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RESUMEN

Objetivos: La sefializacion excesiva de la interleucina-6 (IL-6) es un factor clave en la
respuesta inmunitaria y contribuye al sindrome de liberacion de citocinas implicado en
las manifestaciones clinicas graves de la COVID-19. La evidencia cientifica disponible
sugiere que el tocilizumab (TCZ), un anticuerpo monoclonal humanizado contra el
receptor de la IL-6, es beneficioso en pacientes graves, pero no se dispone de datos
sobre su efecto en estadios mas tempranos de la enfermedad. Un bloqueo anticipado
de la IL-6 podria prevenir hipotéticamente las consecuencias catastréficas de la
tormenta de citoquinas. Por tanto, analizamos los resultados de la administracién
precoz de TCZ en pacientes con neumonia COVID-19 e identificamos los predictores de
respuesta favorable. Como objetivo adicional, analizamos el impacto del bloqueo de IL-
6 con TCZ en la cinética viral SARS-CoV-2 y la respuesta de anticuerpos en pacientes con

COVID-19.

Metodologia: Estudio de cohortes prospectivo y longitudinal en pacientes

hospitalizados con neumonia COVID-19 entre el 10 de marzo y el 17 de abril de 2020 en
la Unidad de Enfermedades Infecciosas del Hospital General Universitario de Elche. Se
traté con TCZ a pacientes con una puntuacion inicial de la escala de SOFA < 3 que
cumplian unos criterios predefinidos. Se obtuvieron muestras nasofaringeasy de plasma
seriadas para cuantificar los niveles de ARN del SARS-CoV-2 y de S-IgG/N-IgG y
biomarcadores plasmaticos, respectivamente, tanto en pacientes tratados con TCZ

como aquellos que recibieron otras terapias.

Resultados: Para evaluar el primer objetivo, se analiz6 la cohorte de 193 pacientes
ingresados con COVID-19 confirmado y probable durante el periodo de estudio, de los
que 64 cumplieron los criterios de inclusidn. Tras la administracion de TCZ, 49 (76,6%)
tuvieron una respuesta clinica favorable. Los predictores de respuesta desfavorable al
tratamiento con anti-IL-6 analizados mediante regresién multivariante ajustada de Cox
fueron el sexo masculino, mayor puntuacién SOFA, un indice neutrofilos/linfocitos
superior, mayor numero de comorbilidades en el ICC y una cifra de presién arterial
sistélica mas elevada. Los perfiles evolutivos de los biomarcadores plasmaticos difirieron

en relacién con la respuesta a TCZ y predijeron la evolucion clinica durante el ingreso.
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No se observaron muertes ni recidivas de la enfermedad en los pacientes tratados con

TCZ.

Para evaluar la respuesta humoral y la cinética viral, se incluyeron 138 pacientes con
infeccién confirmada; 76 (55%) fueron tratados con TCZ. La puntuacién SOFA inicial y la
carga viral fueron significativamente mds altas entre los pacientes tratados con anti-IL-
6 y éstos, mostraron un aclaramiento viral retardado en las curvas de Kaplan-Meier (HR
0,35 [IC 95%] [0,15—0,81], log-rank p = 0,014). Tras la aplicacién de un propensity score
no se demostrd una asociacion significativa entre el bloqueo de IL-6 y el aclaramiento
viral (HR 1,63 [0,35-7,7]). La regresion de Cox evidencid una asociacion inversa entre la
eliminacion del ARN del SARS-CoV-2 y la carga viral inicial (HR 0,35 [0,11-0,89]). Los
pacientes tratados con TCZ, mostraron una mediana de tiempo mas corto hasta la
seropositividad, titulos pico de anticuerpos mds altos y una proporcion acumulada mas
alta de seropositividad en las curvas de Kaplan Meier (HR 3,1 [1,9-5] para S-1gG; y HR
3,0 [1,9-4,9] para N-IgG; log-rank p <0,001 para ambos). Sin embargo, no se
encontraron diferencias significativas entre los grupos en las respuestas de S-IgG (HR
1,56 [0,41-6,0]) ni N-IgG (HR 0,96 [0,26—3,5]) en un analisis por propensity score.

Conclusiones: El tratamiento precoz con TCZ es seguro a corto plazo y se asocié con
resultados favorables en la mayoria de nuestros pacientes. Los marcadores clinicos y
biolégicos predijeron los resultados clinicos. Ademads, nuestros resultados también
sugieren que el blogueo de IL-6 con TCZ, no afecta a la respuesta de anticuerpos
especificos frente al virus. Aunque se observd un aclaramiento viral retardado, este

hallazgo estuvo relacionado con una carga viral inicial mas alta.
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SUMMARY

Objectives: Excessive interleukin-6 (IL-6) signaling is a key factor in the immune
response and contributes to the cytokine release syndrome implicated in the severe
clinical manifestations of COVID-19. Available scientific evidence suggests that
tocilizumab (TCZ), a humanized monoclonal antibody against the IL-6 receptor, is
beneficial in severe patients, but no data are available on its effect in earlier stages of
the disease. An early blockade of IL-6 could hypothetically prevent the catastrophic
consequences of the cytokine storm. Therefore, we analyzed the results of early
administration of TCZ in patients with COVID-19 pneumonia and identified predictors of
favorable response. As an additional objective, we analyzed the impact of IL-6 blockade

with TCZ on SARS-CoV-2 viral kinetics and antibody response in patients with COVID-19.

Methodology: Prospective and longitudinal cohort study in patients hospitalized with
COVID-19 pneumonia between March 10 and April 17, 2020 in the Infectious Diseases
Unit of the Hospital General Universitario de Elche. Patients with an initial SOFA scale
score < 3 who met predefined criteria were treated with TCZ. Serial nasopharyngeal and
plasma samples were obtained to quantify SARS-CoV-2 RNA and S-IgG/N-IgG levels and
plasma biomarkers, respectively, both in patients treated with TCZ and those who

received other therapies.

Results: To evaluate the first objective, the cohort of 193 patients admitted with
confirmed and probable COVID-19 during the study period was analyzed, of whom 64
met the inclusion criteria. After TCZ administration, 49 (76.6%) had a favorable clinical
response. Predictors of unfavorable response to anti-IL-6 treatment analyzed by
multivariate adjusted Cox regression were male sex, higher SOFA score, higher
neutrophil/lymphocyte ratio, higher number of comorbidities in CHF, and higher systolic
blood pressure. Plasma biomarker profiles differed in relation to the response to TCZ
and predicted clinical outcome during admission. No deaths or disease recurrences were

observed in patients treated with TCZ.

To evaluate humoral response and viral kinetics, 138 patients with confirmed infection
were included; 76 (55%) were treated with TCZ. Baseline SOFA score and viral load were

significantly higher among patients treated with anti-IL-6 and these patients showed
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delayed viral clearance on Kaplan-Meier curves (HR 0.35 [95% Cl] [0.15-0.81], log-rank p
= 0.014). After application of a propensity score, no significant association between IL-6
blockade and viral clearance was demonstrated (HR 1.63 [0.35-7.7]). Cox regression
evidenced an inverse association between SARS-CoV-2 RNA clearance and baseline viral
load (HR 0.35 [0.11-0.89]). Patients treated with TCZ, showed a shorter median time to
seropositivity, higher peak antibody titers, and a higher cumulative proportion of
seropositivity on Kaplan Meier curves (HR 3.1 [1.9-5] for S-IgG; and HR 3.0 [1.9-4.9] for
N-IgG; log-rank p <0.001 for both). However, no significant differences were found
between groups in S-1gG (HR 1.56 [0.41-6.0]) or N-IgG (HR 0.96 [0.26-3.5]) responses in

an analysis by propensity score.

Conclusions: Early treatment with TCZ is safe in the short term and was associated with
favorable outcomes in most of our patients. Clinical and biological markers predicted
clinical outcomes. In addition, our results also suggest that IL-6 blockade with TCZ does
not affect the virus-specific antibody response. Although delayed viral clearance was

observed, this finding was related to a higher initial viral load.
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1. INTRODUCCION
1.1 Caracteristicas del SARS-CoV-2

En diciembre de 2019, en la ciudad de Wuhan (China), a raiz de varios casos de neumonia
de etiologia desconocida, se identificé un nuevo coronavirus, denominado coronavirus
de tipo 2 causante del sindrome respiratorio agudo severo, (SARS-CoV-2, del inglés
severe acute respiratory syndrome coronavirus 2). Se propagdé rapidamente, lo que
provoco una epidemia en toda China, seguida de un nimero creciente de casos en otros
paises del mundo. En febrero de 2020, la Organizacion Mundial de la Salud (OMS)
designd la enfermedad por coronavirus 2019 (COVID-19, del inglés, CoronaVirus Disease

2019) y el 11 de marzo de 2020 la reconocié como pandemia.

El SARS-CoV-2 pertenece taxondmicamente a la familia de los coronavirus
(Coronaviridae) y al género Betacoronavirus. Los coronavirus son patégenos bien
conocidos que causan un gran espectro de enfermedades tanto en humanos como en el
reino animal. Se han descrito seis coronavirus previos al SARS-CoV-2 que pueden
generar patologia infecciosa en humanos; SARS-CoV, MERS-CoV, OC43, 229E, NL63 y el
HKU1. El virus del sindrome respiratorio agudo severo (SARS-CoV) y el virus del sindrome
respiratorio de Oriente Medio (MERS-CoV) son los mas conocidos y los que han tenido
mayor impacto y repercusion sociosanitaria, caracterizdndose por un cuadro de
insuficiencia respiratoria aguda severa de rapida progresiéon. El resto de coronavirus

suelen desarrollar enfermedad leve de via aérea superior.

El SARS-CoV-2 contiene ARN monocatenario de aproximadamente 30 kb de longitud
siendo genéticamente similar al SARS-CoV. De hecho, utiliza el mismo receptor, la
enzima convertidora de la angiotensina 2 (ACE-2), para la entrada a la célula huésped
(1). EI genoma del virus codifica cuatro proteinas estructurales; la proteina S
(glicoproteina de la espicula, del inglés spike protein), la proteina E (proteina de la
envoltura), la proteina M (proteina de membrana) y la proteina N (proteina de
nucleocapside). La proteina S se ensambla en homotrimeros y forma estructuras que
sobresalen de la envuelta del virus adquiriendo una forma que recuerda a una corona,
de ahi su denominacién. Ademas, contiene el dominio de unién al receptor celular por

lo tanto es la que va a determinar el tropismo viral (2).
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1.2 Epidemiologia del SARS-CoV-2

Desde los primeros casos notificados en la provincia china de Hubei, el virus se ha
extendido a los cinco continentes detectdndose mas de 500 millones de casos
confirmados y mas de 6 millones de muertes a nivel mundial (3). La crisis social, sanitaria
y econdmica derivada de la pandemia no tiene precedentes y constituye un desafio para

la salud publica mundial.

El principal medio de transmision del SARS-CoV-2 se produce a través de la inhalacion
de secreciones respiratorias de una persona infectada. La transmisiéon a través del
contacto de secreciones respiratorias y/o superficies infectadas con las mucosas es
anecddtica y no ha tenido repercusién en la propagacion de la pandemia. El SARS-CoV-
2, aunque es menos virulento que sus predecesores MERS-CoV y SARS-CoV, ha causado

un mayor numero de infecciones y muertes debido a su mayor transmisibilidad (4-6).

La infeccidon por SARS-CoV-2, en la mayoria de los casos, se produce en los 14 primeros
dias tras la exposicion al virus, siendo el periodo de incubaciéon medio de 4-5 dias (7). El
potencial de transmisién del virus comienza en el periodo presintomatico y es mas
elevado al inicio de la infeccidn ya que existe mayor cantidad de ARN viral en muestras
respiratorias (8). La trasmision a partir del dia 10 del diagndstico es poco probable,
particularmente en pacientes que presentan una enfermedad leve. La variante dmicron
presenta periodos de incubacién mds cortos, apareciendo sintomas en el dia 3 tras la

exposicién.

1.3 Espectro clinico de la infeccion por SARS-CoV-2

La presentacion clinica de la COVID-19 es muy variable e incluye desde individuos
asintomaticos a pacientes con enfermedad grave. Sin embargo, en la mayoria de los
casos nos encontramos frente a infecciones de cardacter leve. En un informe del Centro
Chino para el Control y Prevencidon de Enfermedades en el que se incluyeron 44.500
pacientes con COVID-19 confirmado se determiné que el 81% fueron infecciones leves,
el 14% infecciones graves y el 5% infecciones criticas con presencia de insuficiencia

respiratoria severa o fallo multiorganico (9).
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En la infeccion por SARS-CoV-2 no existen sintomas especificos o signos
patognomanicos, no obstante, cabe sefialar que los trastornos del gusto y del olfato son
mas frecuentes en la COVID-19 que en otras infecciones virales (10). Varios estudios de
cohortes han recogido un espectro de sintomas similar coincidiendo en aparicién y
frecuencia con cierta variabilidad. Un informe de 370.000 casos notificados por el Center
of Disease Control and Prevention informé de la aparicidn de tos en el 50% de los casos,
distermia o fiebre >382C en el 43%, mialgias generalizadas en el 36%, cefalea en el 34%,
disnea en el 29%, odinofagia en el 20%, diarrea en el 19%, nauseas y vomitos en un 12%

y anosmia, disgeusia, dolor abdominal y rinorrea en menos de 10% de los casos (11).

Se diferencian por un lado, las infecciones del tracto respiratorio superior que, se
pueden manifestar con intensa cefalea holocraneal, astenia, anosmia, disgeusia,
odinofagia y rinitis, afectando por lo general a poblacién joven y teniendo en la mayoria
de los casos buen prondstico; e infecciones del tracto respiratorio inferior con presencia
de neumonia bilateral, que incluyen sintomas como fiebre, tos y disnea, que se observan
predominantemente en pacientes de mediana o avanzada edad con diversas

comorbilidades y que conllevan, por tanto, peor prondstico.

La particularidad de la infeccion por SARS-CoV-2 es que, en un subgrupo de pacientes,
aproximadamente entre el dia 8 y el 10 desde el inicio de la sintomatologia (12), se
puede desarrollar una neumonia intersticial bilateral con lesién alveolar difusa vy
sindrome de dificultad respiratoria aguda (SDRA), que conlleva una mortalidad superior
al 50% y constituye la principal causa de muerte (9,13). EI SDRA es la complicaciéon mas
temible en estos pacientes, pero también se han descrito complicaciones
cardiovasculares que incluyen arritmias, infartos y shock; complicaciones
tromboembodlicas; tromboembolismos pulmonares y trombosis venosas profundas
especialmente en aquellos pacientes ingresados en la Unidad de Cuidados Intensivos
(UCl), con tasas de incidencia que oscilan entre un 10 y un 40% (14); complicaciones
neuroldgicas, siendo la mas frecuente la encefalopatia secundaria al propio SARS-CoV-
2, accidentes cerebrovasculares y trastornos del movimiento; enfermedades mediadas
por autoanticuerpos como Guillain Barré o el sindrome multiinflamatorio multisistémico
(15) y, complicaciones de indole infeccioso derivadas de la coinfeccidn o sobreinfeccién

bacteriana y/o flungica concomitante a la infeccion por SARS-CoV-2 o debido a la
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inmunosupresiéon derivada de los tratamientos inmunomoduladores empleados en la

COVID-19 (16).

Una vez superada la fase aguda existen individuos que presentan secuelas y/o
complicaciones derivadas de la infeccién por SARS-CoV-2, es lo que se ha denominado
long COVID o COVID persistente cuyas manifestaciones principales son astenia, fatiga

disnea, tos residual, y déficits cognitivos (17).

1.4 Factores prondsticos de enfermedad grave por SARS-CoV-2

En la primera ola de la pandemia se describieron tasas de mortalidad elevadas, que
variaron segun la localizacién geografica, lo que traduce un perfil poblacional diferente
entre ellas. En Espafia fue 28%, seguida por Reino Unido con un 26% y de China con 3.2%
(18). La enfermedad grave puede desarrollarse en personas sanas de cualquier rango
etario, aunque es notablemente mas frecuente en varones de avanzada edad con
comorbilidades subyacentes: La edad avanzada es un factor de riesgo de enfermedad
grave y conlleva indiscutiblemente un aumento de mortalidad en estos pacientes (9,19).
En un analisis realizado en el Reino Unido, el riesgo de muerte entre las personas de 80
afos fue 20 veces mayor que entre las personas de 50 a 59 afos (19). Las comorbilidades
gue se han asociado con enfermedad grave y por tanto con peor prondstico son:
Obesidad, tabaquismo, hipertension arterial (HTA), diabetes mellitus (DM), enfermedad
cardiovascular, enfermedad pulmonar obstructiva crénica (EPOC), cirrosis hepatica,
enfermedad renal crénica (20,21) y procesos oncoldgicos subyacentes, especialmente

las hemopatias malignas, el cancer de pulmdn y la enfermedad metastasica (18,21).

Varios estudios han sefialado diversas alteraciones analiticas que se comportan como
factores de riesgo de mal prondstico en el desarrollo de COVID-19 grave, convirtiéndose
en herramientas imprescindibles en el manejo de esta enfermedad. Se han detectado
niveles plasmaticos elevados de lactato deshidrogenasa (LDH), creatinin fosfoquinasa,
aspartato y alanino aminotransferasas (GOT y GPT respectivamente). En cuanto a los
biomarcadores inflamatorios, se ha observado cifras elevadas de velocidad de
sedimentacion globular (VSG), ferritina y proteina C reactiva (PCR), sin embargo, los
niveles de procalcitonina (PCT) se mantienen dentro de la normalidad, y su elevacién

deberia hacernos sospechar una posible sobreinfeccién bacteriana. También existe un
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aumento trascendente de un amplio abanico de citocinas proinflamatorias,

especialmente de IL-6, que comentaremos detalladamente mas adelante.

Los niveles elevados de troponina | cardiaca de alta sensibilidad (Tp 1) y la apariciéon de
coagulopatia, evidenciada por la alteracidon de las pruebas de coagulacion y los niveles
elevados de fibrindgeno y dimero-D, se ha relacionado con enfermedad grave (22), lo
que refuerza la idea del papel central que desempeiia el dafio endotelial en la
fisiopatogenia de la COVID-19. Las complicaciones cardiacas, como por ejemplo el
sindrome coronario agudo, son relativamente frecuentes en pacientes con neumonia
virica o bacteriana, y se han reportado en contexto de infecciones por otros virus
respiratorios tales como la influenza. En el caso del SARS-CoV-2, Zhou et all evidenciaron
elevacién de Tp | en mas de la mitad de los casos de pacientes fallecidos (20). El dimero
D es un indicador analitico de trombosis, pudiendo alterarse en condiciones fisioldgicas
tales como el embarazo, o en condiciones patolégicas como en los estados
inflamatorios, procesos oncoldgicos, traumatismos o cirugias mayores. Mas del 90% de
pacientes hospitalizados por un cuadro infeccioso mantienen niveles de dimero D >1
ug/ml y su elevacidn constituye un predictor de mortalidad a corto plazo en pacientes
con diagndstico de sepsis (23). Sin embargo, la mayoria de eventos tromboembdlicos
graves muestran concentraciones significativas de dimero D. En el caso de la infeccion
por SARS-CoV-2, existe un estado protrombético de etiologia multifactorial, cuyos
mecanismos subyacentes incluyen respuestas de citocinas proinflamatorias mediadoras
de la aterosclerosis que contribuyen directamente a la ruptura de la placa a través de la
inflamacién local, la inducciéon de factores procoagulantes y determinados cambios
hemodinamicos que predisponen a isquemia y trombosis. Los pacientes con neumonia
COVID-19 grave tienen mayor probabilidad de desarrollar enfermedad tromboembdlica
(24), por lo que el dimero D constituye un biomarcador imprescindible en la evaluacién

de los pacientes COVID-19.

Es frecuente la linfopenia, la trombocitopenia y la lesién renal aguda (25,26). La
linfopenia con o sin leucopenia, estd presente en mas del 80% de los pacientes criticos,
por lo que un recuento de linfocitos <1,0 x 10 9 /L se ha asociado con enfermedad
grave (26). Se hipotetiza que el mecanismo subyacente es el dafio ocasionado por

particulas las virales en el citoplasma del linfocito (27). Ademas, se ha observado que los
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casos graves, presentan una proporcion mayor de neutrofilos que de linfocitos. El indice
de neutrdfilos/linfocitos (INL) traduce el estado inflamatorio del paciente y se ha
considerado un factor de riesgo en diversas enfermedades oncolégicas y autoinmunes

(28).

Zhou F et all llevaron a cabo un estudio de cohortes multicéntrico en el que se objetivd
que, la edad avanzada, mayor puntuacion de la escala SOFA (del inglés Sepsis related
Organ Failure Assessment) al ingreso y los niveles plasmaticos de dimero D >1 ug/ml se
asociaban a mayor mortalidad intrahospitalaria (20). La escala SOFA es un buen
marcador diagndstico y prondstico de disfuncion multiorganica y, aunque la etiologia
bacteriana suele ser la principal causa de sepsis, la infeccion viral también puede actuar
como desencadenante de fracaso multiorganico. En este trabajo los autores observaron
un cuadro clinico de sepsis en mas de la mitad de los casos, proponiendo como causa

directa la accion del SARS-CoV-2.

1.5 Patogénesis del sindrome de liberacidn de citocinas en la COVID-19

La inflamacidon implica un entramado de mecanismos bioldgicos complejos que se
ejecutan mediante la activacion de la respuesta inmune innata y adaptativa ante la
exposicién a un patdégeno extrafo. Para el desarrollo de una respuesta inmune
proporcionada, se necesita el equilibrio entre la produccién de biomarcadores
proinflamatorios y antiinflamatorios. Las citocinas son imprescindibles para la
coordinacion, la regulacién y la amplificacién de la respuesta inmune, pero su
sobreproduccién e hiperactivacién puede causar lesiones colaterales en diferentes

drganos vitales.

El mecanismo patogénico principal implicado en las manifestaciones clinicas graves de
la COVID-19 es una respuesta inmune aberrante del huésped que da como resultado
una liberacion excesiva y descontrolada de citocinas y quimiocinas e hiperactivacién del
sistema inmune conocida como "tormenta de citocinas" o "sindrome de liberacién de
citocinas" (SLC). La primera descripcion de una tormenta de citocinas fue observada tras
la administracion de terapia de células T con receptor de antigeno quimérico (29) v, la
primera vez que se acufid el término de SLC, fue para describir un sindrome similar al

anterior tras la infusién de muromonab-CD3 (30). Desde entonces, se ha observado que
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dicho trastorno inflamatorio puede desencadenarse por diversas terapias bioldgicas,
patégenos, enfermedades neopldsicas y autoinmunes. También se ha descrito en el
seno de otras infecciones virales como la influenza o en algunas cohortes de pacientes
con infeccion por SARS-CoV y MERS-CoV (31,32). Se proponen tres criterios
clasificatorios para definir un cuadro de SLC: niveles plasmaticos elevados de citocinas
circulantes, sintomas inflamatorios sistémicos y disfuncién orgdnica secundaria debido
a una respuesta fisiolégica andmala frente a un patdégeno determinado o impulsada por
citocinas sin evidencia de un microorganismo especifico. La mejoria del cuadro clinico
tras la instauracion de terapia inmunomoduladora apoyaria el diagndstico (aunque la
falta de respuesta al mismo no descarta dicha entidad) (33). El SLC descrito en el seno
de otras entidades se caracteriza por fiebre, hepatoesplenomeglia, citopenias,
adenomegalias generalizadas, hipertransaminemia y coagulopatia, pudiendo producirse
un cuadro de neumonitis, aunque no es lo mas frecuente. A nivel plasmatico, se
detectan niveles elevados de diferentes citocinas, responsables en parte de dichos
hallazgos clinicos y analiticos. Sin embargo, el SLC secundario a la COVID-19 grave tiene
como peculiaridad la afectacién pulmonar de forma predominante, y la alteracion de las
pruebas de coagulacién, destacando la elevacién de los marcadores de trombosis,
principalmente del dimero D y el fibrindgeno, frente a la coagulacién vascular
diseminada objetivada en otros SLC secundarios (34). Estos hallazgos ponen el foco una
vez mas en la importancia del dafio endotelial y la microtrombosis pulmonar extensa

gue subyacen al SDRA que se desarrolla en la infeccién por SARS-CoV-2 grave.

En la tormenta citoquinica relacionada con COVID-19 se han detectado niveles
plasmaticos elevados de interleucina-1 (IL-1), IL-6, proteina-10 (IP-10), factor de necrosis
tumoral alfa (TNFa), interferdn-y (IFNy), proteina inflamatoria de macrdéfagos lay 1B
(MIP 1a-B) y factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF) (12,35), aunque con
niveles sustancialmente mas bajos de los observados en otros tipos de SLCy en la sepsis.
Estas citocinas activan la respuesta mediada por células T colaboradoras tipo 1
promoviendo la inmunidad especifica, no obstante, también se han detectado niveles
plasmaticos elevados de interleucina-2 y 10, estimuladas por las células T colaboradoras

tipo 2 y que tienen un efecto antiinflamatorio (36).
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Varios estudios sefialan y correlacionan el aumento marcado de citocinas con la lesién
pulmonar observada en pacientes criticos (37-39), que se traduce clinicamente como
una neumonia intersticial bilateral con diferentes grados de severidad, que puede
derivar en SDRA con insuficiencia respiratoria hipoxémica severa y fallo multiorganico y

gue constituye la principal causa de muerte de estos pacientes.

Las alteraciones anatomopatoldgicas que se han observado a nivel local y que, en parte,
son derivadas de la tormenta de citocinas incluyen: edema pulmonar, lesién alveolar
difusa con presencia de membranas hialinas, hiperplasia reactiva de los neumocitos tipo
2 e infiltracién inflamatoria alveolar e intersticial de predominio mononuclear (40).
Ademas, gracias a la microscopia electrdnica, se han identificado inclusiones virales de
SARS-CoV-2 en el epitelio bronquial y alveolar, independientemente de la presencia de
ARN viral en exudado nasofaringeo. Por tanto, aunque la patogenia del SDRA en la
COVID-19 no se comprende completamente, se infiere que las manifestaciones en el
tejido pulmonar se deben a la combinacién del efecto citopatico directo del virus y la

inflamacion excesiva derivada del mismo.

Entre las moléculas que contribuyen al dafio y la inflamacién mediada por citocinas, la
IL-6 es uno de los factores clave, y su sobreexpresion se ha relacionado con la gravedad
de la enfermedad, el fallo multiorganico y una menor supervivencia (41). La IL-6 es una
citoquina pleiotrépica sintetizada por fagocitos mononucleares, células T activadas,
células endoteliales vasculares, fibroblastos y otros tipos celulares en respuesta a
microorganismos y a algunas citocinas, fundamentalmente IL-1 y TNFa. Para ejecutar
sus funciones, la IL-6 se une a su receptor de membrana (IL-6R) a través de la subunidad
B del IL-6R, también denominada gp130, induciendo la dimerizacién del complejo e
iniciandose la senalizacidn intracelular. Sélo las células epiteliales, los leucocitos y los
hepatocitos son capaces de expresar IL-6R y activarse mediante esta via, denominada
via cldsica de sefializacion de IL-6. De forma alternativa, IL-6 también puede unirse a su
receptor soluble (sIL-6R) formando un complejo que se unird a la proteina gp130
transmembrana expresada por todos los tipos celulares, es lo que se denomina via de
trans-sefializacion de IL-6 (42). El papel de la IL-6 y su efecto en la activacién y regulacidn
del sistema inmune es ampliamente conocido, constituyendo un elemento comun

de varias entidades de etiologia inflamatoria. En lainmunidad innata, estimula la sintesis
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de proteinas de fase aguda por los hepatocitos, contribuyendo a la denominada
respuesta de fase aguda. En la inmunidad adaptativa, IL-6 estimula el crecimiento de los
linfocitos B diferenciados en células productoras de anticuerpos. La sefalizacién
excesiva de IL-6 induce diferentes efectos bioldgicos que, ademds del sistema
inmunolégico y los mediadores de la inflamacién, también involucra a los vasos
sanguineos y al miocardio a través del dafio endotelial, contribuyendo al estado
protrombdtico de estos pacientes. De hecho, los trastornos tromboembdlicos son
mucho mas frecuentes en el SLC en contexto de infeccién por SARS-CoV-2 que en otros

SLC secundarios a otras etiologias (14).

La desregulacidn del sistema inmune en los casos de COVID-19 severo no corresponde
Unicamente a la hiperactividad inmunitaria, sino que parece que la persistencia del
SARS-CoV-2 y la replicacidn viral podrian ser un factor clave y contribuir al desarrollo de
las manifestaciones graves. Existe correlacién entre el ARN viral en exudado
nasofaringeo y los niveles elevados de citocinas plasmaticas, especialmente de IFNa,
IFNy vy TNF, lo que sugiere que la carga viral esta implicada en el mantenimiento de Ia
inflamacién mediante la produccién de citocinas y que, la respuesta inmune
dependiente de interferones, especialmente la mediada por IFN tipo 1y 3, pudiera ser

insuficiente para el control del virus (43,44).

Por ultimo, cabe mencionar que la variabilidad en la respuesta inmune del huésped
frente a la infeccién depende de varios factores y a menudo es impredecible. La
respuesta inmunitaria de los pacientes asintomaticos, que presentan un control efectivo
de la enfermedad, es notablemente diferente de los pacientes con COVID-19 grave, en
los que se exhibe un fracaso de la misma. Por un lado, probablemente exista una
susceptibilidad genética individual que predisponga al desarrollo de enfermedad grave
(45) y, por otro lado, sabemos que los factores de riesgo ambientales, sociales y clinicos
inherentes al individuo también juegan un papel trascendente en la apariciéon de
enfermedad grave. De hecho, el SLC es mas frecuente en pacientes con comorbilidades
tales como hipertensién, diabetes, obesidad, tabaquismo activo y enfermedades
oncolégicas, por lo que se postula que mas alla de la enfermedad subyacente, un estado
inflamatorio crénico puede contribuir a la desregulaciéon inmune desencadenada por el

SARS-CoV-2.
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En resumen, la tormenta de citoquinas es una de las principales causas de
morbimortalidad en la pandemia COVID-19, siendo de vital importancia la investigacién
de los mecanismos patogénicos subyacentes, asi como nuevos horizontes terapéuticos

para su manejo.

1.6 Opciones terapéuticas para frenar el sindrome de liberacién de citocinas en la

COVID-19

Debido a los diferentes mecanismos patogénicos implicados en la COVID-19, se han
recomendado enfoques terapéuticos combinados que incluyen antivirales y farmacos
que bloquean vias de sefializacidon implicadas en la inflamacién para un control éptimo

de la enfermedad.

1.6.1 Corticoides

Los corticoides se han asentado como el tratamiento gold estandar en pacientes COVID-
19 que desarrollan insuficiencia respiratoria y requieren soporte con oxigeno
suplementario. Al inicio de la pandemia, ante la escasez de evidencia cientifica de
calidad y la ausencia de tratamientos disponibles para la infecciéon por SARS-CoV-2, se
comenzaron a utilizar glucocorticoides en los pacientes con COVID-19 grave, con la
sospecha de que la respuesta sistémica del huésped jugaba un papel fundamental en las
manifestaciones graves y, con el antecedente de haberse utilizado en el pasado como
arsenal terapéutico para el tratamiento de ciertas neumonias virales, como es el caso
de la influenza, el SARS-CoV o el MERS. La informaciéon en cuanto a la eficacia de los
esteroides en la infeccion por SARS-CoV-2, mayoritariamente se extrae de un gran
ensayo clinico abierto y controlado, el estudio RECOVERY, en el que se aleatorizé a 6425
pacientes a recibir 6 mg de dexametasona cada 24h ademads de la terapia estandar
durante 10 dias frente al tratamiento médico habitual. Los investigadores evidenciaron
qgue, en aquellos pacientes que requerian oxigeno suplementario y recibian
dexametasona, la mortalidad a los 28 dias fue significativamente menor en comparacion
con los que recibian otras terapias (46). Sin embargo, el uso de esteroides en pacientes
hospitalizados con COVID-19 sin necesidad de oxigeno suplementario no ha demostrado
ningun beneficio, incluso se ha asociado con peores resultados (47). No existe

demasiada evidencia en cuanto a la utilidad de otros esteroides sistémicos diferentes a
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la dexametasona, por lo que su uso, se establece como tratamiento alternativo a la

dexametasona.

En aguel momento, los prometedores resultados respecto a la implementacion del uso
de corticoides abrieron nuevos horizontes, sugiriendo que otros agentes
inmunomoduladores también podrian cambiar el rumbo de la COVID-19. La versién
preliminar del estudio RECOVERY se publicé en The New England Journal of Medicine en
julio de 2020y los resultados finales, fueron publicados en febrero de 2021. Antes de la
publicacidn de los resultados preliminares, nuestro grupo de trabajo ya habia disefiado

e implementado la metodologia de esta investigacidn.

1.6.2 Tocilizumab

Tocilizumab (TCZ) es un anticuerpo monoclonal IgG1 humanizado anti-receptor de IL-6,
que inhibe la accion de IL-6 mediante el antagonismo del receptor soluble y el receptor
transmembrana de IL-6, bloqueando su sefalizacién y reduciendo la inflamacién. Existen
otros bloqueadores del receptor de IL-6 como el sarilumab (no aprobado en ficha técnica
como tratamiento del SLC) y satralizumab, asi como inhibidores directos de la molécula

IL-6 como siltuximab, sirukumab, clazakizumab y olokizumab.

Las indicaciones terapéuticas de TCZ segun la ficha técnica de la Agencia Europea del
Medicamento son: artritis reumatoide (AR) grave, activa y progresiva en adultos no
tratados previamente con metotrexato; AR activa de moderada a grave en adultos con
respuesta inadecuada o intolerancia a un tratamiento previo con uno o mas farmacos
antirreumaticos modificadores de la enfermedad o con Anti-TNFa; artritis idiopatica
juvenil sistémica y poliarticular a partir de los 2 afios de edad que no ha respondido
adecuadamente a terapias inmunosupresoras previas; SLC grave o potencialmente
mortal inducido en la terapia CAR-T en pacientes adultos y en poblacién pediatrica desde
los 2 afios de edad. Desde diciembre de 2021, TCZ también estd indicado para el
tratamiento de la COVID-19 en adultos que reciben corticoides sistémicos y requieren

suplemento de oxigeno o ventilacién mecanica (48).

El tratamiento con TCZ esta contraindicado en personas con hipersensibilidad al mismo,
la presencia de una infeccién moderada o grave activa diferente del SARS-CoV-2, una

cifra de neutréfilos <500 células/ul, un recuento plaquetar <50.000 plaquetas/ul,
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hipertransaminemia >5 veces del limite superior de la normalidad y en aquellos
pacientes que presenten riesgo de perforacion gastrointestinal. TCZ tiene un inicio de
accion rdpido, que se puede objetivar por la rdpida reduccion de los marcadores
inflamatorios, particularmente de los niveles de PCR en las primeras dos semanas de
tratamiento. Durante este periodo existe riesgo de padecer infecciones bacterianas
graves o complejas, que pueden resultar de dificil diagndstico debido a la escasa
expresividad clinica (ausencia de fiebre) y analitica (inhibicion de la PCR), pudiendo
retrasar el inicio de una antibioterapia precoz y, por tanto, teniendo un impacto

negativo en la morbimortalidad de los pacientes (49).

Existe variabilidad en la practica clinica habitual y las recomendaciones de los diferentes
grupos de expertos, pero por lo general, se propone agregar TCZ al tratamiento habitual
con corticoides en los pacientes hospitalizados con neumonia grave (definida por una
Sp02 <94% basal, elevados requerimientos de oxigeno en un corto intervalo de tiempo,
uso de canulas de alto flujo o ventilacion mecdnica no invasiva (VMNI)) junto con
marcadores proinflamatorios elevados, o en las primeras 24h tras intubacién

orotraqueal y ventilacion mecanica invasiva (VMI) o ventilacion por membrana

extracorpdrea (ECMO) (50-52).

Debido a la funcién destacada de la IL-6 en la fisiopatogenia de la COVID-19, TCZ fue el
primer farmaco propuesto para el tratamiento de las complicaciones inflamatorias en
pacientes con enfermedad grave. Los datos preliminares de estudios observacionales
realizados en China (53) y en Francia (54) sugirieron la posible eficacia de TCZ en la
COVID-19, sin embargo, esta informacion se limitaba a un nimero escaso de estudios
que incluian principalmente a pacientes gravemente enfermos. Posteriormente, se
realizaron otros estudios en los que parecia que TCZ evitaba la progresion a enfermedad
grave, implicaba una reducciéon del uso de VMI y disminuia el tiempo de estancia
hospitalaria, pero sin objetivar una clara repercusién en la mortalidad: en un estudio
italiano retrospectivo y multicéntrico que incluyd 544 pacientes, el tratamiento con TCZ
se asocié con una reduccién del 39% en la necesidad de VMI y en la mortalidad (55). En
el proyecto EMPACTA, un ensayo clinico doble ciego realizado en 6 paises de Europa,
América del norte y Africa, se comparé el uso de TCZ frente al tratamiento estandar,

observandose también una reduccion del 44 % en el riesgo de progresion a VMI, ECMO
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o muerte en el dia 28 (56). Estos datos fueron apoyados por el ensayo clinico
aleatorizado CORIMUNO, en el que se incluyeron 130 pacientes con neumonia COVID-
19 moderada y grave, y en el que se objetivé que el 36% de los pacientes con
tratamiento estandar en el dia 14 progresaban a VMNI o muerte frente al 24% de los
que fueron tratados con TCZ. Sin embargo, no se encontraron diferencias significativas

en la mortalidad en el dia 28 (57).

Por otro lado, también se notificaron resultados contradictorios en cuando a la eficacia
de TCZ. En el BACC Bay, un estudio doble ciego que enfrentd la terapia con TCZ con la
estandar, no se observaron beneficios en cuanto a la mejoria clinica, necesidad de VMNI,
muerte o en el tiempo hasta retirada del oxigeno. Sin embargo, es cierto que al ser de
los primeros ensayos clinicos con TCZ, publicado en diciembre de 2020, muy pocos
pacientes se trataron de forma concomitante con esteroides o remdesivir (58). En el
estudio COVACTA, ensayo clinico doble ciego en fase 3 realizado en 9 paises de Europa
y América del Norte, se compard el tratamiento con TCZ frente a placebo con el objetivo
primario de evaluar la mejoria clinica y la supervivencia en el dia 28. No se objetivaron
diferencias estadisticamente significativas, no obstante, se observé que la estancia

hospitalaria en planta de hospitalizacion y en la UCI fue menor en el grupo de TCZ (59).

La evidencia cientifica actual sugiere que el tratamiento con TCZ aporta un claro
beneficio en la mortalidad de los pacientes con neumonia COVID-19. En un metaanalisis
que incluyé 27 ECAs con mas de 10.000 pacientes hospitalizados con COVID-19, la
mortalidad por todas las causas fue menor entre los que recibieron TCZ en comparacién
con el placebo o el tratamiento estandar (52,60). Esta informacion cientifica estd
extraida bdsicamente de dos grandes ensayos en pacientes con neumonia COVID-19
grave; en el estudio RECOVERY, un ensayo clinico doble ciego abierto que comparo el
uso de TCZ en pacientes con Sp02 <92% y niveles de PCR 275 mg/dl frente a la terapia
estandar en pacientes de Reino Unido, se concluyd que el tratamiento combinado de
glucocorticoides y TCZ mejora la supervivencia a los 28 dias en comparacién con la
terapia estandar habitual, 31% frente a 35 % respectivamente, (Riesgo relativo (RR) 0,85,
IC 95 % 0,76-0,94). Ademas, la mortalidad en el dia 28 entre los pacientes que
requirieron VMI fue de 49% en el brazo de TCZ frente al 51% en grupo con tratamiento

habitual (RR 0,93; IC 95 %, 0,74—1,18), y necesitaron menor soporte ventilatorio, un 35%
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frente al 42% (razén de tasas 0,84; IC del 95%, 0,77-0,92) respectivamente. También se
evalud la duracién de la estancia hospitalaria, que fue de 19 dias en el grupo de TCZ
frente a 28 dias en el otro brazo (61). El otro gran estudio sobre el que se basan las
recomendaciones es el REMAP-CAP, ensayo clinico abierto y de plataforma adaptativa,
realizado en 21 paises de Europa y América del norte, en el que se evalud la eficacia de
TCZ y sarilumab en pacientes ingresados en UCI frente al tratamiento estandar. El uso
de ambos anti-IL-6 en las primeras 24h de ingreso en UCI se asocid con tasas mas altas
de supervivencia y menor duracion de soporte de drganos frente al tratamiento
estandar, especialmente en el subgrupo de pacientes que mostraron niveles plasmaticos
mas elevados de PCR. No hubo diferencias en cuanto a eficacia entre TCZ y sarilumab
(62). Paralelamente a la publicacién de los datos de las terapias anti-IL-6 en el estudio
REMAP-CAP, se publicé otro estudio internacional realizado en 11 paises de Europa,
América del Norte, América del Sur y Asia en el que se valoraba la eficacia de sarilumab
y no se evidencié beneficio ni en la supervivencia ni Enel tiempo hasta la mejoria clinica
(63). Se propone el uso de sarilumab como segunda opcién de tratamiento

inmunomodulador si no hubiera disponibilidad de TCZ (64).

Cabe sefnalar que tanto en el REMAP-CAP como en el RECOVERY el tratamiento estandar
incluia dexametasona y, sin embargo, en algunos ensayos disponemos de resultados
mixtos, incluyendo la falta de beneficio de TCZ cuando el tratamiento estandar no
engloba los glucocorticoides. Posiblemente la heterogeneidad de la poblacién sea la
responsable de la discordancia de resultados entre estudios, con gran variabilidad en la

estratificacién de riesgo de los pacientes y de las terapias concomitantes empleadas.

Los efectos adversos relacionados con TCZ reportados durante la pandemia, se han
recogido en una base de datos mundial denominada Vigibase® perteneciente a la OMS
(65). Charan et al analizaron los datos de farmacovigilancia extraidos de Vigibase® en un
intervalo de 6 meses en el ano 2020, y describieron un total de 1005 efectos adversos
en 513 pacientes, apreciando que son mas frecuentes en los varones menores de 45
afos. En términos generales concluyen que TCZ es un farmaco seguro y con pocos
efectos secundarios; la neutropenia y la hipofibrinogenemia fueron las alteraciones
hematoldgicas mas frecuentes. La elevacién de las enzimas hepaticas también es

relativamente frecuente, pero se trata de una alteracién dosis dependiente y transitoria.
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La hepatitis y la perforacién gastrointestinal son eventos muy poco comunes. También
se observaron alteraciones en el intervalo QT. Las sobreinfecciones y coinfecciones
bacterianas y/o viricas, asi como la reactivacion de infecciones latentes fueron efectos

adversos comunes encontrados en los pacientes COVID-19 tratados con TCZ (66).

Tras la publicacion y lectura del estudio de Xu et al y previo al conocimiento de los datos
de mortalidad de los ensayos clinicos anteriormente descritos, ante la ausencia de un
tratamiento eficaz para la COVID-19 y la necesidad de abrir nuevos horizontes
terapéuticos en un momento de gran incertidumbre, planteamos esta investigacién. En
marzo de 2020, la Agencia Espaiola de Medicamentos y Productos Sanitarios otorgd
una autorizacién de uso de emergencia para el uso de TCZ en el contexto de COVID-19,
y nuestro centro desarrollé pautas especificas para el tratamiento de pacientes que
requieren ingreso hospitalario. Las guias institucionales incluyeron el uso de TCZ en una
etapa temprana de la enfermedad, segln criterios predefinidos, evaluando resultados

clinicos, biolégicos y viroldgicos.

1.6.3 Inhibidores de JAK

Baricitinib, un inhibidor de la Janus quinasa, cldsicamente utilizado en el tratamiento de
la AR, es un farmaco que combina el efecto inmunomodulador y antiviral frente al SARS-
CoV-2; A través de la inhibicion de esta via de sefalizacidn, interviene en la activacién
de multiples citocinas proinflamatorias, entre las que se incluye la IL-6. Por otro lado, el
efecto antiviral, se produce a través de la inhibicion de la quinasa 1 asociada a AP2
(AAK1) y la quinasa asociada a ciclina G (GAK), que participan en la endocitosis del SARS-
CoV-2 (67). En el ensayo clinico RECOVERY, se evidencid un claro beneficio en la
supervivencia en los pacientes que recibieron tratamiento con dexametasona y
baricitinib (68). Ademas, baricitinib demostré ser eficaz en combinacidn con la terapia
estandar en pacientes graves que requieren soporte con oxigeno suplementario, VMNI,
VMI u ECMO (69). Los resultados del ensayo ACTT-2 sugieren que el uso combinado de
baricitinib y remdesivir aceleraria la recuperaciéon de los pacientes con COVID-19 en
comparacion con remdesivir en monoterapia, y los del ensayo COV-BARRIER sugieren
un beneficio en cuanto a supervivencia, ambos particularmente evidentes entre los

pacientes que reciben oxigenoterapia de alto flujo o VMNI (70). No debe administrarse
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de forma concomitante con un antagonista de IL-6, dado que no disponemos de ECAs
gue incluyan ambas terapias (aunque hubo algunos pacientes en el estudio RECOVERY
que recibieron triple terapia con baricitinib, TCZ y dexametasona). Tofacitinib, un
farmaco miembro de la misma familia que podria utilizarse en caso de que baricitinib no

estuviera disponible.

1.7 Aclaramiento viral y respuesta humoral en la infecciéon por SARS-CoV-2

Las infecciones virales agudas se caracterizan por aumentos rapidos de la carga viral (CV)
que provocan dafio celular y el desarrollo de la respuesta inmune antiviral innata y
adaptativa que originan tanto inflamacién local como sistémica. Por lo general, las
infecciones virales requieren de la integridad de la respuesta inmune celular para su
eliminacion, sin embargo, la respuesta humoral también es crucial, ya que a través de la
produccién de anticuerpos especificos frente al virus se desarrollara la inmunidad
protectora para prevenir la reinfeccion. Ademas de la actividad antimicrobiana, los
anticuerpos modulan la respuesta inmune a través de la activacion del complemento,
los receptores toll-like y Fc-gamma (71). Los anticuerpos neutralizantes generados en la
infeccion por SARS-CoV-2, aquellos que van a desempefiiar la principal funcién defensiva,
suelen dirigirse mayoritariamente al dominio de la subunidad S1 que contiene el RBD

(del inglés Receptor Binding Domain) de la proteina S.

En la COVID-19, IgM e IgA especificas contra la proteina de espiga (S) estan presentes en
la mayoria de los casos en las primeras dos semanas de infeccién, detectandose la IgG
aproximadamente a partir del dia 14. La variabilidad de la respuesta humoral es muy
heterogénea entre individuos, aunque en la mayoria de ellos se despliega a lo largo de
los dos primeros meses (72). Generalmente, acorde con lo ocurrido en otras infecciones
virales, los niveles de anticuerpos neutralizantes disminuyen en los meses consecutivos
a lainfeccidn, de hecho, las cifras de estos se ven reducidas entre 5y 10 veces a los cinco
meses desde su titulo maximo (73). Los primeros estudios publicados sugerian que la
actividad neutralizante se mantenia al menos de seis a ocho meses tras el diagndstico
(74,75). En trabajos posteriores se han detectado titulos de anticuerpos hasta los 18 o
20 meses tras la infecciéon en ausencia de vacunaciéon o evidencia de reinfeccion por

SARS-CoV-2 (76). En brotes anteriores por otros coronavirus, se objetivd que la
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respuesta de anticuerpos en pacientes con infeccidn por MERS-CoV podia durar mas alla
de 34 meses tras el inicio de sintomas (77) y, en el caso del SARS-CoV, podian detectarse

anticuerpos en el 89% de los pacientes a los 36 meses desde el diagndstico (78).

La respuesta inmunitaria protectora frente a SARS-CoV-2 requiere una funcidn
sincronizada de las células especificas T CD4+ y CD8+ asi como de las células B contra las
proteinas virales. Los pacientes COVID-19 con infeccidn grave tienen mas probabilidades
de tener respuestas inmunitarias desreguladas. Tanto si tienen una respuesta
inmunitaria sincronizada o desincronizada, existe una correlacion clara entre la
intensidad de la enfermedad y la produccién de anticuerpos, tanto IgG como IgM e IgA
(aunque estos ultimos tengan una naturaleza transitoria), observandose niveles mas
elevados y precoces en aquellos pacientes con manifestaciones clinicas graves (79,80).
Otro dato a favor de esta observacion es que, en un 20-30% de los pacientes con
infeccion leve no se evidencia produccion de anticuerpos mas alla de la segunda semana
de infeccién (79,80). La hipdtesis que se plantea para explicar este hallazgo es que el
estado de hiperinflamacién desencadenado en la infeccién grave, podria producir una
respuesta inmune mas robusta con hiperproduccién de anticuerpos por parte del
linfocito B. Valores elevados de citocinas plasmaticas, especialmente IL-6, no solo se
relacionan con enfermedad grave, sino que también se asocian con un titulo de
anticuerpos mayor. Algunos expertos especulan que titulos de anticuerpos tan
desmesurados pueden relacionarse con una baja potencia neutralizadora como
consecuencia de la desregulacion inmune. De hecho, los niveles de IL-6 en pacientes con

enfermedad grave se han asociado con un menor potencial de neutralizacion (81).

Sin embargo, ademas de la gravedad de la infeccidn, existen otros factores de riesgo,
gue podrian afectar a la respuesta de anticuerpos frente al SARS-CoV-2, como son las
comorbilidades del paciente, el sexo masculino, los tratamientos previos, asi como las
terapias inmunomoduladoras empleadas frente al propio COVID-19 (82-84). Se han
detectado niveles superiores de IgG en pacientes varones con enfermedad grave. Las
implicaciones bioldgicas que tiene el sexo en la inmunidad son todavia desconocidas,
pero una posibilidad que explique este fendmeno podria ser la mayor expresién del
receptor ACE 2 (79). También se ha relacionado de forma directa el grado de afectacién

pulmonar en la TC toracica con la tasa y el nivel de respuesta de anticuerpos, sugiriendo
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que la extensién de las lesiones pulmonares podria predecir la respuesta humoral

incluso en pacientes con PCR de SARS-CoV-2 negativa (85).

El comportamiento de la carga viral del SARS-CoV-2 es similar al de la influenza,
alcanzando su punto algido en el momento de aparicidn de los sintomas, contrastando
con el del SARS-CoV, que se produce en el dia 10 desde el inicio de los sintomas (86) y
con el MERS-CoV, cuyo cenit es a partir de la segunda semana del inicio de la clinica (87).
La CV elevada en el momento de presentacion de la infecciéon sugiere que la
transmisibilidad maxima se produce al inicio de los sintomas o incluso en el periodo
presintomatico. Dicho hallazgo, combinado con el aislamiento de virus viables en
muestras del tracto respiratorio en la primera semana de la infeccién, asegura una
elevada contagiosidad, y enfatiza la importancia del aislamiento respiratorio en etapas
precoces. Una revision sistematica y metaanalisis realizada por Cevik M et al, concluyé
que, es posible detectar ARN viral en los pacientes con infeccién por SARS-CoV-2 hasta
el dia 83 desde el inicio de los sintomas, no obstante, dicho hallazgo no es sindnimo de
viabilidad, ya que no se aisld ningun virus vivo mas alla del dia 9 a pesar de la deteccidn
de ARN viral persistentemente positiva. Al igual que lo ocurre con otros virus
respiratorios, la carga viral puede ser similar entre pacientes sintomaticos vy
asintomaticos, pero la mayoria de publicaciones recogen que la eliminacién viral es mas
rapida en los asintomaticos. La eliminacién viral prolongada se relaciona con la edad

avanzada (88).

Los pacientes graves presentan una CV mas elevada que los enfermos con infeccidn leve
por SARS-CoV-2, lo que podria tener implicaciones en el desarrollo de las
manifestaciones clinicas y, a su vez, una CV elevada también se relaciona con una
produccién precoz de anticuerpos (20). Se ha detectado ARN viral en suero de pacientes

criticos, aunque con niveles menos elevados que en el tracto respiratorio (89).

La persistencia del virus en determinados reservorios tisulares y la ineficacia del sistema
inmune para eliminarlo es una de las hipdtesis empleadas para explicar la patogenia del

long-COVID (73).
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1.7.1 Bloqueo anti-IL6: repercusiones en la cinética viral y respuesta inmunitaria del

SARS-CoV-2

Los efectos del bloqueo de la IL-6 sobre la cinética viral y la respuesta humoral del SARS-
CoV-2 son practicamente desconocidos. Debido a que se han utilizado multiples
estrategias terapéuticas que afectan a diferentes vias del sistema inmune en pacientes
con perfiles clinicos variados y con tratamiento antiviral coadyuvante, es dificil extraer
informacién individualizada sobre el impacto de la terapia anti-IL-6, en concreto con TCZ,

en pacientes con neumonia COVID-19.

Como se ha senalado con anterioridad, IL-6 es una molécula multifuncional que se
encarga de regular la inmunidad innata y adaptativa, destacando la estimulacién y la
diferenciacién de los linfocitos T citotéxicos y las funciones de los
macrofagos/monocitos (90). Este hecho es particularmente preocupante debido a la
estrecha correlacion que existe entre la gravedad de la enfermedad, los niveles
plasmdticos de IL-6 y la carga viral del SARS-CoV-2 en pacientes con COVID-
19 (89) . Ademas, IL-6 también juega un papel importante en la diferenciacién de las
células B en células plasmaticas productoras de anticuerpos y en la secrecién de
inmunoglobulinas, por tanto, la terapia anti-IL-6 podria afectar a la respuesta de
anticuerpos especificos contra el virus, pudiendo comprometer la eliminacién viral y la
proteccion contra futuras reinfecciones. Se han notificado infecciones virales graves
causadas por citomegalovirus y varicela zoster en pacientes con AR y tratamiento con
TCZ (91), y también infecciones bacterianas, fungicas y oportunistas en pacientes
COVID-19 tratados con TCZ, lo que justifica la incertidumbre existente en el impacto de

este tratamiento en la inmunidad y la precaucién a la hora de implementarlo.
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2. JUSTIFICACION DE LA PROPUESTA

47



48



2. JUSTIFICACION DE LA PROPUESTA

La IL-6, junto a otras citocinas proinflamatorias, es imprescindible en la respuesta
inmune frente al SARS-CoV-2 y, paraddjicamente, su sobreexpresién desencadena un
estado hiperiinflamatorio, que es el responsable de las manifestaciones graves de la

COVID-19.

En el periodo que se planted este proyecto de investigaciéon, todavia no disponiamos de
la informacion y de los resultados en cuanto a mortalidad del tratamiento con TCZ en
pacientes con neumonia COVID-19 obtenidos en los grandes ensayos clinicos RECOVERY
y REMAP-CAP anteriormente citados (61,62). En nuestra investigacion, planteamos que,
la administracion precoz de tocilizumab en pacientes seleccionados antes de que la
desregulacién inmune y la trombo-inflamacion caracteristicas de la COVID-19 sean
irreversibles es segura, y puede tener un impacto positivo en la morbimortalidad de los

pacientes, disminuyendo el riesgo de desarrollar enfermedad grave.

A pesar del extenso conocimiento cientifico que se ha desarrollado en los ultimos
tiempos sobre la COVID-19 y la terapia inmunomoduladora, todavia quedan por
dilucidar varias cuestiones. En primer lugar, si efectivamente la administracion de TCZ
en una etapa mads temprana de la enfermedad podria prevenir el sindrome de liberacién
de citocinas sin efectos adversos para el paciente. Una segunda pregunta que nos
planteamos e intentamos responder con este proyecto es, si podria haber predictores
de una mayor probabilidad de respuesta a TCZ para seleccionar los candidatos mas
adecuados para dicha terapia y disefiar estrategias alternativas para los no
respondedores de manera anticipada. En tercer lugar, conocemos el papel que juega la
IL-6 en la diferenciacion de la célula B en célula plasmatica productora de anticuerpos,
por lo que el bloqueo de IL-6 podria afectar a la respuesta humoral contra el virus y
comprometer la eliminacidn viral. Actualmente apenas existe bibliografia sobre el efecto
y la repercusiéon del TCZ en la respuesta inmune humoral y el aclaramiento viral en la

infeccién por SARS-CoV-2.
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3. HIPOTESIS

La instauracidn precoz del tratamiento con tocilizumab en pacientes con neumonia
COVID-19 es segura y beneficiosa para prevenir el desarrollo de SDRA, teniendo un
impacto favorable en la morbimortalidad de los pacientes y ausencia de impacto

negativo en el aclaramiento viral y la respuesta humoral.
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4. OBJETIVOS

El objetivo general sera evaluar los efectos del tratamiento precoz con TCZ en pacientes

hospitalizados con neumonia COVID-19.
Los objetivos especificos seran:

e Evaluar la seguridad del tratamiento precoz con TCZ en pacientes
hospitalizados con neumonia COVID-19.

e Analizar los predictores de respuesta al tratamiento precoz con TCZ en
pacientes hospitalizados con neumonia COVID-19.

e Analizar la dindmica viral del SARS-CoV-2 en pacientes hospitalizados con
neumonia COVID-19 tratados y no tratados con TCZ.

e Analizar la respuesta de anticuerpos frente a SARS-CoV-2 en pacientes

hospitalizados con neumonia COVID-19 tratados y no tratados con TCZ.
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5. MATERIAL Y METODOS

5.1 Diseio

Estudio de cohortes prospectivo y longitudinal en pacientes hospitalizados entre el 10
de marzo y el 17 de abril de 2020 con neumonia COVID-19 en la Unidad de

Enfermedades Infecciosas del Hospital General Universitario de Elche (Alicante).

5.2 Sujetos y ambito de estudio

De todos los ingresos hospitalarios por COVID-19, se incluyeron aquellos pacientes con
COVID-19 confirmado y probable segun los criterios del Centro Europeo para la
Prevencion y el Control de Enfermedades (https://www.ecdc.europa.eu/en/covid-
19/surveillance/case-definition). La confirmacién microbioldgica se realizd mediante
reaccién en cadena de la polimerasa en tiempo real (RT-PCR) a partir de un frotis

nasofaringeo o un aspirado bronquial.

Criterios de inclusidn:

e Todos los pacientes hospitalizados con diagndstico de neumonia COVID-19 que
cumplan 1 criterio clinico y/o radiolégico y/o bioldgico:

e Criterios clinicos: CURB-65> 20 Sp02 <93% o frecuencia respiratoria (FR) > 30 por
minuto.

e Criterios radioldgicos: infiltrados intersticiales bilaterales multilobares de
predominio bibasal y distribucion periférica, infiltrados reticulares o lobares.

e Criterios bioldgicos: Dimero D >0.7ug/L, IL-6 240 pg/ml, Linfocitos < 800 x10° x L,
Ferritina 2700 pg/L, PCR >25 mg/L o fibrindgeno >700 mg/dl.

Criterios de exclusion:

e AST/ALT valores superiores a 5 veces el valor normal.

e Cifra de neutrofilos inferior a 500 cel/puL.

e Cifra de plaquetas inferior a 50.000 cel/pL.

e Sepsis documentada por otros patdgenos diferentes de SARS-CoV-2.
e Diverticulitis complicada o perforacion intestinal.

e Hipersensibilidad al principio activo o alguno de sus excipientes
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e Negacion a la administracion del tratamiento

e Limitacion del esfuerzo terapéutico.

5.3 Protocolo de actuacion

Los pacientes fueron tratados de acuerdo con un protocolo predefinido que consistia en
la recopilaciéon de datos epidemioldgicos, demogréficos vy clinicos, asi como la recogida
de muestras nasofaringeas seriadas para el SARS-CoV-2, radiografia de térax y analisis
de sangre de rutina, que incluia niveles de IL-6, ferritina, LDH, magnesio, PCT, PCR, pro-
hormona N-terminal del péptido natriurético cerebral (NT-proBNP), Tp I, dimero D y
pruebas de coagulacidn. Se recopilaron al ingreso las comorbilidades y la puntuacién en
el indice de comorbilidad de Charlson (ICC). Las muestras de sangre para los analisis de
laboratorio, electrocardiograma, radiografia de térax y muestras nasofaringeas para
SARS-CoV-2 se obtuvieron en diferentes momentos durante la hospitalizacion, y
posteriormente, al mes, a los seis meses y a los 12 meses tras al alta hospitalaria.
Ademas del SARS-CoV-2, también se realizaron andlisis de PCR en exudado nasofaringeo
para los virus de la influenza A, B y para el virus respiratorio sincitial, antigenos en orina
de neumococo vy legionela, pruebas seroldgicas para el virus de la inmunodeficiencia
humana (VIH), virus de la hepatitis C y B y realizacién de QuantiFERON-TB®. Se
recogieron muestras de suero para la medicion de niveles de anticuerpos frente a SARS-

CoV-2 y se congelaron a —802C.

La terapia para la COVID-19 se administré siguiendo las pautas institucionales. Los
pacientes recibieron terapia antimicrobiana y / o inmunomoduladora en relacién con el
protocolo de nuestro centro hospitalario (ver anexo 2). De acuerdo con este, se agregd
TCZ 600 mg por via intravenosa si el peso era > 75 kg o 400 mg si el peso era < 75 kg, al

tratamiento inicial si se cumplia alguno de los criterios de inclusion mencionados

anteriormente.

Se calificd el tratamiento con tocilizumab como precoz porque los sujetos necesitaban
cumplir tan sélo 1 de los criterios clinicos, radioldgicos o biolégicos para el inicio del
tratamiento. Los pacientes fueron reevaluados en las siguientes 24 horas y recibieron

una segunda dosis de 400 mg de TCZ o bolus de corticosteroides intravenosos en caso
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de que no se hubiese logrado una respuesta clinica, definida como ausencia de fiebre,
desaparicion de la taquipnea, mejoria de la Sp02 al menos un 5%, mantenimiento de la
fraccién de oxigeno inspirado (Fi02), descenso de la PCR de al menos un 25% o ausencia

de progresion radioldgica (ver tabla 1 complementaria).

Una vez dados de alta, el seguimiento de los pacientes se centralizé a nivel ambulatorio
en las consultas externas de la Unidad de Enfermedades Infecciosas. Se programaron
visitas presenciales durante el periodo agudo de la COVID-19, es decir a las 4 semanas-
primer mes tras el alta y, posteriormente, visitas presenciales a medio y largo plazo, es
decir a los 6 y 12 meses respectivamente. En cada una de estas visitas, se obtuvieron

muestras de sangre para mediciones bioquimicas y seroviroldgicas.

5.4 Andlisis microbioldgicos

5.4.1 Medicidn del ARN del SARS-CoV-2

Para la extraccion de ARN y el andlisis de RT-PCR para SARS-CoV-2, se utilizaron hisopos
de exudado nasofaringeo en 3 mL de medio de transporte (VICUM®, Deltalab, Rubi,
Espafia). Se extrajo ARN viral de 350 ul del medio usando el kit RNeasy Mini (Qiagen,
Hilden, Alemania), obteniendo una muestra final de eluciéon de acido nucleico de 50 pl.
Se utilizaron ocho pl de ARN para la deteccién de SARS-CoV-2 mediante RT-PCR, con un
kit comercial disponible (AllplexTM 2019-nCoV Assay, Seegene, Seul, Corea) para la
deteccién de los genes E, RARP y N. Se realizaron mediciones de carga viral de muestras
nasofaringeas (logl0 copias/muestra) con una curva estandar de diluciones seriadas
diez veces mayores a partir de una transcripcion de ARN in vitro (Macrogen, Seul, Corea).
El procedimiento de ensayo se llevd a cabo de acuerdo con el protocolo del fabricante,
en un termociclador en tiempo real CFX96 (Bio-Rad, California, EE. UU.). El éxito de la
extraccion de ARN y la PCR se evaludé mediante el control interno incluido en el kit y se

utilizaron controles negativos y positivos en cada ensayo.
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5.4.2 Medicion de anticuerpos frente al SARS-CoV-2

Se detectaron tanto los anticuerpos totales (IgG, IgA e IgM) contra el dominio S1 de la
proteina S como los anticuerpos IgG-N e IgG-S en muestras de plasma con acido
etilendiaminotetraacético (EDTA) utilizando técnicas comerciales habituales. Los
anticuerpos totales se detectaron mediante una técnica inmunométrica (VITROS
Immunodiagnostic Products Anti-SARS-CoV-2 Total Reagent Pack usado en combinacién
con el VITROS Immunodiagnostic Products Anti-SARS-CoV-2 Total Calibrator, Ortho-
Clinical Diagnostics, Rochester, NY, EE. UU.) en un sistema automatizado (VITROS XT
7600 Integrated System) siguiendo las instrucciones del fabricante. Se detectaron IgG-N
(ELISA Anti-SARS- CoV-2-NCP IgG, Euroimmun, Lubeck, Alemania) e 1gG-S (ELISA Anti-
SARS-CoV-2 IgG, Euroimmun, Lubeck, Alemania) mediante inmunoensayo enzimatico
semicuantitativo comercial en un sistema automatizado (sistema Dynex DS2 ELISA)
siguiendo las instrucciones del fabricante. Los niveles de anticuerpos se evaluaron
calculando la relacién de la densidad éptica (DO) de la muestra del paciente sobre la DO
del calibrador (DO de la muestra / DO del calibrador = S / CO [absorbancia/punto de

corte]). Los resultados se interpretaron de acuerdo con los siguientes criterios: el

cociente <£1,1 se definid como negativo y el cociente> 1,1 como positivo.

5.5 Variables

Variables de resultado principal:

Variables de respuesta clinica a tocilizumab:

e Mortalidad global durante el ingreso
e Ingreso en UCI

e Aumento de la escala SOFA >2 respecto a la que presentaba al ingreso.

Variables para la evaluacion de la dindmica viral del SARS-CoV-2:

e Cuantificacion del ARN de SARS-CoV-2 10 log copias/muestra en exudado

nasofaringeo, esputo, tracto respiratorio inferior o heces.
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e Umbral de ciclo categorizado en: <36; 36-38; > 38.

e Tiempo hasta el aclaramiento viral

Variables para la evaluacion de la respuesta de anticuerpos del SARS-CoV-2:

e Medicidn del titulo de anticuerpos IgG frente SARS-CoV-2.
e Pico de anticuerpos S-IgG, S/CO
e Pico de anticuerpos N-IgG, S/CO

e Tiempo hasta la seroconversion

Variables predictoras:

Variables demogriaficas: Edad, Sexo.

Variables clinicas:

Comorbilidades: HTA, DM, enfermedad cardiovascular, enfermedad respiratoria previa,

EPOC, enfermedad renal previa, Infarto agudo de miocardio (IAM), Accidente cerebro

vascular (ACV), enfermedad arterial periférica, Insuficiencia cardiaca congestiva.

indice de Comorbilidad de Charlson.

Tabaquismo activo

Dias desde el inicio de los sintomas.

Puntuacion de la escala SOFA al ingreso

Puntuacion de la escala SOFA previa administracion de TCZ

Constantes vitales:

e Tension arterial sistdlica, diastélica y media
e Temperatura
e Sp02

e Saturacion periférica de oxigeno/Fraccidon de oxigeno inspirado (PaFl)

Necesidad de oxigenoterapia suplementaria al ingreso
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Estudios analiticos en sangre: Se realizaron determinaciones de los siguientes

parametros analiticos de forma seriada cada 48h segun el protocolo.

e Linfocitos

e indice neutrdfilos/linfocitos

e |DH
e PCR
e Ferritina
e |IL-6

e DimeroD
e NT proBNP

e Tpl

Infiltrados pulmonares bilaterales: Evidenciados mediante radiografia de térax y/o

tomografia computarizada.

Tratamiento antimicrobiano y/o inmunomodulador:

e Lopinavir/ritonavir
e Interferén Blb

e Metilprednisolona
e Azitromicina

e Hidroxicloroquina

e Remdesivir

Dias de estancia hospitalaria

5.6 Analisis estadistico

Las variables continuas se expresaron como mediana * percentiles 25y 75 (Q1, Q3), y
las variables categdricas como porcentajes. Para la comparacion de grupos en las
variables continuas se utilizo la prueba de Wilcoxon o la t de Student, y la prueba de chi-
cuadrado o exacta de Fisher para la comparacion de grupos en las variables

categoricas. La normalidad de las muestras de datos se evalué mediante la prueba de
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Shapiro-Wilk. Las razones de probabilidad (OR) se estimaron a través de modelos
lineales generalizados con respuesta binaria y funcidon de enlace logit. Para representar
los cambios temporales de los niveles de los biomarcadores, se emplearon modelos de
regresion polindmica local utilizando minimos cuadrados ponderados para estimar el
rendimiento de cada biomarcador segln el dia desde que se inicié TCZ. Las diferencias
en las tendencias temporales entre los biomarcadores se analizaron a través de modelos
mixtos lineales en los que se incluyd un término de interaccién del dia desde el inicio y
la respuesta de TCZ. Los intervalos de confianza (IC) para el area bajo la curva
caracteristica operativa del receptor (AUC de la curva ROC) se calcularon a través de
réplicas de arranque estratificadas con 2000 intentos. Se seleccionaron los valores de
corte de los biomarcadores plasmaticos medidos a las 48h después del inicio de TCZ con
mejor sensibilidad (S) y especificidad (E) para discriminar la evolucién clinica favorable

o desfavorable de los pacientes.

Se utilizaron las curvas de Kaplan Meier y la prueba de rango logaritmico bilateral para
evaluar las diferencias en la duracién de la excrecidn viral y la positividad de anticuerpos
entre los pacientes que recibieron y los que no recibieron terapia anti-citocinas. Para
equilibrar los grupos de tratamiento, se ajusté mediante un propensity score con una
proporciéon de 1:1 entre los grupos. Las covariables con un valor de p <0,05 en la
comparacion bruta entre los grupos de tratamiento se usaron para el
emparejamiento. Para ajustar adn mas las covariables que permanecieron
desequilibradas entre los grupos de tratamiento después del emparejamiento, se realiz
una regresion de riesgos proporcionales de Cox que incluia las variables

estadisticamente diferentes.

El analisis estadistico se realizé utilizando R-project versiéon 3.6.2 (2019-12-12) y las

bibliotecas ggplot2 para las figuras.
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6. RESULTADOS

6.1 Caracteristicas basales de los pacientes hospitalizados con neumonia COVID-19

Durante el periodo de estudio, 193 pacientes adultos fueron ingresados con neumonia
COVID-19. De ellos, 89 recibieron TCZ, y 64 cumplieron los criterios de inclusién siendo
seleccionados para el analisis; 55 de ellos tenian infeccidn por SARS-CoV-2 confirmada
por RT-PCR. La mortalidad global de la cohorte (IC del 95%) fue del 5,6 (3-10) %; 4,5 (1,5-
11,7) % en los pacientes que recibieron TCZ, y no se produjo ninguna muerte en los

pacientes que cumplieron los criterios de inclusion.

Las caracteristicas basales de los pacientes incluidos se muestran en la Tabla 1. La
mediana (Q1-Q3) de edad fue de 62 (56-74) afos, y 47 (73%) eran hombres. La mayoria
(61%) de los pacientes tenian comorbilidades, principalmente HTA (34%), enfermedad
cardiovascular (14%), DM (14%) y EPOC (5%), con una mediana (Q1-Q3) de puntuacién
en el ICC de 2 (1-4). La mediana (Q1-Q3) de la puntuacion SOFA fue de 1,5 (1-2), y la
mediana (Q1-Q3) del nimero de dias desde el inicio de la enfermedad hasta el ingreso
hospitalario fue de 10 (7-14). El tratamiento antimicrobiano y/o inmunomodulador

administrado durante la estancia hospitalaria se detalla en la Tabla 1.

Tabla 1. Hallazgos demograficos, clinicos y de laboratorio al ingreso de los pacientes incluidos

Todos Muerte, ingreso en UCI o SOFA23
Variables& Si No (;l;r}(;;: val':)r§
Pacientes, n. 64 15 49
Hombre, n. (%) 47 (73) 13 (86) 2 (13) 2'812(;)37' 0.317
Edad, afios 62  (56-74) 77 (68-85) 60  (53-69) 1‘13%')04‘ 0.002
Condiciones coexistentes
Charlson-CCl 2 (1-4) 3 (1-3) 1 (1-2) 1'521_ ((Jll')l?’" 0.005
Ningunat, n. (%) 39 (61) 1n (73 28 (57) 2.0;;(;)57- 0.266
Hipertensién, n. (%) 2 (34 7 47) 15 (31) 1'9:_513')61' 0.256
Diabetes, n. (%) 9 (14) 5 (33) 4 @) 5'621.(7157‘ 0.022
Enfermedad cardiovascular*, n. (%) 9 (14) 3 (20) 6 (12) 1‘72;2')38_ 0.454
EPOC, n. (%) 3 ) 2 (13) 1 @) 0'113_2')01‘ 0.072
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Dias desde el inicio de los sintomas

Signos vitales

Temperatura corporal, °C

Presion arterial sistdlica, mmHg

Presion arterial diastélica, mmHg

Presidn arterial mediaf

Oxigeno Suplementario, n. (%)

Sp02, porcentaje.

Sp02/FI02

Escala SOFA

Infiltrados pulmonares bilaterales n. (%)

Hallazgos de laboratorio

Linfocitos, x103/uL

{ndice neutréfilos/linfocitos

Proteina C-reactiva, mg/L

IL-6, pg/ml

Dimero D, ug/Ml

Lactato deshidrogenasa, U/L

Ferritina, ng/mL

Troponina | cardiaca-HS, n. (%) ¥

NT-proBNP, pg/mL

Tratamiento coadyuvante
antimicrobiano/inmunomodulador, n. (%)

Combinaciones basadas en HDQ

Azitromicina

Lopinavir/ritonavir

Remdesivir

Interferén-B-1b

Metilprednisolona&

Seguimiento

10

36.5

120

74

92

54

96

346

15

47

2.5

50

85

0.83

439

10

82

64

60

63

11

11

(7-14)

(36.1-
36.9)

(113-
134)

(70-81)

(86-99)

(84)

(95-97)

(337-
365)

(1-2)

(73)

(0.82-
1.57)

(1.8
5.3)

(18-91)

(39-
181)

(0.46-
1.73)

(193-
297)

(307-
634)

(18)

(36-
188)

(100)

(94)

(98)

(17)

(17)

36.9

14

95

342

11

0.99

8.1

85

108

1.36

280

448

85

15

14

14

(4-15)

(36.4-
37.3)

(123-
148)

(67-87)

(90-
104)

(93)

(94-96)

(339-
360)

(2-2)

(73)

(0.71-
1.29)

(3.7-
11.2)

(52-
148)

(45-
241)

(0.7-
2.13)

(232-
329)

(323-
596)

(31)

(10-
303)

(100)

(93)

(93)

(27)

(13)

11

36.4

120

346

36

2.4

45

84

0.61

438

80

49

46

49

(8-14)

(36.1-
36.7)

(112-
129)

(70-80)

(83-96)

(82)

(95-97)

(335-
365)

(1-2)

(73)

(0.83-
1.61)

(1.4-
3.3)

(18-76)

(23-
159)

(0.46-
1.19)

(188-
278)

(301-
648)

(14)

(41-
171)

(100)

(94)

(100)

(14)

(18)

0.94 (0.84-
1.06)

4.64 (1.14-
15.23)

1.06 (1.02-
1.11)

1.02 (0.97-
1.07)

1.08 (1.01-
1.15)

3.15(0.36-
27.14)

0.64 (0.42-
0.98)

0.99 (0.98-
1.01)

16.2 (1.99-
131.74)

0.76 (0.19-
2.92)

1.26 (0.84-
1.87)

1.21 (1.05-
1.40)

1.01 (0.99-
1.01)

1.01 (0.99-
1.01)

0.98 (0.77-
1.23)

1.01 (1.01-
1.01)

0.99 (0.99-
1.01)

2.81(0.65-
12.10)

1.00 (0.99-
1.01)

1.09 (0.10-
11.3)

10.2 (0.39-
256.1)

0.16 (0.03-
0.82)

1.46 (0.28-
7.65)

0.337

0.011

0.003

0.419

0.032

0.296

0.040

0.281

0.009

0.695

0.250

0.009

0.126

0.507

0.875

0.041

0.674

0.164

0.777

0.938

0.091

0.019

0.653
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(323- (273- (339- 0.98 (0.97-
SpO2/FI02 (48 horas) 346 359) 312 354) 350 358) 0.99) 0.032
Proteina C-reactiva (48 horas), mg/L 22 (8-44) 46 (32-81) 16 (7-37) 1'Of (()13')01_ 0.011
5.05 (0.60-
Oxigeno suplementario (48 horas), n. (%) 50 (78) 14 (93) 36 (74) 42(3) 0.135
Oxigeno suplementario (7 dias), n. (%) 43 (67) 14 (93) 29 (59) 9'6;9(1')17— 0.035
.97 (0.23-
Progresién radiolgica 13 (20 3 (20) 10 (20) 0 94 g) ST
SOFA 23 durante el seguimiento, n. (%) 12 12
Ingreso en UCI 3 3
Muerte 0

&Valores expresados como mediana (rango intercuartilico) a menos que se indique lo contario. §P valor obtenido a partir de modelos de regresion logistica univariados. #Cardiovascular (i.e.,
hipertension, enfermedad arterial coronaria, insuficiencia cardiaca crénica, enfermedad cardiovascular y enfermedad arterial periférica), respiratorio (i.e., enfermedad pulmonar obstructiva
crénica [EPOC], asma), insuficiencia renal crénica, inmunosupresion, malignidad, cirrosis hepatica, enfermedad sistémica autoinmune o diabetes mellitus. *Enfermedad cardiovascular distinta
de la hipertension. & Ciclos cortos de metilprednisolona 0.5-1 mg/kg/dia dividido en dos dosis intravenosas durante 3 dias. £La presion arterial media se calculé como (2/3-presién arterial
diastolica) + (1/3-presidn arterial sistdlica). ¥ Los valores de troponina | cardiaca- HS estaban disponibles en 57 pacientes (44 y 13 en grupos favorables y desfavorables, respectivamente).
Debido a que estaban desviados a la izquierda, resultaron muy pocos casos con valores por encima del limite superior de la normalidad e impidio el calculo de los indices de probabilidad
informativos y los intervalos de confianza del 95 %, la variable se clasificé con un punto de corte de 0,2 ng/mL. UCI, Unidad de Cuidados Intensivos; Charlson-CCl, indice de Comorbilidad de
Charlson; Sp02, saturacion por oximetria de pulso; FIO2, fraccién de oxigeno inspirado; SOFA, Evaluacion Secuencial de Fallo Orgénico; HCQ, hidroxicloroquina; IL-6, interleucina- 6; NT-
proBNP, péptido natriurético tipo B N-terminal Pro.

6.2 Efectos de tocilizumab en pacientes hospitalizados con neumonia COVID-19

Después de la administracion del tratamiento con TCZ, 49 (76,6%) pacientes tuvieron
una respuesta favorable y 15 (23,4%) desfavorable o un resultado adverso, definido
como un aumento en la puntuacién SOFA > 2 puntos respecto a la puntuacién inicial
medida a las 48-72 h o en el dia 7 (12 pacientes; 18,8%), ingreso en UCI (3 pacientes,

4,7%) o muerte (0 pacientes).

Los pacientes con respuesta favorable a TCZ eran mas jovenes (60 [53-69] vs 77 [68-85]
afios, p =0,002), tenian un ICC significativamente mas bajo (1 [1, 2] vs 3 [1, 3], p =0,005),
menor frecuencia de DM (4 [8%] frente a 5 [33%], p = 0,022), menor presidn arterial
media (91 [83-96] frente a 99 [90-104] mmHg, p = 0,032) y presion arterial sistélica (120
[112-129] frente a 135 [123-148] mmHg, p = 0,003), menos grados de temperatura
axilar, mayor Sp02 (96 [95-97] % frente a 95 [94-96] , p = 0,040), una puntuacidon SOFA
mas baja (1 [1, 2] vs 2 [2-2], p = 0,009), un INL inferior (2,4 [1,4-3. 3] vs 8,1 [3,7-11,2], p
=0,009), y niveles mas bajos de LDH (240 [188-278] vs 280 [232-329] U/L, p = 0,041).

Los respondedores a TCZ habian recibido con menor frecuencia interferdn-B-1b (7 [14%]
vs 4 [27%], p = 0,019), sin diferencias entre los grupos en cuanto a la frecuencia de

tratamiento con metilprednisolona. Entre los 55 pacientes que cumplian los criterios de
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inclusiéon con infeccidn por SARS-CoV-2 confirmada por RT-PCR, hubo 43 (78,18%)
respondedores y 12 (21,82%) no respondedores. Cuando se compararon ambos grupos,
los resultados fueron similares a los observados en los 64 pacientes que componian la

muestra completa del estudio (Tabla 1 complementaria).

6.3 Evaluacion de la seguridad del tratamiento con tocilizumab en pacientes

hospitalizados con neumonia COVID-19

No hubo recurrencias de la enfermedad después de la interrupcion de TCZ en el periodo
estudiado. Tampoco se observd ningun efecto adverso relacionado con la
administracion de TCZ durante la hospitalizacién ni en la visita de seguimiento a las 4
semanas. No se produjo trombopenia, neutropenia o hepatitis severa, tampoco se
describié ningln evento de tipo perforacién intestinal o sepsis documentada por otros
patégeno diferentes del SARS-CoV-2, que condicionaran la interrupciéon del tratamiento
con TCZ. Se describi6 un solo caso de coinfeccion bacteriana demostrada
microbioldgicamente (traqueobronquitis purulenta por Pseudomonas aeruginosa
asociada a VMI y bacteriemia por Enterococcus fecaelis de origen urinario) en el seno
del tratamiento con TCZ en un paciente con diagndstico de adenocarcinoma de colon en
tratamiento quimioterapico activo, ingresado por neumonia COVID-19 grave con
necesidad de VMI, estancia prolongada en la UCl y tratamiento concomitante con bolus

de metilprednisolona ademas del anti-IL-6.

6.3 Predictores de respuesta al tratamiento con tocilizumab en pacientes

hospitalizados con heumonia COVID-19

La Tabla 2 muestra el andlisis de regresidn logistica multivariante para identificar
predictores independientes de respuesta a TCZ.

El modelo mostré que el sexo masculino (OR 6,70; IC 95 % 1,05-42,96), un INL > 2,55
(OR 4,55; IC 95 % 1,03—20), mayor puntuacién en la escala SOFA (OR 6,05; IC95 % 1,27—
28,8 por unidad de aumento), una presion arterial sistélica mas alta (OR 1,07; IC 95 %
1,01-1,14 por mmHg) y mayor puntuacién en el ICC (OR 1,35; IC 95 % 1,03-1,79 por
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unidad de aumento), se asociaron con un resultado desfavorable tras la administracion
de TCZ. En un analisis de sensibilidad que incluyd solo a los 55 pacientes con infeccién
por SARS-CoV-2 confirmada por RT-PCR, las variables significativas en el modelo
multivariante ajustado fueron un INL > 2,55 (OR 5,26; IC 95% 1,02-25), mayor
puntuacion en el ICC (OR 1,56; IC 95 % 1,04—2,34) por unidad, y una puntuacién SOFA
mas alta (OR 5,05; IC 95 % 1,10-23,24) (Tabla complementaria 2).

Tabla 2. Predictores de resultado desfavorable tras inicio de tocilizumab en andlisis de regresion

logistica multivariable.

Variable OR (IC 95%) P valor
Sexo masculino 6.70(1.05-42.96) 0.045
Charlson-ICC, por unidad 1.35(1.03-1.79) 0.032

Presién arterial sistdlica, por mmHg 1.07 (1.01-1.14)  0.027

Escala SOFA, por unidad 6.05(1.27-28.8)  0.024
indice Neutréfilos/linfocitos >2.55 4.55 (1.03-20) 0.045
indice plaquetas/Dimero D <200 3.05(0.81-11.45) 0.098

La respuesta desfavorable se definié como alcanzar una puntuacién SOFA > 2 durante la estancia hospitalaria, el ingreso en la
Unidad de Cuidados Intensivos o la muerte. Charlson-ICC, indice de Comorbilidad de Charlson; SOFA, Evaluacién Secuencial de
Fallo Organico.

6.4 Comportamiento de los biomarcadores de inflamacion en pacientes hospitalizados

por neumonia COVID-19 tratados con tocilizumab

La Figural muestra los cambios a lo largo del tiempo de varios biomarcadores
plasmaticos en respondedores y no respondedores a TCZ analizados mediante regresién
polinomial local. La no respuesta a TCZ se asocié con un aumento de IL-6 no observado
en los respondedores (p < 0,001), y lo mismo ocurrié con los niveles de dimero b (p =
0,003), INL (p < 0,001) y del NT-proBNP (p = 0,02). Para la relacién plaquetas/ dimero b,
los niveles iniciales fueron significativamente mds bajos en los que no respondieron (p
= 0,005), aunque las tendencias no fueron significativamente diferentes entre los
grupos. Los niveles de PCR disminuyeron en ambos grupos, y la disminuciéon tendié a ser

mas rapida en los que respondieron a TCZ (p = 0,07).
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Figura 1. Evolucion temporal en los niveles de varios biomarcadores en respondedores y no respondedores a tocilizumab analizados
mediante regresion polinomial local. Valores de p para la comparacidn de las tendencias temporales entre respondedores y no

respondedores. *Valor de p para la comparacion de los niveles basales del biomarcador entre respondedores y no respondedores.

No se observaron diferencias significativas en las tendencias temporales entre los grupos. Limite LOD de deteccion.

6.5 Predictores clinicos y bioldgicos precoces de respuesta a tocilizumab (evaluados a

las 48h de su administracidon) en pacientes hospitalizados con nheumonia COVID-19

La tabla 3 muestra el analisis ROC para identificar biomarcadores plasmaticosy variables
clinicas que, medidas a las 48 h después del inicio de TCZ, discriminaron mejor entre una
evolucidn clinica posterior favorable o desfavorable.

Los mejores predictores entre los biomarcadores fueron la PCR, el cociente plaquetas/
dimeropylaTpI. Alas 48 h del inicio de TCZ, un valor de PCR superior a 25 mg/dL (E,
86 %; S, 68 %; AUC [IC 95 %] 0,78 [0,63-0,92]), un indice plaquetas/ dimero D superior a
343 (E, 92; S, 61 %; AUC [IC 95 %] 0,73 [0,59-0,87]) y una Tp | superior a 0,02 ng/ml (E,
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82 %; S, 58 %; AUC [IC 95%] 0,74 [0,57-0,91]) predijeron significativamente una
respuesta al tratamiento posterior desfavorable.

Un valor de corte > 5 de una puntuacién compuesta que incluyd 10 variables clinicas y
bioldgicas (tabla 3) mostré una E del 90 % y una S del 91 % para predecir resultados
adversos, con un AUC [IC del 95 %] de 0,96 (0,91-1,00). Un analisis de sensibilidad que
incluyé solo a los 55 pacientes con infeccidn microbiolégicamente confirmada mostré
un AUC [IC del 95 %] significativo para la PCR (0,80 [0,65-0,96]), el cociente plaquetas/
dimero b (0,73 [0,59-0,87]), el INL (0,71 [0,52-0,86]) y la LDH plasmatica (0,73 [0,55—

0,90]) (Tabla complementaria 3).

Tabla 3. Analisis ROC del rendimiento de los biomarcadores séricos y variables clinicas a las 48 horas
del inicio de tocilizumab sobre la evoluciéon de los pacientes.

Valor absoluto a las 48 horas
Variable AUC (IC 95%) Valorczlrjt';to d g s
Proteina C-Reactiva 0.78 (0.63-0.92) 25 mg/L 86 68
IL-6 0.65 (0.42-0.88) 177 pg/mL 63 79
indice neutrdfilo/linfocito 0.67 (0.48-0.86) 5.3 64 79
Lactato deshidrogenasa 0.66 (0.47-0.84) 307 U/L 50 89
Troponina | cardiaca HS 0.74 (0.57-0.91) 0.02 ng/mL 82 58
Plaquetas 0.68 (0.49-0.86) 182 x103/uL 50 92
indice plaquetas/dimero D 0.73 (0.59-0.87) 343 92 61
Sp02 0.81 (0.69-0.93) 96 % 93 69
Sp02/FI02 0.70 (0.53-0.88) 334 67 79
Presidn arterial sistdlica 0.69 (0.54-0.84) 120 mmHg 88 50
Resultado compuesto* 0.96 (0.91-1.00) 5.5 90 91
Resultado compuesto simplificado** 0.91 (0.91-0.82) 1.5 83 99

La respuesta desfavorable se definié como alcanzar una puntuacién SOFA > 2 durante la estancia hospitalaria, el ingreso en la Unidad
de Cuidados Intensivos o la muerte. IL-6, Interleucina 6; Tp | HS, alta sensibilidad; AUC, Area bajo la curva ROC; IC, Intervalo de
confianza; E, Especificidad (%); S, Sensibilidad (%). *Puntuacidon compuesta utilizando las variables PCR, IL-6, INL, LDH, Tp | cardiaca
HS, plaquetas, indice plaquetas/Dimero D, Sp02, SpO2/FiO2 y presién arterial sistdlica. ** Puntuacién compuesta utilizando las
variables IL-6, plaquetas, Sp0O2 y Sp02/FI02.
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6.6 Dinamica viral del SARS-CoV-2 en pacientes hospitalizados con neumonia COVID-

19 en relacion al tratamiento con tocilizumab

Para analizar la implicacidon del TCZ en la dinamica del ARN viral y la respuesta humoral
del organismo frente al SARS-CoV-2 se seleccionaron 210 pacientes ingresados en el
hospital por neumonia COVID-19 en el periodo anteriormente citado. Un total de 138
(65,7%) pacientes tenian infeccidén confirmada con RT-PCR en una muestra distinta de
las heces; 133 (96,4%) en muestras nasofaringeas (6 pacientes con resultado también
positivo en esputo y 4 en aspirado bronquial), y 5 (3,6%) en esputo. De ellos, a 76 (55%)

se les administrd tratamiento con TCZ.

Los pacientes sometidos a bloqueo de la IL-6 mostraron valores iniciales de umbral de
ciclo (Ct) significativamente mds bajos y una mediana de CV mas alta. En una visita de
seguimiento después del alta, tras una mediana (Q1-Q3) de 39 (31-62) dias y 31 (30-44)
dias desde el ingreso en los pacientes con y sin bloqueo de la IL-6 respectivamente, 43
(57,3%) y 44 (78,6%) mostraron niveles indetectables de ARN de SARS-CoV-2 (p =0,015),
y el nimero de pacientes con dos resultados negativos consecutivos fue de 23 (30,7%)
y 32 (57,1%) respectivamente (p = 0,004). En el caso de los pacientes que habian logrado
el aclaramiento viral, la mediana (Q1-Q3) de tiempo hasta que la CV se negativizo fue de
39,0 (18,0 a 40,0) dias frente a 35,0 (10,8-45,0) dias en los pacientes con y sin

tratamiento con anticitocinas respectivamente (p = 0,734).

Las curvas de Kaplan Meier mostraron una mayor probabilidad de desaparicién del
SARS-CoV-2 durante el seguimiento entre los no usuarios de anticitocinas: HR 0,35 [IC
95%, 0,15-0,81], log-rank p = 0,013 para la eliminacién del virus (Figura 2a).

El modelo de regresion de riesgos proporcionales de Cox ajustado por la carga viral
inicial y la puntuacion SOFA mostré que la relacion del bloqueo de la IL-6 con la
eliminacion del virus se debilité significativamente (HR 0,60 [IC 95%, 0,21-1,70], p =
0,34). También objetivo que los niveles iniciales de CV (HR 0,56 [IC 95%: 0,36-0,87], p =
0,01), pero no la puntuacién SOFA (HR 1,28 [IC 95%: 0,00-1,26], p = 0,20) se asociaban
con el aclaramiento viral. Estos resultados se ajustaron mediante un propensity score,
con el objetivo de examinar mas a fondo el efecto del bloqueo de IL-6 en la eliminacion

del virus después de equilibrar los grupos de tratamiento. Se incluyeron en el ajuste las
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covariables con un valor p <0,05 en la comparacion entre los grupos de tratamiento con
anticitocinas. El modelo selecciond un total de 58 participantes (29 en cada grupo) con
diferencias residuales, por lo que se ajustd, ademads, por las covariables que seguian sin
estar equilibradas entre los grupos con un andlisis de regresién de riesgos
proporcionales de Cox, concretamente con los niveles al ingreso de IL-6, ferritina, PCR,
linfocitos y de la carga viral. También se incluyé el tratamiento con metilprednisolona
para evaluar su efecto en la eliminacion del virus. En el modelo ajustado, la asociacion
del bloqueo de la IL-6 con la eliminacion del virus siguid siendo no significativa: HR 1,68
(0,36-7,81), p = 0,510) (Figura 2b). En un analisis de no inferioridad, el tratamiento con
TCZ demostrd no ser inferior a no recibirlo para lograr la eliminacién del virus (p = 0,018),
considerando que el tratamiento con TCZ era no inferior si la HR del modelo ajustado

era mayor de 0,33.
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6.7 Respuesta de anticuerpos frente a SARS-CoV-2 en pacientes hospitalizados con

neumonia COVID-19 en relacion al tratamiento con tocilizumab

De los 181 pacientes con muestras seroldgicas disponibles, finalmente se incluyeron
para el andlisis 120 con muestras de seguimiento (Figura suplementaria 1). De ellos, 73
(60,8%) pacientes fueron sometidos a bloqueo de la IL-6. La proporcidon de pacientes
que recibieron tratamiento inmunomodulador con anticuerpos S-IgG y N-IgG positivos
fue del 94,5% (n = 69) tras una mediana (Q1-Q3) de 35 (28-60) dias desde el inicio de los
sintomas frente al 55,3% (n = 26) (p<0,001) tras 31 (29-42,5) dias en los pacientes no
tratados. La mediana (Q1-Q3) del tiempo transcurrido desde el inicio de los sintomas
hasta la seropositividad para la S-1gG en los pacientes que recibian el tratamiento anti-
IL-6 fue de 14 (11-17) dias frente a 17 (15-24) dias (p = 0,014) en los pacientes no
tratados (Figura 3a); y 12 (9-14) y 15 (11,2-20,2) dias, respectivamente, para la N-IgG (p
=0-017) (Figura 3b).
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Figura 3. Mediana de tiempo desde el inicio de los sintomas hasta la seropositividad en pacientes tratados y no tratados con

tocilizumab (prueba de Mann-Whitney-Wilcoxon). (a) S-IgG. (b) N-IgG.
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Los titulos maximos de S-IgG entre los pacientes con o sin terapia anticitocinica fueron
de 6,4 (5,9-7,1) frente a 2,7 (0,1-6,3) S/CO (p<0,001) (Figura 4a); y los titulos maximos
de N-IgG fueron de 4,5 (3,7-5,0) y 2,8 (0,1-4,7) S/CO, respectivamente (p<0,001) (Figura
4b).

Cuando se excluyeron los pacientes que no habian alcanzado niveles detectables de
anticuerpos, los titulos maximos de S-IgG en los pacientes tratados y no tratados con
anti-IL-6 fueron de 6,4 (5,8-7) frente a 6,1 (5-6,6) S/CO (p = 0,037) (Figura 4c); y los titulos
maximos de N-1gG fueron de 4,6 (4,0-5,0) frente a 4,6 (4-5,0) S/CO, respectivamente (p
=0,877) (Figura 4d).
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Figura 4. Titulos de 1gG segun el tratamiento con tocilizumab (prueba de Mann-Whitney-Wilcoxon). (a) Pico de IgG. (b) Pico de N-

1gG. (c) Pico de S-1gG tras excluir a los no seroconversores. (d) Pico de N-IgG tras excluir a los no seroconversores.
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Las curvas de Kaplan Meier mostraron una mayor proporcion acumulativa de pacientes
con niveles detectables de anticuerpos entre los que recibian tratamiento con
anticitocinas (HR [IC 95%] 3,1 [1,9-5], p<0,001 para S-IgG y HR 3 [1,9-4,9], log-rank
p<0,001 para N-IgG) (Figuras. 5a y 5b). Se reajusto realizando un propensity score que
selecciond 46 participantes (23 en cada grupo). En la muestra final ajustada mediante el
sexo, la carga viral, el indice SAFI, la puntuacion SOFA al ingreso, los niveles de IL-6,
ferritina y linfocitos, el ICC y el tratamiento con metilprednisolona, para evaluar su
efecto sobre la produccién de anticuerpos, no se encontré una asociacion significativa
del blogueo de la IL-6 con la respuesta de la S-IgG o la N-IgG: el HR para la seropositividad
de S-1gG con el uso de anti-IL-6 fue 1,66 (0,45-6,12) (p = 0,444) y de 1,05 (0,30-3,70) para
la N-IgG (p = 0,939) (Figuras. 5c y 5d). En un analisis de no inferioridad, el tratamiento
con TCZ demostrd ser no inferior a no recibirlo para la respuesta de S-1gG (p = 0,007) y
de N-IgG (p = 0,049), considerando que el tratamiento con TCZ era no inferior si el HR

del modelo ajustado era mayor de 0,33.
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con tocilizumab. (a) S-IgG (sin ajustar). (b) N-IgG (sin ajustar). (c) S-1gG (ajustada) (test de log-rank). (d) N-IgG (ajustada) (prueba de
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7. DISCUSION

En esta cohorte de pacientes ingresados con COVID-19 en los que se utilizé TCZ en una
etapa temprana de la enfermedad, la tasa de mortalidad fue baja. En los estudios previos
se incluyeron pacientes graves, con tasas de mortalidad que oscilaban entre el 10 y el
20% (92-94), con la excepcién de un estudio que incluyd 20 pacientes, donde no hubo
ninguna muerte (53). Nuestros resultados respaldan que el inicio precoz del tratamiento
con TCZ es seguro a corto y medio plazo, y podria estar asociado con un resultado
favorable en pacientes hospitalizados con neumonia COVID-19, como lo refleja la baja
mortalidad general observada en toda nuestra cohorte, inferior al 21,8% de la
mortalidad descrita en pacientes hospitalizados en Espana

https://www.mscbs.gob.es/es/profesionales/saludPublica/ccayes/alertasActual/nCov-

China/situacionActual.html (95) .

Identificamos predictores clinicos y bioldgicos tempranos de respuesta a TCZ, que
podrian contribuir a seleccionar estrategias alternativas para los individuos no
respondedores de forma anticipada. Encontramos que la falta de respuesta a TCZ se
asocié con una puntuacién SOFA y una presion arterial sistélica mas elevadas al ingreso,
asi como con mayor puntuacién en la escala de Charlson. La respuesta inicial tras la
administraciéon de TCZ y los niveles plasmaticos basales de algunos biomarcadores
también fueron utiles para predecir el resultado clinico; un INL inferior al ingreso, una
proporcion mas baja de plaquetas/dimero D y niveles séricos mas bajos de Tp | a las 48
horas de TCZ, se asociaron con una respuesta favorable al anti-IL-6. Asimismo, el
rendimiento de varios biomarcadores después de la administracion de TCZ se reveld util
para discriminar entre los individuos respondedores y no
respondedores. Especificamente, los niveles de IL-6, el INL, dimero Dy el NT-proBNP, asi
como la relacién plaquetas/ dimero b, mostrando un aumento en los no respondedores

gue no se observé en los respondedores.

Analizamos los niveles basales y seriados a lo largo del tiempo, de los biomarcadores de
inflamacidn, coagulacién y funcién miocdrdica, en un protocolo de dias alternos durante
la estancia hospitalaria y a los 30 dias tras el ingreso. Descubrimos que los niveles

iniciales de diferentes biomarcadores permitian la prediccion de la respuesta ulterior a
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TCZ. Un INL mas bajo al ingreso se asocié con una respuesta favorable a TCZ después de
ajustar por otras covariables de prediccidén. Este biomarcador, tal y como se ha
comentado con anterioridad, es un reflejo la inflamacién excesiva y la desregulacion de
las células inmunitarias que desempenan un papel central en el control de la infeccién
viral, (96)y se ha asociado con mayor mortalidad en pacientes hospitalizados con
COVID-19 (28). EI INL ha demostrado ser un factor importante en la prediccién temprana
de progresion a enfermedad grave y una herramienta Util para la estratificacion del
riesgo de gravedad (97). Nuestros hallazgos apoyan el papel central del INL en la
prediccién de la respuesta a TCZ, y también sugieren que el inicio anticipado de la terapia
con TCZ, antes de que se desencadene una tormenta de citocinas catastréfica, podria

mejorar el prondstico de los pacientes con neumonia COVID-19.

Ademas de los niveles basales al ingreso, encontramos que la respuesta inicial de
algunos biomarcadores después de la administracion de TCZ también predijo el
resultado clinico de la enfermedad. A las 48h de la infusién, un valor de PCR con un
punto de corte de 25 mg/dl, mostré una elevada especificidad y una sensibilidad de
moderada a alta para predecir una respuesta posterior favorable, acorde con lo
expuesto concomitantemente en otros trabajos (98). Lo mismo se observd para la
proporcion plaquetas/ dimero D y el valor de Tp |, con un punto de corte de 343 y de
0,02 ng/ml, respectivamente, aunque en este caso la sensibilidad fue justa. La alteracién
de biomarcadores de coagulacién y dafio miocardico refleja la patogenia multifactorial
de la COVID-19, y su potencial reversibilidad con la terapia anti-IL-6 ofrece la posibilidad
de frenar el desarrollo de enfermedad. La evolucién de varios biomarcadores después
de la administracion del farmaco fue otro factor que contribuyd a caracterizar al grupo
de pacientes respondedores a TCZ. Los niveles de la IL-6 y de INL mostraron una
tendencia creciente durante los dias posteriores al inicio del tratamiento en el grupo de
los no respondedores, y alcanzaron su punto dlgido varios dias después de su
administracién; por el contrario, su valor permanecié relativamente estable en aquellos
pacientes con evolucion favorable. Estos hallazgos nos indican que, probablemente, en
pacientes seleccionados (la mayoria con enfermedad grave), TCZ no seria capaz de
inhibir la tormenta de citoquinas una vez se ha establecido, y esto se convertiria a su
vez, en un predictor de mala respuesta. La IL-6 mostré un segundo pico en la cuarta

semana tras la administracion de TCZ, y lo mismo se observd en los niveles de PCR.
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Dichos hallazgos nuevamente se observaron en los no respondedores, lo que
probablemente refleje mas de un brote de enfermedad en este subgrupo de
pacientes. El NT-proBNP también mostré una tendencia al alza en el grupo de los no
respondedores, sugiriendo que la disfuncién miocardica también puede contribuir a las
complicaciones pulmonares y, por tanto, colaborar en la aparicién de un resultado
adverso. Lo mismo ocurrié con el dimero D, predictor independiente establecido de
muerte hospitalaria en pacientes COVID-19 (20), que refleja un estado procoagulante y
un aumento del riesgo trombético asociado a enfermedad grave (99) y que, en nuestra
cohorte, también mostré una tendencia decreciente solo en aquellos pacientes que
respondieron a TCZ. El descenso progresivo de los valores de dimero D post-TCZ se ha
constatado en otros estudios, sin embargo, en el caso de pacientes criticos con SDRA
establecido puede no haber mejoria significativa a pesar del tratamiento
inmunomodulador con un anti-IL-6 (92), lo que refuerza la hipdtesis de que la
administracion precoz de TCZ puede tener un papel central en el freno de la
coagulopatia, el daifo endotelial y la trombo-inflamacién pulmonar observadas en
pacientes COVID-19, asociando, por supuesto, tratamiento anticoagulante coadyuvante
(100).

La evidencia cientifica publicada posteriormente a esta investigacion refuerza nuestra
hipotesis de que la respuesta a TCZ estd asociada con la restauracién de marcadores de
coagulaciéon tras su administracién, mientras que la persistencia de biomarcadores
inflamatorios elevados después de su infusidon se asocia con mal prondstico (101). En
febrero de 2021 (varios meses después de nuestra publicacidn), sale a la luz un analisis
secundario de la cohorte TESEO, convirtiéndose en el primer score de riesgo disefiado
para predecir una mala respuesta a la terapia con TCZ (basada en mortalidad y/o
necesidad de VMI), con la intencién de estratificar pacientes y seleccionar la estrategia
terapéutica mas adecuada. Los predictores de peor respuesta que compusieron el score
fueron el sexo masculino y la medicién de los siguientes marcadores en el dia 4 después
de la administracién de TCZ; PaO2 /FiO2 <210 mmHg, PCR >1,23 mg/dl y plaquetas <333
células/mm 3 (102). Posteriormente, otro estudio de cohortes retrospectivo publicado
en septiembre de 2021 propuso otra escala de puntuacién para predecir la
supervivencia a los 28 dias en pacientes COVID-19 tratados con TCZ (score Cerrahpasa-

PREDICT), en el cual se evaltan los valores de PCT, dimero D, plaquetas, Sp02 y el tiempo
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hasta la administracidon de TCZ (103). En este trabajo abogan, al igual que nosotros, que
la administracién precoz de TCZ en algunos pacientes seleccionados condiciona el
prondstico a corto plazo y que, el empleo de dicho score puede ayudar al clinico para
estratificar a los pacientes y decidir la indicacién terapéutica mdas adecuada. No
obstante, el impacto en la mortalidad en los pacientes tratados con TCZ fue similar a
otras series y, a diferencia de nuestro proyecto, no valoraron los niveles plasmaticos de
IL-6, cuya implicacion en la patogenia del SLC y como marcador de respuesta a TCZ es
en estos momentos indiscutible. Ambas escalas prondsticas se sometieron a validaciéon
externa obteniendo un poder predictivo bajo, resultando muy inferior al obtenido
Unicamente con las variables INL y dimero D (104), datos que concuerdan con los

resultados de nuestra cohorte.

Actualmente, el conocimiento global sobre el SARS-CoV-2 ha proliferado de forma
exponencial y disponemos de mucha literatura relacionada con los biomarcadores
inflamatorios, ya que son el factor clave para ofrecer herramientas terapéuticas certeras
e individualizadas a los pacientes. Nuestros resultados, junto a numerosas publicaciones
cientificas valiosas, apuntan hacia la estratificacion del riesgo individual de los pacientes.
Si conocemos que los niveles iniciales de determinados biomarcadores pueden orientar
o predecir una peor respuesta a TCZ, deberiamos considerar la posibilidad de emplear
otras terapias inmunosupresoras y/o antivirales adicionales con el fin de optimizar los

resultados terapéuticos.

El ICC fue un predictor de respuesta a TCZ. La comorbilidad mas frecuente en nuestros
pacientes fue la HTA, seguida de enfermedades cardiovasculares, diabetes y EPOC, tal y
como se describe en otras series (105). Estas cuatro comorbilidades estan incluidas en
el ICC y se han asociado con mayor gravedad de la enfermedad en pacientes COVID-19
(106). Aunque no se han caracterizado los mecanismos patogénicos implicados, en
pacientes con DM o enfermedad cardiovascular subyacente, la infeccidon podria inducir
un dano adicional por los efectos directos o indirectos relacionados con la inflamacién,
el estado de hipercoagulabilidad y la hipoxia (107), lo que podria tener implicaciones en
el desarrollo del SDRA. La asociacion inversa observada entre el ICCy la respuesta a TCZ

respalda los resultados recientes obtenidos de una cohorte nacional de pacientes
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hospitalizados con COVID-19, donde un mayor nimero de comorbilidades se asocid con

un peor resultado (108).

La presidn arterial se mostré como un predictor independiente de respuesta a TCZ, y los
valores mas bajos al ingreso se asociaron con una mejor respuesta a este. El SARS-CoV-
2 se une al receptor ACE-2, y se ha constatado que dicho receptor se sobreexpresa en
pacientes tratados con inhibidores de la ECA y bloqueadores del receptor de
angiotensina Il tipo | (109,110). Esta condicidn, puede facilitar la infeccién con el SARS-
CoV-2 y también podria conducir a una mayor gravedad de la enfermedad y tener
repercusiones en la mortalidad. La presidn arterial sistdlica mas alta en nuestro estudio
podria ser un marcador indirecto de hipertension y también podria estar asociada con
presiones de llenado elevadas y contribuir al edema pulmonar en pacientes con
SDRA. Curiosamente, los niveles elevados de Tp | y de NT-proBNP se asociaron con falta
de respuesta a TCZ, lo que podria sugerir que la miocardiopatia por estrés relacionada
con la tormenta citoquinica podria no revertirse con TCZ si no se inicia de inmediato. La
disfunciéon miocardica puede agravarse en pacientes con presion arterial alta y/o

cardiopatia hipertensiva.

Cuando disefiamos este estudio, apenas habia datos disponibles sobre TCZ en la COVID-
19. A pesar de ello, presumimos que el bloqueo precoz de IL-6 podia evitar el desarrollo
de SLC y que, adelantarnos en el momento de su administracién podia condicionar el
prondstico de los pacientes. Broman et al disefiaron un ensayo prospectivo aleatorizado
y abierto 2:1, en el que comparaban el efecto precoz del TCZ junto con tratamiento
estandar (sin incluir remdesivir) frente al uso de terapia estandar en solitario.
Impusieron unos criterios de inclusion muy parecidos a los nuestros; para justificar la
indicacion de TCZ los pacientes tenian que cumplir dos criterios analiticos alterados y el
punto de corte establecido de PCR fue de 40 mg/dl. Encontraron mejores resultados

clinicos en el grupo de TCZ y menor estancia hospitalaria (111).

Una de las preocupaciones con respecto al empleo de terapia anti-IL-6 es el riesgo
potencial de un control deficiente de la infeccidn viral. La IL-6 regula la respuesta inmune
a través de la diferenciacion de células T CD4 y CD8 para inducir una actividad citotéxica
y citolitica contra patdgenos (112). En estudios experimentales, se ha demostrado que

la IL-6 induce respuestas de células T y células B contra agentes virales para su
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eliminacién, la actividad fagocitica de los macréfagos y la remodelacion de tejidos
(113,114), y para suprimir la replicacién de virus como el de la hepatitis B o el VIH
(112,115). Por lo tanto, la terapia anti-IL-6 podria tener consecuencias potencialmente
perjudiciales en pacientes con COVID-19 si se administra demasiado pronto antes de
que sea efectivo el tratamiento antiviral. Sin embargo, también existen datos que
sostienen que el impacto negativo de la IL-6 en el aclaramiento viral es secundario a la
inhibicidn de la respuesta de las células T CD8, favoreciendo la persistencia viral a través
de una interaccion sinérgica con la IL-17 (116) o que conduciria a una mayor replicacién

viral (117) y una mayor virulencia (112,118).

Nos plantemos cual era el impacto virolégico e inmunolégico que podia tener TCZ en los
pacientes COVID-19. Nuestros resultados sugieren que el bloqueo de la IL-6 no perjudica
la respuesta de los anticuerpos frente al SARS-CoV-2. Aunque la excrecién viral fue mas
prolongada en los pacientes sometidos a un tratamiento con anticitocinas, este efecto
dependié en gran medida de la carga viral inicial. En el momento que realizamos esta
investigacion, y hasta donde sabemos, no se habian evaluado previamente los efectos
de los farmacos inmunomoduladores utilizados en la infeccidon por SARS-CoV-2 sobre la

cinética viral y la respuesta inmunitaria humoral inducida por el virus.

En nuestra cohorte, los pacientes con COVID-19 y bloqueo de la IL-6, mostraron una
excrecion viral prolongada. Como se ha sefialado reiteradamente, IL-6 desempefia un
papel central en la respuesta inmunitaria innata y adaptativa integrada contra los
patégenos. En modelos experimentales, la deficiencia de IL-6 se asocié con una mayor
susceptibilidad a ciertas infecciones viricas, lo que se atribuyé a una menor actividad de
las células T citotdxicas y a la respuesta IgG neutralizadora del virus dependiente de T-
helper (119,120). Los datos clinicos sobre el riesgo de infecciones viricas tras el bloqueo
de la IL-6 son discordantes, y aunque se han notificado algunos casos de reactivacién
virica en pacientes con AR (121-123), no se ha evidenciado aumento de la carga viral de
Epstein-Barr, citomegalovirus, varicela zoster o virus de la hepatitis C durante el
seguimiento longitudinal (124,125). En nuestra cohorte, los pacientes sometidos a
blogueo de la IL-6 tenian una CV inicial mas elevada, junto con datos clinicos y biolégicos
que reflejaban mayor gravedad de la enfermedad. Esto concuerda con una mayor CV y

diseminacion viral descritas en los pacientes gravemente enfermos en comparacion con
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los casos mas leves (20,28,126,127). El ajuste por la CV dio lugar a una atenuacién
significativa de la relacién entre el bloqueo de la IL-6 y la eliminacién viral, lo que sugiere
que la CV era un factor central implicado en la persistencia viral. El mismo efecto se
observé con el ajuste por las variables relacionadas con el estado de gravedad de la
enfermedad. Trabajos posteriores han asociado TCZ con duracién mas prolongada de la
carga viral, pero no han encontrado asociacién con la gravedad de la enfermedad
(valorada por traslado a UCI), sin embargo, no tuvieron en cuenta los valores iniciales de

CV (128).

En contraste con la duracion de la excrecion viral, nuestros resultados muestran que el
bloqueo de la actividad de la IL-6 no atenud la respuesta de los anticuerpos al SARS-CoV-
2. Encontramos una respuesta humoral rdpida y robusta en el grupo sometido al
bloqueo de IL-6, y ni la proporcidn de pacientes con titulos de anticuerpos positivos, ni
el tiempo de produccion de anticuerpos ni la intensidad de respuesta de éstos, fueron
peores que los observados en los pacientes sin tratamiento con anticitocinas. Nuestros
hallazgos son coherentes con la inmunogenicidad conservada tras la vacunacién
notificada en pacientes con AR que reciben TCZ (129-131). Una de las razones que se
aducen para explicar la respuesta humoral aparentemente inalterada con el tratamiento
con anti-IL-6 es que no induce el agotamiento de los linfocitos B y, en consecuencia,
otras citocinas producidas por los linfocitos T auxiliares también podrian estimular los
linfocitos B para inducir la produccién de anticuerpos (130). TCZ no se dirige
especificamente a la célula B, por lo que la producciéon de anticuerpos puede no
depender Unicamente de IL-6 o IL-1, de hecho, no se requirid IL-6 para la respuesta de
anticuerpos especificos de la influenza por parte de las células mononucleares
amigdalinas en un estudio in vitro (132). El ambiente proinflamatorio observado en el
SLC descrito en los pacientes con COVID-19 grave, produce un agotamiento de los
linfocitos, por lo que la mejoria del estado inflamatorio mediante terapias
inmunomoduladoras se podria asociar con mejoria de la respuesta inmune humoral y
celular frente al SARS-CoV-2 (133). Ademas, hay que tener en cuenta que algunos de los
efectos secundarios de los farmacos inmunomoduladores se relacionan con la duracién

y la dosis acumulada (134) y, en el caso de la COVID-19, estos tratamientos tienen una
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trayectoria muy recortada, con dosis maximas distribuidas a lo sumo en dos dosis, por

lo que la repercusion en el sistema inmune podria no ser evidente.

Se ha informado de respuestas tempranas y potentes de anticuerpos en pacientes
gravemente enfermos con COVID-19 (135), y de una correlacidn independiente entre la
gravedad de la enfermedad y niveles mas altos de anticuerpos (135-137). Nuestros
pacientes con bloqueo de la IL-6 tenian mayor gravedad de la enfermedad, una CV inicial
mas alta y una excrecion viral mas prolongada, lo que probablemente tenga
implicaciones en el desarrollo de una respuesta humoral mds potente. En realidad,
aunque los pacientes sometidos a bloqueo de la IL-6 mostraron con mayor frecuencia
titulos de anticuerpos detectables, y mds precozmente que el grupo de tratamiento sin
anticitocinas, no se encontré una asociacion significativa entre la seropositividad y el
bloqueo de la IL-6 tras ajustar por la gravedad de la enfermedad y los niveles de carga
viral. Una carga viral elevada podria inducir una activacion inmediata de los linfocitos B
extrafoliculares, dando lugar a una produccion temprana e intensa de anticuerpos,
aunque con menor afinidad que los inducidos por los linfocitos B especificos del
antigeno en el centro germinal (137,138). En nuestra cohorte, la precocidad y la
intensidad de la respuesta de anticuerpos observada en los pacientes que recibieron
tratamiento anti-IL-6 incluyd también niveles elevados de anticuerpos S-IgG
potencialmente neutralizantes (139), lo que podria haber contribuido a una evolucién
favorable, a pesar de que este grupo contenia una mayor proporcién de pacientes

gravemente enfermos.

Los estudios realizados posteriormente son escasos, pero refuerzan nuestros resultados.
En uno de ellos postulan que no Unicamente el bloqueo con tocilizumab no interviene
negativamente en la produccién de anticuerpos, sino que, la respuesta humoral
tampoco estaria menguada con el uso de otros inmunomoduladores utilizados en la
pandemia tales como la interleucina-1 (anakinra) o con el tratamiento con esteroides
(85). En otro trabajo en el que se evallo la terapia con TCZ frente a baricitinib tampoco
se evidenciaron diferencias significativas en cuanto a resultados clinicos ni
microbioldgicos; la produccidon de anticuerpos no se vio afectada por el uso de ninguno

de los inmunomoduladores y el tiempo hasta la negativizacidn de la CV fue ligeramente
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menor en los tratados con TCZ (140). El estudio COVACTA publicado posteriormente al
nuestro, en mayo de 2022, constituye el primer ensayo clinico que arroja datos sobre
sobre comportamiento viral y la produccién de anticuerpos. De acuerdo con nosotros,
concluyeron que el tratamiento con TCZ no afecta al aclaramiento viral en el epitelio
respiratorio ni en plasmay que, la respuesta de anticuerpos tampoco se modifica con su

uso (59)

Tan solo observamos una complicacién de indole infecciosa (bacteriemia por E. fecaelis)
en un paciente con neumonia COVID-19 tratado con TCZ. La informacion disponible
respecto al riesgo infeccioso secundario al bloqueo IL-6, se extrae de pacientes con
diferentes afecciones reumatoldgicas, especialmente AR. Los datos pre-pandémicos
sugerian que el uso de TCZ aumentaba el riesgo de infecciones graves, mayoritariamente
neumonias, infecciones del tracto urinario y celulitis, asi como de infecciones
oportunistas, entre las que se incluyen tuberculosis, infecciones fungicas y
reactivaciones virales, de una forma similar a otros farmacos biolégicos (42,141) En una
revision sistematica y metaanalisis no se encontré una asociacion significativa entre el
empleo de TCZ y la aparicidn de complicaciones infecciosas secundarias. Sin embargo,
fue mas frecuente la infeccidn fungica invasiva (IFl) tanto en el analisis general como por
subgrupos (142). Se han comunicado casos de aspergilosis pulmonar invasiva,
mucormicosis, candidiasis sistémica y neumonia por pneumocystis jirovecci en el seno
del tratamiento de TCZ. (143-145). También, la Infeccién por aspergillus es una causa
relativamente frecuente de morbimortalidad en pacientes con influenza ingresados en
la UCI (146). El riesgo infeccioso derivado de la utilizacion de TCZ como herramienta
terapéutica en estos pacientes, no depende Unicamente del antagonismo de IL-6, ya que
estos individuos seleccionados van a ser pacientes que presentan otros factores de
riesgo de inmunodepresion, con enfermedad grave, mas comorbilidades, tratamiento
esteroideo concomitante, estancias hospitalarias prolongadas e ingreso UCI con uso de
VMI. El riesgo de IFl probablemente se pueda explicar por todas estas condiciones,
aungue existe evidencia al respecto, hay que interpretarlas con precauciéon ya que parte

de series de casos y estudios observacionales.

Esta investigacion tiene varias limitaciones que hay que tener presentes. En primer

lugar, se trata de un estudio unicéntrico y, por tanto, los resultados pueden no ser
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generalizables al resto de la poblaciéon. Por otro lado, debido a la naturaleza
observacional del estudio, no dispusimos de un grupo de control comparable y cabe la
posibilidad de haber incurrido en un sesgo de seleccidn en los pacientes que recibieron
TCZ, ya que presentaban mayor gravedad de la enfermedad, lo que podria haber
confundido algunos de los resultados en las comparaciones con los grupos no tratados.
El pequefio nimero de no respondedores a TCZ no permite excluir el papel de la carga
viral como factor predictivo, ademds, otros potenciales contribuyentes como la
respuesta inmune del huésped, no se exploraron en el estudio. También consideramos
una limitacion que, las mediciones del ARN del SARS-CoV-2 se realizaron en muestras
del tracto respiratorio superior, que pueden presentar en algunos casos una sensibilidad
menor que las muestras del tracto respiratorio inferior. Ademas, todos los pacientes
recibieron combinaciones de agentes antivirales con efectos potenciales sobre la
dindmica viral, que diferian entre los grupos de tratamiento con anticitocinas,
especialmente en lo que respecta a lopinavir/ritonavir y los esteroides. Hubo una alta
proporcién de pacientes con titulos de anticuerpos indetectables entre el grupo no
tratado con anticitocinas. Uno de los factores que podrian contribuir a este hecho son
las diferencias en la carga viral y los valores de Ct entre los grupos, aunque ello

justificaria la realizacion de mds investigaciones al respecto.

Las fortalezas de nuestro proyecto son las caracteristicas distintivas de la poblacion
incluida, y el exhaustivo analisis secuencial de un elevado numero de biomarcadores tras
la administracion de TCZ que, ademas de los factores clinicos, permitieron caracterizar
a los pacientes con mayor probabilidad de respuesta. Otros puntos fuertes consisten en
la disponibilidad de mediciones seriadas de muestras respiratorias y séricas para la
novedosa evaluacién de los efectos del bloqueo de la IL-6 en la dindmica viral y la

respuesta de los anticuerpos en un elevado nimero de pacientes en condiciones reales.

En conclusién, la terapia temprana con TCZ es segura y se asocia con una mortalidad
baja. Nuestros resultados sugieren que el uso precoz de TCZ antes de que se produzca
la activacion descontrolada de citocinas y su repercusion en el sistema inmune, podria
conducir a mejores resultados clinicos. A pesar del extenso conocimiento actual sobre

la infeccién por SARS-CoV-2 y TCZ en pacientes graves, la implementacion del bloqueo
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IL-6 en otros escenarios no esta tan explorada. Esta investigacién sirve de precedente
para respaldar ensayos clinicos confirmatorios que evalien el papel del tratamiento
inmunomodulador anticipado en la COVID-19. Por otro lado, nuestros resultados
sugieren que el tratamiento basado en el bloqueo de la IL-6 en pacientes con infeccién
por SARS-CoV-2, no perjudica la respuesta de anticuerpos especificos. Aunque el
aclaramiento viral se retrasé, este efecto fue impulsado principalmente por un valor
inicial de la carga viral mas alto. Estos hallazgos, contribuyen a ampliar el conocimiento
cientifico sobre los efectos del tratamiento con anticitocinas en la cinética viral y en la
respuesta inmunitaria humoral del SARS-CoV-2, y refuerzan la informacién actual de que
es una herramienta terapéutica segura en la COVID-19. No obstante, se necesitan mas
estudios cuidadosamente disefiados para confirmar que tocilizumab no afecta a la

replicacion viral ni a la respuesta inmunitaria al SARS-CoV-2.
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8. CONCLUSIONES

e La terapia con tocilizumab es segura a corto plazo en pacientes hospitalizados

con nheumonia COVID-19.

e El sexo masculino, un mayor nimero de comorbilidades, unos mayores valores
de presidn arterial sistdlica, un indice neutroéfilo/linfocito >2.55 y una puntuacion
superior en la escala SOFA, constituyen predictores de mala respuesta al
tratamiento con tocilizumab en pacientes hospitalizados con neumonia COVID-

19.

e Laausenciade respuesta favorable a tocilizumab en pacientes hospitalizados con
neumonia COVID-19 se asocia con un aumento progresivo de los valores
plasmaticos de IL-6, dimero D, del indice de neutrdfilo/linfocito y del NT-proBNP

tras el tratamiento que no se observa en los respondedores.

e Los valores plasmaticos de PCR <25 mg/dl, Tp | < 0.02 y de la relacion
plaguetas/dimero D < 343 medidos a las 48h de la administracién de TCZ se
comportan como predictores precoces de una respuesta favorable al

tratamiento en pacientes hospitalizados con neumonia COVID-19.

e El tiempo hasta el aclaramiento viral es mdas prolongado en pacientes
hospitalizados con neumonia COVID-19 tratados con tocilizumab, pero este

efecto estd asociado con el valor inicial mas elevado de la carga viral.

e Larespuesta de anticuerpos frente al SARS-CoV-2 no se modifica con el bloqueo

anti-IL-6 en pacientes hospitalizados con neumonia COVID-19.
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ANEXO 1: MATERIAL COMPLEMENTARIO; TABLAS Y FIGURAS.

Tabla 1 complementaria. Criterios de tratamiento con tocilizumab

Criterios de tratamiento con tocilizumab (cualquiera de ellos)

CURB-65 22

Saturaciéon de oxigeno <93%;

Frecuencia respiratoria >30 por min

Radiografia de térax con infiltrados bilaterales multilobares;

Dimero-D 20.7 pg/L

Interleucina-6 240, pg/ml,

Linfocitos <800 x109/L

Ferritina 2700 pg/L,

Fibrinogeno >700 mg/d|

Proteina C Reactiva>25 mg/L.

Criterios para administrar una segunda dosis de tocilizumab, 24h después de la primera (cualquiera
de ellos)

Persistencia de la fiebre

No mejoria de la taquipnea

No mejoria de la saturaciéon de oxigeno al menos un 5%

No disminunucién de la PCR al menos un 25%

Progresién radioldgica

Figura suplementaria 1. Diagrama de flujo de pacientes con pruebas seroldgicas disponibles

181 pacientes con
Serologias disponibles

11 excluidos conunasola
muestra negativa

18 excluidos con
serologias negativasy
ausenciade muestrasa [ |

los 14 de ingreso

7 excluidos con PCR |
SARS-CoV-2 positiva 25 excluidos con
Solo en heces resultados negativos
para SARS-CoV-2

120 incluidos para el
analisis
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Tabla 2 complementaria. Hallazgos demograficos, clinicos y de laboratorio al ingreso en pacientes con

infeccion confirmada por RT-PCR.

Todos Muertes, admisiones en UCI o SOFA>3
OR (IC P
. . .
Variables' Si No 95%) valor$
Pacientes, n 55 12 43 - -
Hombre, n. (%) 40 (73) 10 (83) 30 (70) 21171 (;)(';)12' 0.359
1.10(1.03-
Edad, afios 62 (5674) 76 (68-85) 60 (5369) fiﬂm’ 0.004
Condiciones coexistentes
Charlson-CCl 2 (1-9) 5  (2-5.5) 2 (0.5-3) 1'627 5111')16' 0.006
1.44 (0.37-
Ninguna®, n. (%) 33 (60) 25 (58) 8 (67) ; g’”?’ 0.595
Hipertensién, n. (%) 18 (33) 5 (41 13 (30) 1'9258')61_ 0.256
) 4.86 (1.01-
0y
Diabetes, n. (%) 8 (15) 4 (33) 4 (9) 26.70) 0.049
Enfermedad Cardiovascular*, n. (%) 9 (16) 3 (25 6 (14) 2'0§ g(;(i;la- 0.367
EPOC, n. (%) 3 (6) 2 (17) 1@ 7.53(055 4149
252)
Dias desde el inicio de enfermedad 11 (8-14) 9 (5-14) 11 (9-14) 0'915 (()(;')83_ 0.401
Signos vitales
(36.1- (36.5- (36.1- 3.80 (1.07-
o
Temperatura corporal, 2 C 36.5 36.9) 37.0 37.3) 36.4 36.8) 13.44) 0.039
. s (115- (125- (114- 1.06 (1.01-
Presion arterial sistdlica, mmHg 120 135) 135 148) 120 131) 1.11) 0.012
Presion arterial diastélica, mmHg 75 (70-81) 81 (68-92) 75  (70-81) 1'013 (()(;')98- 0.266
L, . . (88- 1.08 (0.99-
£ . -
Presion arterial media 93  (88-99) 101 104) 93  (88-97) 1.16) 0.077
Oxigeno suplementario, n. (%) 45  (82) 1 (92) 34 (79) 2922 (253_ 0.340
.61 (0.39-
Sp0,, porcentaje 97 (95-97) 95 (94-96) 97 (95-96) 0 60 g(;(;)39 0.028
(337- (333- (338- 0.99 (0.98-
Sp0,/FIO, 346 365) 343 344) 346 367) 1.01) 0.162
17.60
Escala SOFA 1 (12) 2 (2-2) 1 (1-2) (2.10- 0.008
147.8)
Infiltrados pulmonares bilaterales n. (%) 42 (76) 10 (83) 32 (74) 1'791 (()(;)32- 0.524
Hallazgos de laboratorio
. . (0.82- (0.69- (0.84- 0.67 (0.22-
3
Linfocitos, x103/uL 1.04 1.53) 0.86 1.15) 1.12 1.65) 2.06) 0.485
P - . . (1.61- (4.40- (139- 1.27 (1.07-
Indice neutrdfilos/linfocitos 2.51 7.04) 8.25 11.62) 2.39 3.19) 1.49) 0.006
P . (56- 1.01(0.99-
Proteina C-reactiva, mg/L 46  (18-89) 105 155) 30 (17-73) 1.02) 0.075
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(26- (43- (19- 1.01 (0.99-
IL-6, pg/mL 71 159) 69 202) 71 155) 1.01) 0.630
. (0.45- (0.78- (0.45- 0.99 (0.78-
Dimero D, ug/mL 0.61 1.52) 1.37 2.14) 0.59 1.14) 1.24) 0.896
) (197- (233- (185- 1.01 (1.01-
Lactato deshidrogenasa, U/L 238 321) 306 414) 234 284) 1.02) 0.012
" (321- (328- (316- 1.00 (0.99-
Ferritina, ng/mL 448 634) 523 615) 438 638) 1.01) 0.981
Troponina | cardiaca-HS, ng/mL¥ 7 (14) 3 (25) 4  (11) 3'115(&?9_ 0.177
(36- (42- 1.00 (0.99-
NT-proBNP, pg/mL 79 169) 35 (7-231) 80 169) 1.01) 0.862
Tratamiento coadyuvante
antimicrobiano/inmunomodulador n. (%)
Combinaciones basadas en HDQ 55  (100) 12 (100) 43 (100) - -
1.56 (0.06-
Azitromicina 53 (96) 12 (100) 41 (95) ( 0.450
33.48)
11.34
Lopinavir/ritonavir 54 (98) 1 (92) 43 (100) (0.43- 0.058
297.36)
Remdesivir 0 - - - -
Interferén--1b 10 (18) 3 (25 7 (16) 1'771 ;3‘)37' 0.490
Metilprednisolona® 12 (22) 5 (42) 7 (16) 0'217 :(L((J).)O7— 0.062
Seguimiento
Sp0,/FI0; (48 horas) 97  (95-98) 95  (94-96) 98  (96-98) 0‘63 é%‘)‘m' 0.004
Proteina C-reactiva (48 horas), mg/L 19 (7-39) 52 (29-86) 15 (7-36) 1'012 (()2')01_ 0.011
Oxigeno suplementario (48 horas), n. (%) 41  (75) 11 (92) 30 (70) 4'12(336- 0.154
Oxigeno suplementario (7 dias), n. (%) 36 (66) 1 (92) 25  (58) 7.%26(3;))4_ 0.057
Progresion radiolégica 10 (18) 1 (8) 9 (21) (0'?;403')04- 0.335
SOFA 23 durante el seguimiento, n. (%) 12 12 - - -
Ingreso en UCI 3 3 - - -
Muertes 0 - - - -

&Valores expresados como mediana (rango intercuartilico) a menos que se indique lo contario. P valor obtenido a partir de modelos de regresion logistica univariados. #Cardiovascular (i.e.,
hipertension, enfermedad arterial coronaria, insuficiencia cardiaca cronica, enfermedad cardiovascular y enfermedad arterial periférica), respiratorio (i.e., enfermedad pulmonar obstructiva
crénica [EPOC], asma), insuficiencia renal crénica, inmunosupresion, malignidad, cirrosis hepatica, enfermedad sistémica autoinmune o diabetes mellitus. *Enfermedad cardiovascular distinta
de la hipertensién. & Ciclos cortos de metilprednisolona 0.5-1 mg/kg/dia dividido en dos dosis intravenosas durante 3 dias. £La presién arterial media se calculé como (2/3-presién arterial
diastolica) + (1/3-presion arterial sistdlica). ¥ Los valores de troponina | cardiaca- HS estaban disponibles en 57 pacientes (44 y 13 en grupos favorables y desfavorables, respectivamente).
Debido a que estaban desviados a la izquierda, resultaron muy pocos casos con valores por encima del limite superior de la normalidad e impidi6 el calculo de los indices de probabilidad
informativos y los intervalos de confianza del 95 %, la variable se clasifico con un punto de corte de 0,2 ng/mL. UCI, Unidad de Cuidados Intensivos; Charlson-CCl, Indice de Comorbilidad de
Charlson; Sp0O,, saturacién por oximetria de pulso; FIO,, fraccién de oxigeno inspirado; SOFA, Evaluacidn Secuencial de Fallo Organico; HCQ, hidroxicloroquina; IL-6, interleucina- 6; NT-proBNP,
péptido natriurético tipo B N-terminal Pro, RT-PCR, reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo real.
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Tabla 3 complementaria. Predictores de evolucidn desfavorable tras inicio de tocilizumab en analisis
de regresion logistica multivariante en pacientes con infeccidon confirmada por RT-PCR.

Variables OR (IC 95%) P valor

Sexo masculino 3.62(0.51-25.76) 0.199

Charlson-CCl, por unidad 1.56 (1.04-2.34) 0.034

Presion arterial sistdlica, por mmHg 1.05(0.99-1.12) 0.094

Escala SOFA, por unidad 5.05(1.10-23.24) 0.038
Mayor ratio neutréfilos/linfocitos>2.55 5.26(1.02-25) 0.039

Menor ratio plaquetas/Dimero D* 2.51(0.64-9.89) 0.188

La respuesta desfavorable se definié como alcanzar una puntuacién SOFA > 2 durante la estancia hospitalaria, el ingreso en la
Unidad de Cuidados Intensivos o la muerte. Charlson-CCl, indice de Comorbilidad de Charlson; SOFA, Evaluacién Secuencial de
Fallo Orgénico. RT-PCR, reaccién en cadena de la polimerasa en tiempo real.

Tabla complementaria 4. Analisis ROC de la evolucion de biomarcadores séricos y variables clinicas a
las 48 horas del inicio de tocilizumab sobre el resultado clinico en pacientes con infeccién confirmada
por RT-PCR.

Valor absoluto a las 48h
Variable AUC (IC95%) Valor puntodecorte Sp Sn
Proteina C-Reactiva 0.80 (0.65-0.96) 26 mg/L 73 83
IL-6 0.63 (0.37-0.89) 175 pg/mL 79 67
indice neutréfilo/linfocito 0.71 (0.52-0.86) 3.9 73 75
Lactato deshidrogenasa 0.73 (0.55-0.90) 307 U/L 87 58
Troponina | cardiaca-HS 0.69 (0.49-0.89) 0.02 ng/mL 53 78
Plaquetas 0.67 (0.46-0.87) 182 x103/uL 90 50
indice plaquetas/Dimero D 0.77 (0.63-0.91) 343 68 92
SpO, 0.83 (0.71-0.96) 96.5% 74 92
Sp0,/FI0, 0.79 (0.61-0.96) 334 81 83
Presion arterial sistdlica 0.71 (0.55-0.86) 120 mmHg 48 92
Resultado compuesto* 0.96 (0.91-1.00) 3.5 82 100
Resultado compuesto simplificado** 0.93 (0.86-1.00) 1.5 85 100

La respuesta desfavorable se definié como alcanzar una puntuacién SOFA > 2 durante la estancia hospitalaria, el ingreso en la
Unidad de Cuidados Intensivos o la muerte. IL-6, Interleucina 6; Tp | HS, alta sensibilidad; AUC, Area bajo la curva ROG; IC, Intervalo
de confianza; Sp, Especificidad (%); Sn, Sensibilidad (%). (%). *Puntuacién compuesta utilizando las variables PCR, IL-6, INL, LDH, Tp
| cardiaca HS, plaquetas, indice plaquetas/Dimero D, Sp 02, SpO2/FiO2 y presidn arterial sistdlica. ** Puntuacidon compuesta
utilizando las variables IL-6, plaquetas, SpO2 y SpO2/FIO2. RT-PCR, reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo real.
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ANEXO Il. PROTOCOLO
HOSPITALARIO

123



124



ANEX02. PROTOCOLO TERAPEUTICO PARA EL MANEJO DE LA INFECCION POR SARS-
COV-2 HGUE

RECOMENDACIONES DE TRATAMIENTO INFECCION COVID-19

Hospital General Universitario de Elche

30 marzo 2020

1. RXTORAX o ECOGRAFIA PULMONAR NORMAL->AMBULATORIO

1. ASINTOMATICO / SINTOMAS LEVES (FIEBRE, TOS) y EDAD< 60 ANOS
Realizar ecografia para comprobar ausencia de alteraciones

Tratamiento sintomatico

2. ASINTOMATICO/ SINTOMAS LEVES y COMORBILIDAD (EPOC, CARDIOPATIA, DM,
CANCER, HEPATOPATIA, INMUNODEPRESION)

Hacer ECG previo a la dosis y a las 48h segun protocolo (ver documento
adjunto)?

Hidroxicloroquina (HCQ) 200 mg/12h 5 dias (tras dos dosis de carga de
400 mg/12h)

+
azitromicina (AZIT) 5 dias

Seguimiento ecografico

2. RX TORAX O ECOGRAFIA PULMONAR PATOLOGICA: >HOSPITALIZACION
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A) TRATAMIENTO ANTIVIRICO Y/O INMUNOMODULADOR

3. NEUMONIA NO GRAVE (CURB65<2 y/o Sat02>93%) y ausencia de signos
radioldgicos, bioldgicos y ecograficos de gravedad (ver mas abajo)

En todos los casos de tratamiento que incluya HCQ y azitromicina: hacer ECG
previo a la dosis y cada 48h segun protocolo?!

Remdesivir (RDV) 10 dias + HCQ 5 d + AZIT 5 dias

Alternativa hasta disponer de RDV: lopinavir/ritonavir (LPV/RTV) 14 d+ HCQ5d +
AZIT5d

Seguimiento ecografico

* Anadir tocilizumab (TCZ) + esteroides si sighos de progresion (ver mas abajo)

4. NEUMONIA GRAVE (CURB65>2 , FR> 30 rpm, Sat02<93%, Pa02<60,
Pa02/Fi02<300 mmHg, Sat02/Fi02<315, presencia de signos radioldgicos,
bioldgicos o ecograficos de gravedad (ver mas abajo), necesidad de soporte
ventilatorio.

RDV 10d + HCQ5 d + AZIT 5 d + Tocilizumab 1 dosis (suspender IFN y LPV/r si
lo llevaba)

Alternativa hasta disponer de RDV: LPV/RTV 14 d + HCQ5d + AZIT 5d +TCZ 1
dosis (Suspender IFN)

Dosis extra de rescate de TCZ si:

1. Norespuesta en 24 horas tras TCZ: persistencia de fiebre o no descenso PCR
de 25%; o0 no mejoria taquipnea o en saturacién 02; o progresion
radiolégica o ecografica

2. No descenso de ferritina o de LDH o no aumento de linfocitos a las 48h

Alternativa a la 22 dosis TCZ:

e 1-3 Bolus 250 mg metilprednisolona o
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e Dexametasona 20mg/dia x 5 dias=> 10 mg/dia x 5 dias

B) TRATAMIENTO ANTIBACTERIANO

3. Valorar antibioterapia si datos clinicos y/o analiticos de infeccion bacteriana
(p.ej: neumonia lobar, antigenos positivos, esputo purulento o hemoptoico
o con aislamiento bacteriano significativo, procalcitonina >0,5); Tratamiento
de eleccion: azitromicina + ceftriaxona

4. Tratamiento alternativo: levofloxacino +/- betalactamico antipseudoménico
(este ultimo solamente cuando haya datos que sugieran P. aeruginosa).

5. En caso confeccidn gripe: oseltamivir

MARCADORES BIOLOGICOS Y ECOGRAFICOS DE GRAVEDAD:

1) Radioldgicos: infiltrados bilaterales multilobares
2) Bioldgicos:
- Niveles elevados de uno o mas de los siguientes marcadores:
a. Dimero D: 20,7ug/L
IL-6: 240 pg/ml
Linfocitos: < 800 x10°x L
LDH > 350 U/L
Ferritina: 2700 pg/L
f. Fibrinégeno > 700 mg/dl o PCR > 25 mg/L
3) Ecograficos:
- Presencia de uno o mas de los siguientes signos:
a. Patrdn de lineas B bilateral difuso con zona de “White lung”
b. Presencia de numerosas condensaciones periféricas bilaterales
c. Pérdida del deslizamiento pulmonar

® oo o

MARCADORES CLiNICOS, BIOLOGICOS Y ECOGRAFICOS DE PROGRESION:

1) Clinicos: empeoramiento de la disnea, disminucién saturacién respecto a la
previa=5%

2) Biolodgicos:
- Niveles elevados o aumento de uno o mas de los siguientes marcadores:

a. Dimero D: 20,7ug/L

IL-6: incremento >25%

Linfocitos: < 800 x10° x L

LDH > 350 U/L

Ferritina: 2700 pg/L

Fibrindgeno > 700 mg/dl o aumento PCR >25%

~ooapo o
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3) Radiolégicos: progresion de los infiltrados o infiltrados bilaterales
multilobares

4) Ecograficos:

- Presencia de uno o mas de los siguientes signos:
a.

Progresion del patrén de lineas B bilateral difuso con zona de

“white lung”

Presencia de numerosas condensaciones periféricas bilaterales

Pérdida del deslizamiento pulmonar

Tabla 1. Principales opciones terapéuticas para infeccion por COVID19

Cloroquina ( CQ)
(Resochin® 250mg
comp)

1); seguido de 1
comp/12horas)

500 mg/ 12 horas oral
(2comp/12 horas vo).

FARMACO DOSIS DIAS A TENER EN CUENTA
400 mg/100mg cada Descartar VIH
Lopinavir / Ritonavir 12 horas.
(LPV/ RTV) 14 dias Inhibidor CYP3A (Ver
(2 comp/12 horas vo). interacciones)
(Kaletra® 200/50mg
comp RAM: Diarrea,
prolongacién QT, vomitos.
No en insuficiencia
hepatica severa.
Sol oral 5 ml/ 12 horas Ver recomendaciones SNG
Kaletra © 80/20 o)
mg/ml sol. oral)
Hidroxicloroquina D. carga 400/ 12 horas Controlar glucemias
(HQC) ( 1 dia) y continuar (RAM: hipoglucemia)
(Dolquine 200mg 200/ 12 horas oral
comp®) (2comp/12horas (dia 5 dias Compatible con aguay

leche

INTERFERON 3 1b
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(Betaferon®,
Extavia® 0.25mg jer
sc)

0,25 mg/ 48 horas sc

14 dias

Evitar enfermedad
psiquiatrica o depresién
grave.

RAM: Cuadro pseudogripal,
leucopenia.

Remdesivir (RDV) IV

200 mgiv1diay
continuar con 100 mg
ivx 9 dias

(Administrar en 30-60
min)

En total 10 dias

SUSPENDER INTERFERON
Y LPV/RTV

Exclusion: Drogas
vasoactivas, FG<30 o HD,
Transaminasas>5, otros
antivirales (ver mas abajo).

Vigilar hipotension
infusional

Azitromicina (AZIT)

500 mg primer dia VO
6 IVsino tolera
250 mga
continuacion

5 dias

CRITERIOS DE EXCLUSION TOCILIZUMAB:

- AST/ALT valores superiores a 5 veces el valor normal.

- Nivel de neutrofilos inferior a 500 cél/pL.

- Nivel de plaquetas inferior a 50.000 cél/uL.

- Sepsis documentada por otros patdgenos que no sean COVID-19.

- Presencia de comorbilidad que puede llevar segun juicio clinico a mal prondstico.

- Diverticulitis complicada o perforacién intestinal.

- Infeccién cutanea en curso (p.e piodermitis no controlada con tratamiento antibiético).

- Terapia inmunosupresiva anti-rechazo.

- Terapia inmunosupresora: SUSPENDER interferdn en estos pacientes antes de iniciar

tocilizumab.
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CRITERIOS DE EXCLUSION REMDESIVIR: Necesidad de drogas vasoactivas para

mantener presion arterial, enfermedad hepatica grave (Child Pugh score > C, AST >5
veces el limite superior) y filtrado glomerular <30 mL/min/1.73 m2 o pacientes en

hemodialisis

RECOMENDACIONES PARA LA ADMINISTRACION POR SNG

Adaptacion de las recomendaciones de la Universidad de Liverpool publicadas el

13/03/2020.
FARMACO PRESENTACIO | COMENTARIOS
N
Lopinavir/ Kaletra ® 200/50 | Se administrara Lopinavir/Ritonavir solucién oral 80/20
mg comp mg/mL, dosis de 5mL/12h vo.
ritonavir
Kaletra 80/20mg | Lavar la sonda con leche o nutricion enteral (no con agua) para
sol oral reducir el riesgo de precipitacion.
Se utilizard una sonda que NO sea de material poliuretano
para evitar el riesgo de absorcién del alcohol que contiene la
solucion. Utilizar sonda de PVC o silicona.
Sondas disponibles en UCI:
- Sonda Levin (RUSCH Europlast )® 16 y 18F: PVC.
Compatible.
- Sonda nasogastrica (Flocare Nutricia ®) 12F:
poliuretano. Incompatible
Cloroquina Resochin ® Es preferible no partir los comprimidos; sin embargo, los
250mg comp comprimidos de cloroquina pueden ser triturados y mezclados
con mermelada, miel, yogur o similar.
Hidroxicloro- Dolquine® Es preferible no partir los comprimidos; sin embargo, algunas
200mg comp fuentes sugieren triturar los comprimidos y dispersar en agua.
quina
Recomendacidn: utilizar hidroxicloroquina solucidon 25mg/ml
(Férmula magistral preparada en el S.Farmacia).

INTERACCIONES: Se recomienda visitar la siguiente pagina web http://www.covid19-

druginteractions.org/ o cualquier otra fuente de informacidn contrastada para

detectar posibles interacciones con cualquier tratamiento prescrito
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ALGORITMO PARA EL MANEJO DIAGNOSTICO Y TERAPEUTICO DE LA INFECCION
POPR SARS-CoV-2 DEL HOSPITAL GENERAL DE ELCHE MARZO 2020.

RECOMENDACIONES DE TRATAMIENTO INFECCION COVID-19
Tratamiento ANTIVIRICO y/o INMUNOMODULADOR

Hospital General Universitario de Elche 31-03-2020

NEUMONIA NO GRAVE (CURB65<2 y/o sat02 >93 ausencia NEUMONIA GRAVE (CURB65>2, FR >30, Sat02 <93, Pa02/Fi02 <300,
de marcadores radiolégicos/biolégicos de gravedad marcadores radioldgicos/ biolégicos de gravedad

| l

[ECG dia 1 {premedicacién) y cada 48h + investigacion FR® |
I

QTc NORMAL (90%) <470 ms QTc ALTERADO (9%) >470 . QTc>500 ms (1%)* ‘
hombres <480 ms mujeres ms hombres
i i P
Iniciar tto con >480 ms mujeres Valorar riesgo-beneficio RDV 10."' HC(} 5dias +
remdesivir (RDV) 10 d ] -Si se decide iniciar, no usar azitr azitr 5 dias + :
+ hidroxicloroquina . ni LPV/r y monitorizar QTc 2-4h, tocilizumab 1 dosis
n -Corregir electrolitos
HCQ) 5d + azitro 5 y cada 12-24h :
( . Q) —F— |-Suspender farmacos T TSI Tinie SichendarHEG T Alternativa hasta
dias . ek Si persiste, suspender HCQ y RDV: LPV/r+ HCQ 5d
. innecesarios ; e :
Alternativa hasta RDV: feo reintroducir sélo LPV/r+IFN B 1b +azitro 5 d + Toci 1
LPV/r 1¢.ld+HCQ Sd+ £ce Incremento QTec >60 ms dosis 3
azitro5 d 0 QTc>500 ms? Enoxaparina 40 mg/24h sc
Enoxaparina 40 mg/24h sc ' (60 mg si peso>80Kg)
(60 mg si peso>80Kg) l ¢Progresién? r
i HES 2 _ H * [~ -
. ¢F.’r.ogre5|on. 3 \F:":Fovraa\lf:;sd‘;i\tsriglr:\tgzitro Si no respuesta en 24 horas (persistencia de
- 1 dosis Tocilizumab (Toci i £CG a las §4h' AN fiebre 0 no descenso PCR 25%; o no mejoria
J susplnder LP\-//rp % taquipnea o en saturacién O2; o progresion
Si no respuesta en 24 horas (persistencia de | |- ECG a las 24h: si persiste, RX c;ecograflc?): )
fiebre o no descenso PCR 25%; o no mejoria suspender HCQ * 22 dosis toci rescate? .
taquipnea o de saturacion 02; o progresion *1-3 bolus 250 mg metilprednisolona o
RX o ecografica): sDexametasona 20mg/dia x 5 dias; luego
* 22 dosis toci rescate 6 10 mg/dia x 5 dias
«1-3 bolus 250 mg metilprednisolona o &Complicacién prolongacién QTc: taquicardia por torsidn puntas, cuyo
sDexametasona 20mg/dia x 5 dias; luego, tratamiento es: bolo iv 2 gramos de sulfato de magnesio. Valorar MP temporal
10 mg/dia x 5 dias

SMayores de 65 afios, mujeres, cardiopatia (ICC, Sd. coronarioc agudo, MCP hipertrofica), |. Renal Crénica en Dialisis. *K>4, Mg>2;
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infeccién bacteriana Alternativa: Levofloxacino

dNeumonia lobar AZITROMICINA + ____ (+- betalactamico antipseud, si
O Procalcitonina >0°5 ng/ml CEFTRIAXONA sospecha P. aeruginosa -
U Esputo purulento o hemoptoico B

< Ag orina + MARCADORES DE PROGRESION:

S Esputo con aislamiento significativo CRX térax: progresion infiltrados o infiltrados

bilaterales multilobares

MARG:\DOR_ES DE GRA"'_EDAE _ QCclinicos: empeoramiento de la disnea, disminucion
URX térax: infiltrados bilaterales multilobares + saturacion respecto a la previa=5%
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Dimero D: 20.7ug/L Dimero D: 20.7pg/L
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PROFILAXIS TROMBOTICA PROFILAXIS TROMBOTICA AL ALTA
Riesgo elevado trombosis: Enoxaparina, 40 o 60 mg/dia segiin peso si:
enoxaparina 1 mg/Kg/dia si: OEdad=70
UMarcadores de gravedad: dDimero D =47
DimeroD z 4 OObesidad (IMC = 30 kg/m2)
IF—GM_U pe/ml . U Movilidad reducida
Linfocitos: < 800 x10° x L Oinsuficiencia cardiaca o respiratoria
Ferritina: 2700 pg/L Qotros: cancer, trombofilia, tto. hormonal...
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Preemptive interleukin-6 blockade
In patients with COVID-19

Lucia Guillén?, Sergio Padillal, Marta Fernandez?!, Vanesa Aqullé?, José Alberto Garcia?,
Guillermo Telenti', Javier Garcia-Abellan?, Angela Botella®, Félix Gutiérrez?3**' &
Mar Masig?34*

Excessive interleukin-6 signaling is a key factor contributing to the cytokine release syndrome
implicated in clinical manifestations of COVID-19. Preliminary results suggest that tocilizumab, a
humanized monoclonal anti-interleukin-6 receptor antibody, may be beneficial in severely ill patients,
but no data are available on earlier stages of disease. An anticipated blockade of interleukin-6 might
hypothetically prevent the catastrophic consequences of the overt cytokine storm. We evaluated
early-given tocilizumab in patients hospitalized with COVID-19, and identified outcome predictors.
Consecutive patients with initial Sequential-Organ-Failure-Assessment (SOFA) score < 3 fulfilling
pre-defined criteria were treated with tocilizumab. Serial plasma biomarkers and nasopharyngeal
swabs were collected. Of 193 patients admitted with COVID-19, 64 met the inclusion criteria. After
tocilizumab, 49 (76.6%) had an early favorable response. Adjusted predictors of response were
gender, SOFA score, neutrophil/lymphocyte ratio, Charlson comorbidity index and systolic blood
pressure. At week-4, 56.1% of responders and 30% of non-responders had cleared the SARS-CoV-2
from nasopharynx. Temporal profiles of interleukin-6, C-reactive protein, neutrophil/lymphocyte
ratio, NT-ProBNP, D-dimer, and cardiac-troponin-I differed according to tocilizumab response and
discriminated final in-hospital outcome. No deaths or disease recurrences were observed. Preemptive
therapy with tocilizumab was safe and associated with favorable outcomes in most patients.
Biological and clinical markers predicted outcomes.

The pandemic of coronavirus disease 2019 (COVID-19) has become one of the greatest global health challenges.
The novel severe acute respiratory syndrome coronavirus-2 (SARS-CoV-2) has spread to the five continents
and caused more than 8,000,000 new infections and 400,000 deaths. Although the majority of infected people
have a mild disease with good prognosis, a subset of patients develops bilateral interstitial pneumonia, diffuse
alveolar injury and acute respiratory distress syndrome (ARDS), which carries a mortality higher than 50% and
constitutes the main cause of death!?. In contrast to other respiratory viral infections like influenza, a major
pathogenic mechanism implicated in severe clinical manifestations of COVID-19 is an aberrant host immune
response resulting in an excessive cytokine and chemokine release known as “cytokine storm” or “cytokine release
syndrome”>®. Among immune molecules contributing to the cytokine-mediated damage and inflammation,
interleukin-6 (IL-6) is one of the key factors’. Patients with COVID-19 show high plasma levels of IL-6, which
correlate with disease severity and multiorgan failure*”. Excessive IL-6 signaling induces different biological
effects that, in addition to the immune system and inflammation mediators, also involve the blood vessels or the
myocardium, and result in organ damage®’. Due to the different pathogenic mechanisms implicated in COVID-
19, combined therapeutic approaches including both antivirals and blockage of inflammatory pathways have
been advocated for an optimal disease control®.

Tocilizumab (TCZ) is a humanized monoclonal anti-IL-6 receptor antibody, subclass IgG1. Because of the
prominent role of IL-6 in COVID-19, it was the first drug proposed for the treatment of the inflammatory com-
plications in patients with severe disease’. However, data are limited to a scarce number of studies that mostly
included severely ill patients'®-°. Several questions remain to be elucidated. First, whether TCZ administration
at an earlier stage of disease might hypothetically prevent the catastrophic consequences of the overt cytokine

linfectious Diseases Unit, Hospital General Universitario de Elche, Cami de la Almazara S/N, Elche, 03203 Alicante,
Spain. 2Clinical Medicine Department, Universidad Miguel Hernandez, Ctra. de Valencia (N-322), Km 87, 03550 San
Juan de Alicante, Spain. 3Universidad Miguel Hernandez, Avda de la Universidad S/N, Elche, 03202 Alicante,
Spain. “These authors contributed equally: Félix Gutiérrez and Mar Masia. “email: gutierrez_fel@gva.es;
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storm. As a counterpart, since IL-6 can both facilitate but also suppress viral replication'*!*, TCZ could have
a detrimental impact on viral clearance if given prematurely. Therefore, information on the effect of TCZ on
SARS-CoV-2 replication might help understanding the benefits and risks of therapy. A third question refers to
whether there could be predictors of a higher probability of response to TCZ to select the most suitable candidates
for therapy and to design alternative strategies for the anticipated non-responders. Finally, mid-term effects and
incidence of disease recurrences after treatment cessation, or complications derived from the TCZ-associated
immunosuppression in patients diagnosed with COVID-19 remain to be determined.

In March 2020, the Spanish Agency of Medicines and Medical Devices granted an emergency-use authori-
zation for using TCZ in the setting of COVID-19, and our center developed specific guidelines for treating
patients requiring hospital admission. The institutional guidelines included the use of TCZ at an early stage of
disease, according to predefined criteria, evaluating clinical, biological and virological outcomes. In this article
we describe the short and mid-term effects of early therapy with TCZ and identify predictors of a higher prob-
ability of response.

Results

During the study period, 193 adult patients were admitted with COVID-19. Of them, 89 received TCZ, and 64
met the inclusion criteria and were selected for the analysis; 55 of them had SARS-CoV-2 infection confirmed
by RT-PCR. Overall cohort mortality (95% CI) was 5.6 (3-10)%; 4.5 (1.5-11.7)% in patients receiving TCZ, and
no deaths occurred in patients meeting the inclusion criteria. Median (Q1-Q3) SOFA score was 1.5 (1-2), and
median (Q1-Q3) number of days from illness onset to hospital admission was 10 (7-14). Baseline characteristics
of included patients are shown in Table 1. Median (Q1-Q3) age was 62 (56-74) years, and 47 (73%) were male.
The majority (61%) of patients had coexisting comorbid diseases, mainly hypertension (34%), cardiovascular
disease (14%), diabetes (14%) and chronic obstructive pulmonary disease (COPD) (5%), with median (Q1-Q3)
Charlson comorbidity index score of 2 (1-4). Antimicrobial and/or immunomodulatory therapy administered
during hospital stay is detailed in Table 1.

After therapy with TCZ, 49 (76.6%) patients had a favorable and 15 (23.4%) unfavorable response or adverse
outcome, defined as an increase in the SOFA score >2 measured at 48-72 h or at day 7 (12 patients; 18.8%), ICU
admission (3 patients, 4.7%) or death (0 patients). Patients with favorable response to TCZ were younger (60
[53-69] vs 77 [68-85] years, p=0.002), had a significant lower Charlson comorbidity index (1 [1, 2] vs 3 [1, 3],
p=0.005), lower frequency of diabetes (4 [8%] vs 5 [33%], p=0.022), lower mean (91 [83-96] vs 99 [90-104]
mm Hg, p=0.032) and systolic (120 [112-129] vs 135 [123-148] mm Hg, p=0.003) blood pressure, lower axil-
lary temperature, higher pulse oximetry saturation (96 [95-97]% vs 95 [94-96], p =0.040), lower SOFA score (2
[2-2] vs 1 [1, 2], p=0.009), lower neutrophil/lymphocyte ratio (NLR) (2.4 [1.4-3.3] vs 8.1 [3.7-11.2], p=0.009),
and lower LDH levels (240 [188-278] vs 280 [232-329] U/L, p=0.041). Responders to TCZ had received less
frequently interferon-B-1b (7 [14%] vs 4 [27%], p=0.019), with no differences between groups in the frequency
of treatment with methylprednisolone. There were no disease recurrences after TCZ interruption, or additional
bacterial infections as a complication of therapy during hospitalization or at the 4-week follow-up visit. Among
the 55 patients meeting the inclusion criteria with confirmed SARS-CoV-2 infection by RT-PCR, there were
43 (78.18%) responders and 12 (21.82%) non-responders. When both groups were compared, the results were
similar to those observed in the 64 patients comprising the entire study sample (see Supplementary Table 1).

Table 2 shows the multivariate logistic regression analysis to identify predictors of response to TCZ. The model
showed that male sex (OR 6.70; 95% CI 1.05-42.96), a NLR>2.55 (OR 4.55; 95% CI 1.03-20), higher SOFA score
(OR 6.05; 95% CI 1.27-28.8 per unit increase), higher systolic blood pressure (OR 1.07; 95% CI 1.01-1.14 per
mmHg) and higher Charlson comorbidity index (OR 1.35; 95% CI 1.03-1.79 per unit increase), were associated
with unfavorable outcome following TCZ administration. In a sensitivity analysis including only the 55 patients
with confirmed SARS-CoV-2 infection by RT-PCR, the significant variables in the adjusted multivariate model
were a NLR>2.55 (OR 5.26; 95% CI 1.02-25), higher Charlson comorbidity index (OR 1.56; 95% CI 1.04-2.34)
per unit, and higher SOFA score (OR 5.05; 95% CI 1.10-23.24) (Supplementary Table 2).

Figure 1 shows the temporal changes of several biomarkers in TCZ responders and non-responders analyzed
through local polynomial regression. Non-response to TCZ was associated with an increase in IL-6 not observed
in responders (p <0.001), and the same occurred for the levels of p-dimer (p=0.003), the NLR (p <0.001), and
the NT-ProBNP (p=0.02). For the platelet/D-dimer ratio, initial levels were significantly lower in non-responders
(p=0.005), although trends were not significantly different between groups. The CRP levels decreased in both
groups, and the decrease tended to be faster in responders to TCZ (p=0.07).

Table 3 shows ROC analysis to identify plasma biomarkers and clinical variables that, measured at 48 h
after TCZ initiation, best discriminated between favorable or unfavorable further clinical outcome. The best
predictors among the biomarkers were the CRP, the platelet/D-dimer ratio and the hs-cardiac troponin. At 48 h
of TCZ initiation, a CRP value above 25 mg/dL (specificity [SP] 86%; sensitivity [SE] 68%; area under the ROC
curve [AUC] [95% CI] 0.78 [0.63-0.92]), a platelet/p-dimer ratio above 343 (SP, 92; SE, 61%; AUC [95% CI]
0.73 [0.59-0.87]) and a hs-cardiac troponin I higher than 0.02 ng/mL (SP, 82%; SE, 58%; AUC [95% CI] 0.74
[0.57-0.91]) significantly predicted an unfavorable subsequent response. A cut-off value > 5 of a composite score
including 10 clinical and biological variables (Table 3) showed a specificity of 90% and a sensitivity of 91% to
predict adverse outcome, with an AUC (95% CI) of 0.96 (0.91-1.00). A sensitivity analysis including only the
55 patients with microbiologically confirmed infection showed significant AUC [95% CI] for the CRP (0.80
[0.65-0.96]) and the platelet/D-dimer ratio (0.73 [0.59-0.87]), and also for the NLR (0.71 [0.52-0.86]) and LDH
(0.73 [0.55-0.90]) (Supplementary Table 3).

SARS-CoV-2 RNA levels in nasopharyngeal samples at TCZ initiation were not different between respond-
ers, who showed a median (Q1-Q3) viral load of 3.89 (2.86-4.59) copies/swab, and non-responders, with 3.48
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Death, ICU admission or SOFA >3
Variables® All Yes No OR (CI 95%) Pvalue®
Patients, no 64 15 49 - -
Male, no. (%) 47 (73) 13 (86) 2 (13) 2.86 (0.57-14.31) 0.317
Age, years 62 (56-74) 77 (68-85) 60 (53-69) 1.10 (1.04-1.16) 0.002
Coexisting conditions
Charlson-CI 2 (1-4) 3 (1-3) 1 (1-2) 1.51 (1.13-2.01) 0.005
Any*, no. (%) 39 (61) 11 (73) 28 (57) 2.06 (0.57-7.39) 0.266
Hypertension, no. (%) 22 (34) 7 (47) 15 (31) 1.98 (0.61-6.47) 0.256
Diabetes, no. (%) 9 (14) 5 (33) 4 ) 5.62 (1.27-24.76) 0.022
Cardiovascular diseased, no. (%) 9 (14) 3 (20) 6 (12) 1.79 (0.38-6.33) 0.454
COPD, no. (%) 3 5) 2 (13) 1 ) 0.13 (0.01-1.61) 0.072
Days from illness onset 10 (7-14) 9 (4-15) 11 (8-14) 0.94 (0.84-1.06) 0.337
Vital signs
Body temperature, °C 36.5 | (36.1-36.9) 369 | (36.4-37.3) 364 | (36.1-36.7) 4.64 (1.14-15.23) 0.011
Systolic blood pressure, nmHg 120 (113-134) 135 (123-148) 120 (112-129) 1.06 (1.02-1.11) 0.003
Diastolic blood pressure, mmHg 74 (70-81) 80 (67-87) 74 (70-80) 1.02 (0.97-1.07) 0.419
Mean blood pressure' 92 (86-99) 99 (90-104) 91 (83-96) 1.08 (1.01-1.15) 0.032
Supplemental oxygen, no (%) 54 (84) 14 (93) 40 (82) 3.15(0.36-27.14) 0.296
SpO,, percentage 96 (95-97) 95 (94-96) 96 (95-97) 0.64 (0.42-0.98) 0.040
SpO,/FIO, 346 | (337-365) 342 | (339-360) 346 | (335-365) 0.99 (0.98-1.01) 0.281
SOFA score 15 (1-2) 2 (2-2) 1 (1-2) 16.2 (1.99-131.74) 0.009
Bilateral lung infiltrates, no (%) 47 (73) 11 (73) 36 (73) 0.76 (0.19-2.92) 0.695
Laboratory findings
Lymphocyte count, x 103/uL 1.06 | (0.82-1.57) 099 | (0.71-1.29) 112 | (0.83-1.61) 1.26 (0.84-1.87) 0.250
Neutrophil-to-lymphocyte ratio 2.5 (1.8-5.3) 8.1 (3.7-11.2) 2.4 (1.4-3.3) 1.21 (1.05-1.40) 0.009
C-reactive protein, mg/L 50 (18-91) 85 (52-148) 45 (18-76) 1.01 (0.99-1.01) 0.126
IL-6, pg/mL 85 (39-181) 108 | (45-241) 84 (23-159) 1.01 (0.99-1.01) 0.507
p-dimer, pg/mL 0.83 (0.46-1.73) 1.36 (0.7-2.13) 0.61 (0.46-1.19) 0.98 (0.77-1.23) 0.875
Lactate dehydrogenase, U/L 243 | (193-297) 280 | (232-329) 240 | (188-278) 1.01 (1.01-1.01) 0.041
Ferritin, ng/mL 439 | (307-634) 448 | (323-596) 438 | (301-648) 0.99 (0.99-1.01) 0.674
High HS-cardiac troponin I, no. (%)& 10 (18) 4 31) 6 (14) 2.81 (0.65-12.10) 0.164
NT-proBNP, pg/mL 82 (36-188) 85 (10-303) 80 (41-171) 1.00 (0.99-1.01) 0.777
Concomitant antimicrobial/immunomodulatory drugs, no. (%)
HCQ-based combinations 64 (100) 15 (100) 49 (100) - -
Azithromycin 60 (94) 14 (93) 46 (94) 1.09 (0.10-11.3) 0.938
Lopinavir/ritonavir 63 (98) 14 (93) 49 (100) 10.2 (0.39-256.1) 0.091
Remdesivir 0 - - - - -
Interferon-p-1b 11 (17) 4 (27) 7 (14) 0.16 (0.03-0.82) 0.019
Methylprednisolone® 11 (17) 2 (13) 9 (18) 1.46 (0.28-7.65) 0.653
Follow-up
SpO,/FIO, (48 h) 346 (323-359) 312 (273-354) 350 (339-358) 0.98 (0.97-0.99) 0.032
C-reactive protein (48 h), mg/L 22 (8-44) 46 (32-81) 16 (7-37) 1.02 (1.01-1.03) 0.011
Supplemental oxygen (48 h), no (%) 50 (78) 14 (93) 36 (74) 5.05 (0.60-42.3) 0.135
Supplemental oxygen (7 days), no (%) 43 (67) 14 (93) 29 (59) 9.65 (1.17-79.4) 0.035
Radiological progression 13 (20) 3 (20) 10 (20) 0.97 (0.23-4.19) 0.973
SOFA 23 during follow-up, no (%) 12 12 - - -
ICU admission 3 3 - - -
Death 0 - - - _

Table 1. Demographic, clinical and laboratory findings on admission. ICU intensive care unit, Charlson-CI
Charlson Comorbidity Index, SpO, pulse oximetric saturation, FIO, fraction of inspired oxygen, SOFA
Sequential Organ Failure Assessment, HCQ hydroxychloroquine, IL-6 interleukin 6, NT-proBNP N-terminal
Pro B-type Natriuretic Peptide. *Values expressed as median (interquartile range) unless stated otherwise. P
values are obtained from univariate logistic regression modeling. “Cardiovascular (i.e., hypertension, coronary
artery disease, chronic heart failure, cerebrovascular disease and peripheral arterial disease), respiratory

(i.e., chronic obstructive pulmonary disease [COPD], asthma), chronic kidney failure, immunosuppression,
malignancy, liver cirrhosis, systemic autoimmune disease or diabetes mellitus. dCardiovascular disease other
than hypertension. Short course methylprednisolone 0.5-1 mg/kg/day divided in 2 intravenous doses for

3 days. ‘Mean blood pressure was calculated as (2/3-diastolic blood pressure) + (1/3-systolic blood pressure).
8Values for HS-cardiac troponin I were available in 57 patients (44 and 13 in favorable and unfavorable groups,
respectively). Since they were skewed left, resulting in very few cases with values above upper normal limit and
precluding calculation of informative odds ratios and 95% confidence intervals, the variable was categorized
with a cut-off value of 0.2 ng/mL.
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Baseline variable OR (95% CI) P value
Male sex 6.70 (1.05-42.96) 0.045
Charlson-CI, per unit 1.35 (1.03-1.79) 0.032
Systolic blood pressure, per mmHg 1.07 (1.01-1.14) 0.027
SOFA score, per unit 6.05 (1.27-28.8) 0.024
Neutrophil-to-lymphocyte ratio>2.55 4.55 (1.03-20) 0.045
Platelet-to-p-dimer ratio <200 3.05(0.81-11.45) 0.098

Table 2. Predictors of unfavorable outcome after tocilizumab initiation in multivariate logistic regression
analysis. Unfavorable response was defined as reaching a SOFA score >2 during hospital stay, Intensive
Care Unit admission or death. Charlson-CI Charlson Comorbidity Index, SOFA Sequential Organ Failure
Assessment.

(2.5-5.249) copies/swab (p=0.863). Figure 2 shows temporal changes of SARS-CoV-2 RNA obtained from
nasopharyngeal swabs among TCZ responders and non-responders analyzed through local polynomial regres-
sion. At 1 month after admission, 23/41 (56.10%) of TCZ responders and 3/10 (30%) of non-responders showed
undetectable viral load (p=0.173).

Discussion

In this cohort of patients admitted with COVID-19 in whom TCZ was used at an earlier stage of disease, there
was a low rate of mortality. Previous studies included severely-ill patients, and mortality rates between 10 and
20%"'"13, with the exception of a study including 20 patients, where no deaths occurred'®. Our results support that
prompt initiation of therapy with TCZ is safe in the short and mid-term, and might be associated with a favorable
outcome in patients hospitalized with COVID-19, as reflected by the low overall mortality observed in our entire
cohort of patients admitted for COVID-19, which was lower than the 21.8% mortality described in hospitalized
patients in Spain (https://www.mscbs.gob.es/en/profesionales/saludPublica/ccayes/alertasActual/nCov-China
/situacionActual.htm). We identified early clinical and biological predictors of response to TCZ, which might
contribute to selecting alternative strategies for the anticipated non-responders. We found that non-response
to TCZ was associated with higher SOFA score and systolic blood pressure on admission, as well as a higher
Charlson comorbidity index. Baseline levels and the initial response after TCZ administration of some biomarkers
were also useful to predict the clinical outcome; a lower NLR on admission, and lower platelet/p-dimer ratio and
hs-cardiac troponin I at 48 h following TCZ initiation were associated with favorable TCZ response. Likewise, the
performance of several biomarkers after TCZ initiation revealed to be useful to discriminate among responders
and non-responders. Specifically, the levels of IL-6, NLR, p-dimer, NT-ProBNP, and the platelet/D-dimer ratio
showed an increase in non-responders that was not observed in responders.

One of the concerns regarding anti-IL-6 therapy is the potential risk of impaired viral infection control. IL-6
regulates the immune response through differentiation of CD4 and CD8 T cells to induce a cytotoxic and cytolytic
activity against pathogens'. In experimental studies, IL-6 has demonstrated to induce T cell and B cell responses
against viruses for viral clearance, the phagocytic activity of macrophages and tissue remodeling'®’, and to sup-
press the replication of viruses like hepatitis B or HIV'*!%, Therefore, anti-IL-6 therapy could potentially have
detrimental consequences if given too early in patients with COVID-19, before the full effect of the antivirals has
been established. However, data also exist pointing to a negative influence of IL-6 on viral clearance by inhibition
of CD8 T cell response, favoring viral persistence through a synergistic interaction with IL-17", leading to higher
viral replication?® and higher virulence?"*?. In our cohort, patients receiving TCZ had a favorable outcome, and
viral clearance was not significantly different among those with favorable or unfavorable response, although
due to the low number of patients, our study cannot exclude a potential relationship between the worse clinical
outcome and a negative effect of TCZ on viral dynamics in the subgroup of non-responders. We neither observed
additional bacterial infections as a complication of therapy during hospitalization or at the 30-day follow-up visit.

We analyzed baseline and serial levels of biomarkers of inflammation, coagulation and myocardial function
on an every-other-day schedule during hospital stay, and at 1 month after admission. We found that the initial
levels of a number of different biomarkers allowed the prediction of subsequent response to TCZ. Lower levels
on admission of the NLR were associated with a favorable TCZ response after adjusting for other predicting
covariables. This biomarker reflects excessive inflammation and dysregulation of immune cells that play a central
role in severity of disease in viral infections®, and has been associated with mortality in patients hospitalized
with COVID-19%. The NLR has shown to be the most important factor for the early-stage prediction of disease
progression in patients with COVID-19, and a useful tool for risk stratification®*. Our findings support a similar
central role of the NLR for the prediction of response to TCZ, and also suggest that early initiation of therapy
with TCZ before the catastrophic hyper-inflammatory response has been triggered might improve the prognosis
of patients with COVID-19.

In addition to baseline levels, we found that the initial response of some biomarkers after TCZ administration
also predicted disease outcome. The levels of CRP at 48 h after TCZ infusion with a cut-off value of 25 mg/dL
showed a high specificity and moderate-to-high sensitivity to predict favorable subsequent response. The same
was observed with a cut-off value of 343 for the platelets/D-dimer ratio and of 0.02 ng/mL for the hs-cardiac
troponin I, although for the latter value the sensitivity was fair. The association of biomarkers of coagulation
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Figure 1. Temporal changes in the levels of several biomarkers in tocilizumab responders and non-responders
analyzed through local polynomial regression. P values for the comparison in the temporal trends between
responders and non-responders. *P value for the comparison of baseline levels of the biomarker between
responders and non-responders. No significant differences observed in the temporal trends between groups.
LOD limit of detection.

and myocardial function with outcome reflects the multifactorial pathogenesis of COVID-19, and its potential
reversibility with anti-IL-6 therapy before the overt disease is manifested. Conversely, further immune-based or
antiviral therapy should be considered in addition to TCZ when the initial levels of the biomarkers predict poor
response, in order to optimize treatment results.

The performance of several biomarkers after drug administration was another factor contributing to charac-
terize the responders to TCZ. The levels of the inflammation markers IL-6 and the NLR showed an increasing
trend during the following days after TCZ initiation in non-responders, and peaked several days afterwards;
by contrast, they remained relatively stable in patients with favorable outcome. As a result, in some patients
TCZ would not be capable of inhibiting the cytokine storm, and this would be a predictor of poor outcome.
IL-6 showed a second peak during the 4" week after TCZ, and the same was seen for CRP, and again only in
non-responders, probably reflecting more than one flare of disease in this subset of patients. In addition to
inflammation, a biomarker of cardiac disease such as the proBNP also showed a raising trend in non-responders,
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Absolute variable value at 48 h
Variable AUC (95% CI) Cut-off value Sp Sn
C-reactive protein 0.78 (0.63-0.92) 25 mg/L 86 68
IL-6 0.65 (0.42-0.88) 177 pg/mL 63 79
Neutrophil-to-lymphocyte ratio 0.67 (0.48-0.86) 5.3 64 79
Lactate dehydrogenase 0.66 (0.47-0.84) 307 U/L 50 89
HS-cardiac troponin I 0.74 (0.57-0.91) 0.02 ng/mL 82 58
Platelets 0.68 (0.49-0.86) 182x 10%/uL 50 92
Platelet-to-p-dimer ratio 0.73 (0.59-0.87) 343 92 61
SpO, 0.81 (0.69-0.93) 96% 93 69
SpO,/FIO, 0.70 (0.53-0.88) 334 67 79
Systolic blood pressure 0.69 (0.54-0.84) 120 mmHg 88 50
Composite score 0.96 (0.91-1.00) 55 90 91
Simplified composite score* 0.91 (0.91-0.82) 1.5 83 99

Table 3. Performance in ROC analysis of serum biomarkers and clinical variables at 48 h of tocilizumab
initiation on clinical outcome. Unfavorable response was defined as reaching a SOFA score > 2 during hospital
stay, Intensive Care Unit admission or death. IL-6 Interleukin 6, HS high-sensitivity, AUC area under the ROC
curve, CI confidence interval, Sp specificity (%), Su sensitivity (%). *Composite score using IL-6, platelets, SpO,
and SpO,/FIO, variables.

log copies/sample

days

=== responders "™ non-responders

Figure 2. Temporal changes in the levels of SARS-CoV-2 RNA obtained from nasopharyngeal swabs among
tocilizumab responders and non-responders analyzed through local polynomial regression. P value for the
comparison in the temporal trend between responders and non-responders.

suggesting that myocardial dysfunction may contribute as well to the lung complications and adverse outcome.
The same occurred with D-dimer, an independent predictor of hospital death in patients with COVID-19%, that
reflects a pro-coagulant state and increased thrombotic risk associated with severe disease in COVID-19%, and
which only showed a decreasing trend in patients responding to TCZ. The role of IL-6 in venous thromboem-
bolism remains to be well defined. While IL-6 has been associated with the resolution of thrombi through mac-
rophage recruitment and the induction of proteolytic enzymes?, other studies have demonstrated an association
between the development of deep venous thrombosis and the inflammatory injury of vascular endothelial cells
caused by the imbalance of cytokine expression and, particularly, IL-6 was significantly upregulated in clinical
and experimental studies of deep venous thrombosis, and blocking IL-6 in mice with neutralizing antibodies
inhibited the formation and development of thrombosis®.

The Charlson comorbidity index was a predictor of response to TCZ. Our patients had a high frequency
of hypertension, followed by cardiovascular diseases, diabetes and COPD, as described in other series®. The
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four comorbidities are included in the Charlson index, and have been associated with higher disease severity in
patients with COVID-19%!. Although the implicated pathogenic mechanisms have not been characterized, in
patients with diabetes or underlying cardiovascular disease, the infection could induce additional damage due to
direct or indirect effects related to inflammation, hypercoagulable state and hypoxia®?, which may aggravate the
acute respiratory syndrome. The inverse association observed between the Charlson score and the response to
TCZ supports the recent results of a nationwide cohort of hospitalized patients with COVID-19, where a greater
number of comorbidities was associated with poorer outcome™®.

Blood pressure showed to be an independent predictor of response to TCZ, and lower levels on admission
were associated with a better response to TCZ. SARS-CoV-2 binds to the angiotensin converting enzyme-2 (ACE-
2) receptor, and the expression of ACE-2 is increased in patients treated with ACE inhibitors and angiotensin II
type-I receptor blockers****. This may facilitate infection with SARS-CoV-2, and might also lead to higher severity
of disease and mortality. Higher systolic blood pressure in our study could be a surrogate marker of hyperten-
sion, and might also be associated with raised filling pressures and contribute to pulmonary edema in patients
with ARDS. Interestingly, increased levels of hs-troponin I and NT-proBNP were associated with non-response
to TCZ, which might suggest that the cytokine-related stress cardiomyopathy might not be reversed by TCZ if
it is not promptly initiated. This impaired myocardial function may be aggravated in patients with higher blood
pressures and/or hypertensive heart disease.

Limitations of the study are the absence of a comparable control group, and the possibility of a selection bias
in patients receiving TCZ due to the observational nature of the study. The small number of non-responders
to TCZ does not allow to exclude a role of viral load as a predictive factor, and other potential contributors like
the host immune response were not explored in the study. Strengths are the distinctive characteristics of the
population included, and the exhaustive sequential analysis of a high number of biomarkers following TCZ
administration which, in addition to clinical factors, allowed the characterization of the patients with a higher
probability of response.

In conclusion, early therapy with TCZ is safe and it is associated with low mortality. Our results suggest that
a prompt use of TCZ before the overwhelming secretion of cytokines has occurred might lead to better patient
outcomes, and support confirmatory randomized clinical trials to assess the role of immune modulator therapies
at an early stage of COVID-19.

Methods

From all hospital admissions due to COVID-19 at Hospital Universitario of Elche, Spain, between March 10th
and April 17th, 2020, consecutive patients treated with TCZ with an initial SOFA score < 3 were included in the
analysis. Patients with confirmed or probable COVID-19 according to European Centre for Disease Preven-
tion and Control criteria (https://www.ecdc.europa.eu/en/covid-19/surveillance/case-definition) were included.
Microbiological confirmation was performed through real-time polymerase chain reaction (RT-PCR) from a
nasopharyngeal smear sample or a bronchial aspirate.

Patients were managed according to a pre-defined protocol approved by Hospital General Universitario de
Elche, consisting in the collection of epidemiological, demographic, and clinical data, as well as serial naso-
pharyngeal samples for SARS-CoV-2, chest X-ray, and routine blood tests including levels of interleukin 6
(IL-6), ferritin, lactate dehydrogenase (LDH), magnesium, procalcitonin, C-reactive protein (CRP), N-terminal
pro b-type natriuretic peptide (NT-proBNP), highly sensitive (hs)-troponin I, p-dimer, and coagulation tests.
Comorbidities and the Charlson comorbidity index were collected on admission. Blood samples for lab tests,
electrocardiogram (EKG), chest X-ray and nasopharyngeal samples for SARS-CoV-2 were obtained at different
time points during hospital stay. In addition to SARS-CoV-2, PCR analysis for influenza A and B viruses and
for respiratory syncytial virus (RSV) were also performed from nasopharyngeal samples upon admission, as
well as pneumococcal and Legionella antigens from a urine sample, and serological test for HIV, HCV and HBV,
and the Quantiferon test.

As stated before, therapy for COVID-19 was given following institutional guidelines of Hospital General
Universitario de Elche. Patients received antimicrobial and/or immunomodulatory therapy containing lopina-
vir/ritonavir, hydroxychloroquine, azithromycin or interferon-p-1b + methylprednisolone. According to guide-
lines, tocilizumab (TCZ) was added to initial therapy on admission if any of the following criteria were met:
a CURB-65 >2; oxygen saturation < 93%; respiratory frequency>30 per min; a chest radiograph with bilateral
multilobar infiltrates; one of the following biological markers: p-dimer > 0.7 ug/L, IL-6 > 40 pg/mL, lympho-
cytes <800 x 10°/L, ferritin > 700 pg/L, fibrinogen >700 mg/dL or PCR > 25 mg/L. The dose of TCZ was 600 mg
iv if the weight was>75 kg or 400 mg if the weight was <75 kg. The patients were reevaluated on the following
24 h. Response to therapy was defined as resolution of fever, improvement in tachypnea, improvement in oxygen
saturation by at least 5%, decrease in CRP of at least 25%, or no radiological progression 24 h after TCZ admin-
istration. Non-response was defined by the absence of any of 24 h response criteria, or an increase in the SOFA
score>2 measured at 48-72 h or at day 7 after TCZ, ICU admission or death. If no clinical response was achieved
at 24 h after TCZ administration, a second dose of TCZ (400 mg) or intravenous corticosteroids were adminis-
tered. Contraindications to the use of TCZ drug were a neutrophil count <500 x 10°/L, platelets < 50,000 x 10°/L,
AST/ALT > 5 x upper normal limit and documented sepsis by other pathogens. The protocol was approved by
the Ethical Committee of the Hospital General Universitario de Elche (Spain) as part of the COVID-19@Spain
study. Informed consent was obtained from all subjects.

For RNA extraction and RT-PCR analysis for SARS-CoV-2, nasal and oropharyngeal flock swabs were placed
together into 3 mL transport medium (VICUM, Deltalab, Rubi, Spain). Viral RNA was extracted from 350 pL of
the medium using the RNeasy Mini Kit (QIAGEN, Hilden, Germany) according to the manufacturer’s instruc-
tions and eluted in a final 50 pL nucleic acid elution sample. Eight uL RNA was used for detection of SARS-CoV-2
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by RT-PCR, with a commercially available kit (ALLPLEX 2019-nCoV Assay, Seegene, Seoul, Korea) which
targeted the E, RARP and N genes. Viral load measurements of nasal/throat samples (log10 copies/sample) were
performed with a standard curve of ten-fold serial dilutions from an in vitro RNA transcript (MACROGEN,
Seoul, Korea). Assay procedure was carried out in accordance with the manufacturer’s protocol, in a CFX96
real-time thermocycler (BIO-RAD, California, USA). The success of RNA extraction and PCR were assessed by
the internal control included in the kit and negative and positive controls were used in each assay.

Statistical analyses. Continuous variables are expressed as median +25th and 75th percentiles (Q1, Q3),
and categorical variables as percentages. Wilcoxon or Student’s t-test were used to compare continuous vari-
ables, and the chi-square or Fisher’s exact test for categorical variables comparison. Normality of data samples
was assessed using Shapiro-Wilk test. Odds ratios (OR) were estimated through generalized linear models with
binary response and logit link function. To represent the temporal changes of the biomarkers levels, local poly-
nomial regression models were employed using weighted least squares to estimate the performance of each bio-
marker according to the day since TZC was initiated. Differences in temporal trends between biomarkers were
analyzed through linear mixed models in which an interaction term of day since TCZ initiation and response
was included. Confidence intervals for the area under the receiver operating characteristic curve (AUC of the
ROC curve) were calculated through stratified bootstrap replicates with 2000 attempts. The cut-off values with
the best sensitivity and specificity were selected. Statistical analysis was performed using R-project version 3.6.2
(2019-12-12) and the libraries ggplot2 for the figures™®.

Data availability
The datasets generated and/or analyzed during the current study are available from the corresponding author
on reasonable request.
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ARTICLE INFO ABSTRACT
Am’cl}’ History: Background: The virological and immunological effects of the immunomodulatory drugs used for COVID-19
Received 25 July 2020 remain unknown. We evaluated the impact of interleukin (IL)-6 blockade with tocilizumab on SARS-CoV-2
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viral kinetics and the antibody response in patients with COVID-19.

Methods: Prospective cohort study in patients admitted with COVID-19. Serial nasopharyngeal and plasma
samples were measured for SARS-CoV-2 RNA and S-IgG/N-IgG titers, respectively.

Findings: 138 patients with confirmed infection were included; 76 (55%) underwent IL-6 blockade. Median

'Ilf?clrlvi(;;ﬁab initial SOFA (p = 0#016) and SARS-CoV-2 viral load (p<0¢001, Mann-Whitney-Wilcoxon test) were signifi-
SARS-CoV-2 cantly higher among anti-IL-6 users. Patients under IL-6 blockade showed delayed viral clearance in the
COVID-19 Kaplan-Meier curves (HR 035 [95%CI] [0#15—0e81], log-rank p = 0#014), but an adjusted propensity score
Viral kinetics matching model did not demonstrate a significant relationship of IL-6 blockade with viral clearance (HR
Antibody responses 1063 [0e35-—7¢7]). Cox regression showed an inverse association between SARS-CoV-2 RNA clearance and
Anti-cytokine therapy the initial viral load (HR 0e35 [0e11—-0e89]). Patients under the IL-6 blocker showed shorter median time to
S-lgG seropositivity, higher peak antibody titers, and higher cumulative proportion of seropositivity in the Kaplan
N-IgG Meier curves (HR 31 [1¢9-5] for S-IgG; and HR 30 [1e9—4e9] for N-IgG; log-rank p<0e001 for both). How-

ever, no significant differences between groups were found in either S-IgG (HR 156 [0e41—6¢0]) nor N-IgG
(HR 0096 [0e26—3#5]) responses in an adjusted propensity score analysis.
Interpretation: Our results suggest that in patients infected with SARS-CoV-2, IL-6 blockade does not impair
the viral specific antibody responses. Although a delayed viral clearance was observed, it was driven by a
higher initial viral load. The study supports the safety of this therapy in patients with COVID-19.
Funding: Instituto de salud Carlos III (Spain).

© 2020 The Authors. Published by Elsevier B.V. This is an open access article under the CC BY-NC-ND license

(http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/)

but also different immunomodulatory drugs in an attempt to block the
inflammatory pathways activated by the virus. Among them, cytokine-
targeted therapies have been commonly used in patients with COVID-
19, and particularly tocilizumab, a humanized monoclonal antibody
anti-interleukin 6 (IL-6) receptor [2,3]. Available data on the effects of
IL-6 blockade in patients with COVID-19 come from observational
studies, mostly in severely-ill patients, where it has been associated
with clinical and radiological improvement [4—6]. However, the
impact of IL-6 blockade on SARS-CoV-2 replication and on the immune
response against the virus remain largely unknown. IL-6 is a multifunc-
. tional cytokine that regulates many aspects of innate and adaptive
* Corresponding author. . . e . . . .

E-mail addresses: marmasia@umbh.es (M. Masia), gutierrez_fel@gva.es immunity [7].In addition to mducmg aCUte'phase protein productlon,

(F. Gutiérrez). this cytokine stimulates the differentiation and maturation of cytotoxic

1. Introduction

The novel severe acute respiratory syndrome coronavirus-2 (SARS-
CoV-2) disease (COVID-19) represents a major threat to human health
worldwide. In contrast to other respiratory viruses, SARS-CoV-2 indu-
ces a hyper-inflammatory response associated with a disproportionate
cytokine and chemokine release that leads to severe lung damage,
multiorgan failure, and eventually death [1]. Consistently, therapeutic
strategies against COVID-19 have not only involved antiviral agents,
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Research in context

Evidence before this study

The novel severe acute respiratory syndrome coronavirus-2
(SARS-CoV-2) disease (COVID-19) induces a hyper-inflammatory
response associated with a disproportionate cytokine and che-
mokine release that leads to severe lung damage, multiorgan fail-
ure, and eventually death. Consistently, in addition to antiviral
agents, therapeutic strategies have also included immunomodu-
latory drugs in an attempt to block the inflammatory pathways
activated by the virus. Among them, cytokine-targeted therapies
have been commonly used, and particularly tocilizumab, a
humanized monoclonal antibody anti-interleukin 6 (IL-6) recep-
tor. In the literature search, no published studies have assessed
the impact of IL-6 blockade on SARS-CoV-2 replication and on
the immune response against the virus.

Added value of this study

Our study is the first to show that IL-6 blockade does not
impair the specific antibody response against SARS-CoV-2.
Although viral clearance is delayed in patients receiving tocili-
zumab, this effect is mainly driven by the initial viral load.

Implications of all the available evidence

This study supports the safety of this anti-cytokine thera-
peutic strategy for COVID-19 from a virological and immuno-
logical perspective. Our results can also be extrapolated to
patients receiving tocilizumab for rheumatologic diseases who
acquire this infection, and potentially other acute viral infec-
tions, and warrant additional studies to confirm if the same
effects occur with other anti-cytokine drugs.

T-lymphocytes, and macrophage/monocyte functions [8]. Conse-
quently, therapy directed against IL-6 could interfere with viral clear-
ance. Noteworthy, tocilizumab has been associated with severe viral
infections caused by cytomegalovirus and varicella-zoster in patients
with rheumatoid arthritis [9—11]. This would be particularly concern-
ing due to the close correlation found between disease severity, IL-6
levels and SARS-CoV-2 viral load in patients with COVID-19 [12]. IL-6
also plays an important role in the differentiation of B-cells into anti-
body producing plasma cells and immunoglobulin secretion [13]. As a
result, anti-IL-6 therapy might impair the antibody response against
the virus, which could compromise viral clearance and future protec-
tion against reinfections.

In March 2020, the Spanish Agency of Medicines and Medical
Devices granted an emergency-use authorization for using tocilizu-
mab in the setting of COVID-19, and our center developed specific
guidelines for treating patients requiring hospital admission. We
investigated the longitudinal effects of IL-6 blockade on viral shed-
ding and on the antibody response to SARS-CoV-2 in a cohort of
patients admitted with COVID-19 and compared them with the non-
anti-cytokine-treated patients.

2. Methods
2.1. Study design and patients

This prospective, observational study was carried out at the Univer-
sity Hospital of Elche, Spain. All patients admitted for COVID-19
between March 10th and April 17th, 2020, were included in the analy-
sis. Patients had confirmed or probable COVID-19 according to Euro-
pean centre for Disease Prevention and Control criteria (https://www.
ecdc.europa.eu/en/covid-19/surveillance/case-definition). Microbiolog-
ical confirmation was performed through real-time polymerase chain
reaction (RT-PCR), mostly from nasopharyngeal smear samples, and
rarely from sputum, bronchial aspirate, or fecal samples.

Patients were managed according to a pre-defined protocol that
included the diagnostic and therapeutic procedures during hospital
stay. Blood samples for routine lab tests and biomarkers of cytokine
release syndrome, serologic tests, and nasopharyngeal samples for
SARS-CoV-2 were serially obtained at different time-points during
hospital stay. Plasma samples for the measurement of the levels of
antibodies to SARS-CoV-2 were collected and frozen at —80 °C.

Therapy for COVID-19 was given following institutional guidelines.
Patients received antimicrobial and/or immunomodulatory therapy
containing lopinavir/ritonavir, hydroxychloroquine, azithromycin,
interferon-8—1b or remdesivir + methylprednisolone. According to
guidelines, tocilizumab was added to initial therapy on admission at a
dose of 600 mg intravenously if the weight was >75 kg or 400 mg
when the weight <75 kg if any of pre-established clinical (including
oxygen saturation levels and respiratory frequency rate), radiological
(presence of bilateral multilobar infiltrates) or inflammatory bio-
markers (including lymphocyte count, interleukin-6, ferritin, D-dimer,
fibrinogen and C-reactive protein) criteria were met (See supplemen-
tary (S)-Table 1). Patients were reevaluated on the following 24 h, and
if no clinical response was achieved (S-Table 1), a second dose of tocili-
zumab (400 mg) or intravenous methylprednisolone were adminis-
tered. The protocol was approved by the Ethical Committee of the
Hospital General Universitario de Elche (Spain) as part of the COVID-
19@Spain study. Informed consent was obtained from all subjects.

2.2. SARS-CoV-2 RNA measurement

For RNA extraction and RT-PCR analysis for SARS-CoV-2, nasal and
oropharyngeal flock swabs were placed together into 3 mL transport
medium (VICUM®, Deltalab, Rubi, Spain). Viral RNA was extracted
from 350 L of the medium using the RNeasy Mini Kit (Qiagen, Hil-
den, Germany) according to the manufacturer's instructions and
eluted in a final 50 xL nucleic acid elution sample. Eight (L RNA was
used for detection of SARS-CoV-2 by RT-PCR, with a commercially
available kit (AllplexTM 2019-nCoV Assay, Seegene, Seoul, Korea)
which targeted the E, RARP, and N genes. Viral load measurements of
nasal/throat samples (log10 copies/sample) were performed with a
standard curve of ten-fold serial dilutions from an in vitro RNA tran-
script (Macrogen, Seoul, Korea). The lower limit of detection was
64 copies/sample. Assay procedure was carried out in accordance
with the manufacturer’s protocol, in a CFX96 real-time thermocycler
(Bio-Rad, California, USA). The success of RNA extraction and PCR
were assessed by the internal control included in the kit and negative
and positive controls were used in each assay.

2.3. Antibody measurement against SARS-CoV-2

IgG antibody plasma levels against the SARS-CoV-2 internal nucleo-
capsid (N) protein (N-IgG) (Anti-SARS-CoV-2-NCP IgG ELISA, Euroim-
mun, Lubeck, Germany) and surface S1 domain of the spike protein (S-
IgG) (Anti-SARS-CoV-2 IgG ELISA, Euroimmun, Lubeck, Germany) were
measured in EDTA plasma samples using commercial semi-quantitative
EIA Kits in an automated instrument (Dynex DS2® ELISA system) fol-
lowing the manufacturer instructions. Antibody levels were evaluated
by calculating the ratio of the optical density (OD) of the patient sample
over the OD of the calibrator (sample OD/calibrator OD = S/CO [absor-
bance/cut-off]). Results were interpreted according to the following cri-
teria: ratio <1e1 was defined as negative and ratio >1e1 as positive.

2.4. Statistical analyses

Continuous variables are expressed as median + 25th and 75th
percentiles (Q1, Q3), and categorical variables as percentages. Wil-
coxon or Student’s t-test were used to compare continuous variables,
and the chi-square or Fisher’s exact test for categorical variables com-
parison among anti-IL6 therapy treated and untreated patients.
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Kaplan Meier curves and the two-sided log-rank test were used to
evaluate the differences in the duration of viral shedding and anti-
body positivity between patients receiving and not receiving anti-
cytokine therapy. To balance treatment groups, a propensity score
matching logistic regression model was fitted with a 1:1 ratio among
groups. Covariates with a p-value <005 in the crude comparison
between treatment groups were used for matching. To further adjust
for the covariates that remained unbalanced between treatment
groups after matching, Cox proportional hazard regression was run
including the statistically different variables. Statistical analysis was
performed using R-project version 3.6.2 (2019-12-12).

2.5. Role of the funding source

The funder of the study had no direct role in study design, data
collection, data analysis, data interpretation, or writing of the report.

The corresponding author had full access to all the data in the study
and had final responsibility for the decision to submit for publication.

3. Results

During the study period, 210 adult patients were admitted with
COVID-19. Clinical data of the entire cohort are shown in S-Table 2. A
total of 138 (657%) patients had confirmed SARS-CoV-2 infection
with RT-PCR in a sample other than feces; 133 (96¢4%) from nasopha-
ryngeal samples (six patients also had positive results in sputum and
four in bronchial aspirate), and 5 (396%) from sputum. Of them, 76
(55%) underwent IL-6 blockade. Demographic and clinical data from
these patients are shown in Table 1. Patients undergoing IL-6 block-
ade were more frequently male, showed a higher severity of disease
as supported by a higher median SOFA score at anti-cytokine therapy
initiation, lower peripheral blood oxygen saturation/fraction of
inspired oxygen rate on admission, higher frequency of pneumonia

Table 1
Clinical data of patients admitted with COVID-19 confirmed with real-time polymerase chain reaction.
Variable Non TocilizumabN=62  TocilizumabN=76  TotalN =138 P
Sex, male 31(5000) 54 (71e1) 85(61e6) 00014
Age, years 685 (5302-760) 6200 (5608—770) 6400 (5502—-76¢8) 00961
Active smoking 35(60e3) 42 (59¢2) 77 (59¢7) 1000
Charlson comorbidity index 3e0 (1e0—58) 3e0 (1e0-5¢0) 3e0 (10-50) 00402
Comorbidities
Diabetes 17 (27¢4) 14 (18¢4) 31(22e5) 00225
Congestive heart failure 5(8e1) 4 (503) 9 (6e5) 00731
Previous AMI 6(9¢7) 7 (992) 13 (9#4) 1000
Stroke 8(129) 1(1e3) 9 (6e5) 00011
Respiratory disease 10(16¢1) 13 (17¢1) 23 (1607) 1000
Renal disease 8(12#9) 8(10e5) 16 (11e6) 00791
Peripheral arterial disease 3 (4¢8) 2 (296) 5(396) 00657
Clinical status
Days from symptom onset to admission 60 (2¢0—11e0) 790 (4¢0—1090) 790 (320—-10¢0) 0e321
SOFA score on admission 200 (102—2e8) 2e0 (200—3¢0) 2¢0 (200—30) 0016
SOFA score at TCZ initiation™ 200 (108—-30) 3e( (200—3e5) 200 (200—-30) 00017
Sp02/FI02 on admission 354 (346-458) 346 (336-380) 350 (343-451) 0e010
Pneumonia 36 (59¢0) 63 (8299) 99 (72e3) 00002
Bilateral lung infiltrates on X Ray 22 (3595) 56 (75¢7) 78 (678) 00022
Microbiological data
SARS-CoV-2 RNA, log10 copies/sample 1098 (1059-3¢63) 3077 (2072—467) 3011 (1997-4¢30) <0001
Cycle threshold <36 18(32-1) 55(73-3) 73 (55¢7) <0e001
Cycle threshold 3638 11(19:6) 12 (16-0) 23 (176)
Cycle threshold >38 27 (48-2) 8(10-7) 35(267)
Peak S-IgG, S/CO 207 (0e1-693) 604 (509—7e1) 600 (304—6#9) <0e001
Peak N-IgG, S/CO 208 (0e1—-4e7) 4e5 (307-5¢0) 4e3 (205-409) 00001
Biomarkers
Interleukin-6, pg/mL 1207 (504—-3005) 4449 (18¢0-105) 23e1 (1104-80e4) <0e001
Ferritin, ng/mL 221 (85¢8-384) 416 (257-611) 303 (142- 478) <0e001
C-reactive protein, mg/L 34e5 (409-684) 60e1 (3209-115) 500 (1999 to 98¢7) 0001
Fibrinogen, mg/dL 45200 (347-624) 6370 (455-792) 552 (361-760) 00011
Lymphocytes, x103/uL 104 (009—199) 101 (0e8—1e3) 102 (0e8—1e5) <0e001
Neutrophil tolymphocyte ratio 409 (3e5-702) 4e3 (303-6e2) 46 (305-6¢7) 00122
D-dimer, pg/mL 08 (003 —201) 0e7 (0e5—196) 0e7 (0e4—107) 00950
NT-proBNP, pg/mL 735 (25¢5-235) 850 (410-238) 810 (3802-242) 00699
Outcomes
Death 8(12¢9) 2 (296) 10 (792) 00043
ICU admission 8(12¢9) 9(11e8) 17 (1203) 10
Hospital stay, days 9e¢( (620—13¢0) 130 (1100-2008) 12.0 (9¢0—-170) <0e001
Concomitant antimicrobial/ immunomodulatory drugs, no. (%)
HCQ-based combinations 61 (98e4) 74 (97e4) 135 (978) 1000
Azithromycin 54(87e1) 73 (96e1) 127 (920) 00064
Lopinavir/ritonavir 48 (77#4) 76 (10000) 124 (8999) <0001
Remdesivir 1(1e6) 1(0e7) 0e449
Interferon-8—-1b 11(1797) 19 (2590) 30(217) 00407
Methylprednisolone® 3 (4e8) 24(3196) 27 (19e6) <0001

Categorical variables are expressed as no. and (%), and continuous variables as median (Q1-Q3). Mann-Whitney-Wilcoxon test was
used to compare continuous variables, and Fisher’s exact test to compare categorical variables. AMI, acute myocardial infarction;
SOFA, Sequential Organ Failure Assessment; TCZ, tociluzumab; SpO2/FIO2, peripheral blood oxygen saturation/fraction of inspired
oxygen rate; S/CO, absorbance/cut-off; NT-proBNP, N-terminal pro b-type natriuretic peptide; ICU, Intensive Care Unit; HCQ,
hydroxychloroquine. For the non-tocilizumab group, the number represents the median SOFA score of patients at anti-COVID ther-
apy initiation. ®Short course methylprednisolone 0e5—1 mg/kg/day divided in 2 intravenous doses for 3 days.
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and bilateral lung infiltrates, and longer median hospital stay. The
frequency of death was lower among patients on IL-6 blockade (2¢6%
vs 1209%, p = 00043, Fisher's exact test). Regarding concomitant treat-
ment, patients receiving immunomodulatory therapy were more fre-
quently treated with lopinavir/ritonavir, and received more
frequently concomitant therapy with methylprednisolone (Table 1).

3.1. Viral dynamics of SARS-CoV-2

Patients undergoing IL-6 blockade showed significantly lower ini-
tial cycle threshold (Ct) values and higher median viral load (Table 1).
At the last follow-up visit, after a median (Q1-Q3) of 39 (31-62) days
and 31 (30—44) days from admission in patients with and without IL-
6 blockade, respectively, 43 (573%) and 44 (78e6%), respectively,
showed undetectable levels of SARS-CoV-2 RNA (p = 0015, Fisher's
exact test), and the number of patients with two consecutive nega-
tive results was 23 (307%) and 32 (57¢1%), respectively (p = 02004,
Fisher's exact test). For patients who had achieved viral clearance,
median (Q1-Q3) time to negative viral load was 390 (180 to 400)
days vs 350 (10e8—45#0) days in patients with and without anti-
cytokine therapy, respectively (p = 0#734, Mann-Whitney-Wilcoxon
test). Kaplan Maier curves showed a greater probability of SARS-CoV-
2 clearance during follow-up among non-anti-cytokine users: hazard
ratio (HR) (95% confidence interval, CI) 0e35 (0e15—081), log-rank
p = 0001 for viral shedding (Fig. 1a). Cox proportional hazard regres-
sion model adjusted for the initial viral load and the SOFA score
showed that the relationship of IL-6 blockade with viral clearance
was significantly weakened (HR 0060 [95% CI, 0e21—1e70], p = 0e34,
Wald test). The model also showed that initial viral load levels (HR
0e56 [95% CI 0036—0e87], p = 0001, Wald test), but not the SOFA
score (HR 1028 [95% CI, 0e00—1926], p = 0020, Wald test) were asso-
ciated with viral clearance. A propensity score matching model was
fitted to further examine the effect of IL-6 blockade on viral shedding
after balancing treatment groups. Covariates with a p-value <005 in
the comparison between anti-cytokine treatment groups were
included in adjustment. The model yielded a total of 58 participants
(29 on each group) with remaining residual differences, so it was fur-
ther adjusted for the covariates that remained unbalanced between
groups with a Cox proportional hazard regression analysis, specifi-
cally the levels on admission of IL-6, ferritin, C-reactive-protein
(CRP), lymphocytes, and viral load. Therapy with methylprednisolone
was also included to assess its effect on viral clearance. In the
adjusted model, the association of IL-6 blockade with viral shedding
did not remain significant: HR 168 (0e36—781), p = 0510, Wald
test (Fig. 1b). In a non-inferiority analysis, treatment with tocilizumab
showed to be non-inferior to not receiving tocilizumab for achieving
viral clearance (p = 0.018) (normal approximation method using a Z
test statistic), considering that treatment with tocilizumab was non-
inferior if the HR of the adjusted model was greater than 0.33.

3.2. Antibody response to SARS-CoV-2

Of 181 patients with available serological samples, 120 with fol-
low-up samples were finally included for analysis (see Supplemen-
tary Figure 1). Of them, 73 (6008%) patients underwent IL-6 blockade.
The proportion of patients receiving immunomodulatory therapy
with positive S-IgG and N-IgG antibodies was 94e5% (n = 69) after a
median (Q1-Q3) of 35 (28—-60) days from the onset of symptoms vs
553% (n = 26) (p<0e001, Fisher test) after 31 (29—42e5) days in
untreated patients. Median (Q1-Q3) time from the onset of symp-
toms to seropositivity for S-IgG in patients receiving anti-IL6 therapy
was 14 (11-17) days vs 17 (15-24) days (p = 00014, Mann-Whitney-
Wilcoxon test) in untreated patients (Fig. 2a); and 12 (9—14) and 15
(11e2-20e2) days, respectively, for N-IgG (p = 0017, Mann-Whit-
ney-Wilcoxon test) (Fig. 2b). Peak S-IgG titers among patients with or
without anti-cytokine therapy were 6e4 (569—7e1) vs 2¢7 (0e1—6e3)
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Fig. 1. Kaplan Meier curve to estimate the cumulative proportion of patients with
detectable viral RNA according to therapy with tocilizumab. (a) Unadjusted. (b)
Adjusted (Wald test).

S/CO (p<0e001, Mann-Whitney-Wilcoxon test) (Fig. 3a); and peak N-
IgG titers were 45 (3¢7—-50) and 28 (0e1—-47) S/CO, respectively
(p<0e001, Mann-Whitney-Wilcoxon test) (Fig. 3b). When patients
who had not achieved detectable antibody levels were excluded,
peak S-IgG titers in the anti-IL-6 treated and untreated patients were
6e4 (5¢8—7) vs 6e1 (5—-66) S/CO (p = 00037, Mann-Whitney-Wil-
coxon test) (Fig. 3c); and peak N-IgG titers were 46 (4¢0—5¢0) vs
4e6 (4—5¢0) S/CO, respectively (p = 00877, Mann-Whitney-Wilcoxon
test) (Fig. 3d).



M. Masia et al. /| EBioMedicine 60 (2020) 102999 5

a
LI
p=0.014
. ] *
o
)
o
k]
g
o
o
g O
=
O .
. . .
. .
.
a . *
. . i . &
: Ly 2 lenieg *
., . [Te o D 3
* : j B LY SO
S L ol U .
. +
.
* . .
.
s ‘e
. .
Non-Tocilzuma Tocilzurm
p=0.017
. .
. .
1]
=
o
o
k=]
o
o
o
E
3 te.
. . .
. .
. ‘
- .
. .
. .
LS. e ‘e} . 0
. * . ' e s
. d | AT LI
. .
.
5 * : . .
.
b T:I;, Tociliz:

Fig. 2. Median time from the onset of symptoms to seropositivity according to therapy
with tocilizumab (Mann-Whitney-Wilcoxon test). (a) S-IgG. (b) N-IgG.

Kaplan Meier curves showed a higher cumulative proportion of
patients with detectable antibody levels among those under anti-
cytokine therapy (HR [95% CI] 31 [1#9-5], p<0e001 for S-IgG and
HR 3 [109—-4¢9], log-rank p<0e001 for N-IgG) (Figs. 4a and 4b). A pro-
pensity score matching model yielded 46 participants (23 on each
group). In the adjusted final matched sample, where therapy with
methylprednisolone was also included to assess its effect on antibody
production, no significant association of IL-6 blockade with S-IgG or
N-IgG response was found: HR (95% CI) for anti-IL-6 use was 166
(0e45—-6012) for S-IgG seropositivity (p = 0444, log-rank test);

and 105 (0#30—370) for N-IgG (p = 00939, log-rank test) (Figs. 4c
and 4d). In a non-inferiority analysis, treatment with tocilizumab
showed to be non-inferior to not receiving tocilizumab for S-IgG
(p =0.007) and for N-IgG response (p = 0.049) (normal approximation
method using a Z test statistic for both), considering that treatment
with tocilizumab was non-inferior if the HR of the adjusted model
was greater than 0.33.

3.3. Biomarkers of systemic release syndrome

The levels on admission and at immunomodulatory therapy initi-
ation of IL-6, ferritin, CRP, fibrinogen, and the neutrophil-to-lympho-
cyte ratio (NLR) were significantly higher in patients receiving anti-
IL6 therapy, and the lymphocyte and platelet counts were lower
(Table 1). After anti-cytokine drug therapy, there was an early signifi-
cant decrease at week-1 in the levels of CRP (median reduction [Q1
to Q3] - 69¢9 [—84e1 to —558], p<0¢001, Mann-Whitney-Wilcoxon
test) and fibrinogen (median reduction —128e7 [-213e1 to
—44¢2 mg/dl], p = 0003, Mann-Whitney-Wilcoxon test), and an
increase in the lymphocyte (median increase 0e21 [0e09-—0e32],
p<00001, Mann-Whitney-Wilcoxon test) and the platelet count
(median increase 5006 [33¢6-67], p<0001, Mann-Whitney-Wil-
coxon test); at week-2, a decrease in the levels of IL-6 (—74e5
[-126e5 to —22e4], p<0e001, Mann-Whitney-Wilcoxon test), and
NLR (—0e80 [—257 to 0e97], p = 00028, Mann-Whitney-Wilcoxon
test); and at week-4, a decrease of ferritin (—111e4 [-169e3 to
—53e6], p<0e001, Mann-Whitney-Wilcoxon test). No significant
changes were observed for these biomarkers in patients not receiving
anti-cytokine therapy, with the exception of CRP. Peak decrease was
observed at week-1 for CRP and fibrinogen (see above), at week-3 for
the NLR (—3¢48 [-7¢61- 0066], p = 00005, Mann-Whitney-Wilcoxon
test), at week-4 for ferritin (—111e4 [-1693 to —5356], p<0e001,
Mann-Whitney-Wilcoxon test), and at week-5 for IL-6 (—154e7
[—282e3 to —2709], p = 0013, Mann-Whitney-Wilcoxon test).

4. Discussion

Cytokines regulate antiviral cellular and humoral responses [14].
We evaluated the virological and immunological impact of anti-cyto-
kine therapy consisting on an IL-6 receptor blocker in patients with
COVID-19. Our results suggest that IL-6 blockade does not impair the
antibody response to SARS-CoV-2. Although viral shedding was lon-
ger in patients on anti-cytokine therapy, this effect was largely
dependent on the initial viral load.

To the best of our knowledge, the effects of the immunomodula-
tory drugs used for SARS-CoV-2 infection on the viral kinetics and the
viral-induced humoral immune response had not been previously
assessed. Most of the clinical experience with tocilizumab comes
from patients with chronic inflammatory disorders, mainly rheuma-
toid arthritis, where an increased risk of opportunistic and serious
infections was reported in clinical trials [15]. In our cohort, patients
with COVID-19 under IL-6 blockade exhibited prolonged viral shed-
ding. Interleukin-6 plays a central role in the integrated innate and
adaptive immune responses against pathogens. In experimental
models, IL-6 deficiency was associated with increased susceptibility
to certain viral infections, which was attributed to impaired activity
of cytotoxic T-cells, and the T-helper-dependent virus neutralizing
IgG response [14,16]. Clinical data about the risk of viral infections
after IL-6 blockade are discordant, and although some cases of viral
reactivation have been reported in patients with rheumatoid arthritis
[9—-11], no increase in the viral load of Epstein-Barr, cytomegalovirus,
varicella zoster, or hepatitis C virus was evidenced during longitudi-
nal follow-up [17,18]. Patients undergoing IL-6 blockade in our
cohort had a higher initial viral load, along with clinical and biological
data reflecting the greater disease severity of candidates to anti-
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Fig. 3. IgG titers according to therapy with tocilizumab (Mann-Whitney-Wilcoxon test). (a) Peak S-IgG. (b) Peak N-IgG. (c) Peak S-IgG after excluding non seroconverters. (d) Peak

N-IgG after excluding non seroconverters.

cytokine therapy. This is in agreement with the higher viral load and
longer viral shedding described in severely-ill patients with COVID-
19 compared with milder cases [19-22]. Adjustment for the viral
load resulted in a significant attenuation of the relationship between
IL-6 blockade and viral shedding, suggesting that viral load was a
central factor implicated in viral persistence. The same effect was
observed with adjustment for the variables related to severity status.

By contrast to duration of viral shedding, our results show that the
blockage of IL-6 activity did not attenuate the antibody response to
SARS-CoV-2. We found a rapid and robust humoral response in the
group under IL-6 blockade, and neither the proportion of patients
with positive antibody titers, the time to antibody production or the
intensity of the antibody response were poorer than those observed
in patients without anti-cytokine therapy. Our findings are consistent

with the conserved immunogenicity after vaccination reported in
patients with rheumatoid arthritis receiving tocilizumab [23-25].
One of the reasons argued for the apparently unaltered humoral
response with anti-IL-6 therapy was that it does not induce depletion
of B cells, and consequently other cytokines produced by T-helper
cells could also stimulate lymphocytes B to induce the antibody pro-
duction [24]. Early and strong antibody responses have been reported
in severely-ill patients with COVID-19 [26], and an independent cor-
relation between disease severity and higher levels of antibodies as
well [26—28]. Patients under IL-6 blockade in our cohort had higher
disease severity, and a higher initial viral load and longer viral shed-
ding, which were likely involved in their enhanced humoral immune
response. Actually, although patients under IL-6 blockade showed a
higher frequency of detectable antibody titers, and in a faster time
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than the non-anti-cytokine treatment group, no significant association
between seropositivity and IL-6 blockade was found after adjustment
for severity of disease and viral load levels. A high viral load might
induce an immediate activation of extrafollicular B cells, leading to
early and intense antibody production, although with less affinity than
those induced by the antigen-specific B cells at the germinal center
[28,29]. The strong and early antibody response observed in patients
receiving anti-IL-6 therapy in our cohort included also high levels of
the potentially neutralizing S-IgG antibodies [30], which might have
contributed to their favorable outcome, despite this group contained a
higher proportion of severely-ill patients.

IL-6 blockade was otherwise accompanied by the recognized posi-
tive impact on the biomarkers of cytokine release syndrome which, as

expected, showed higher initial levels in the anti-cytokine treated
group. The significant drop in the levels of IL-6 was delayed compared
to the rapid decline observed in the concentrations of CRP, fibrinogen,
or the lymphocytes after IL-6 blockade. This anti-inflammatory effect
accompanied by the overall favorable outcome of the patients would
argue in favor of a positive final balance of IL-6 blockade.

Limitations of the study include that SARS-CoV-2 RNA measure-
ments were performed in upper respiratory tract samples, which
may exhibit in some cases lower sensitivity than lower tract speci-
mens. All patients also received combinations of antiviral agents with
potential effects on viral dynamics, which differed between anti-
cytokine treatment groups, especially regarding lopinavir/ritonavir
and steroids. Because of the observational nature of the study,
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patients receiving IL-6 blockade had a higher disease severity which
might have confused some of the results in the comparisons with the
non-treated groups. This is a single center study and the results may
not therefore be generalizable to the wider population. There was a
high proportion of patients with undetectable antibody titers among
the non-anti-cytokine treated group. One of the potentially contrib-
uting factors could be the differences in the viral load and Ct values
between the groups, although it would warrant further investiga-
tions. Strengths consist of the availability of serial measurements of
respiratory and serum samples for the novel assessment of the effects
of IL-6 blockade on viral dynamics and the antibody response in a
high number of patients in real-life conditions.

Our data suggest that immunomodulatory therapy based on IL-6
blockade in patients with COVID-19 does not impair the specific anti-
body response. Although viral clearance was delayed, this effect was
mainly driven by the initial viral load. Our findings contribute to
expand the scientific knowledge about the effects of anti-cytokine
therapy on SARS-CoV2 kinetics and on the humoral immune
response to the virus, and support the safety of this strategy for the
treatment of COVID-19. Further carefully designed studies are
required to confirm that tocilizumab does not affect viral replication
and immune response to SARS-CoV-2.
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