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ABREVIATURES UTILITZADES

ACE Enzim convertidor de I'angiotensina. De l'anglés Angiotensin-
converting enzyme

ACE2 Enzim convertidor de I'angiotensina 2. De I'anglés Angiotensin-
converting enzyme 2

ADAM17 Desintegrina i metaloproteasa 17. De I'anglés Disintegrin and
metalloprotease 17

ALT Alanina aminotransferasa

AM Macrofags alveolars. De I'anglés Alveolar macrophages

Ang Angiotensina

ANGPT2 Angiopoietina 2

ARDS Sindrome de dificultat respiratoria aguda. De l'anglés Acute

respiratory distress syndrome

AST Aspartat aminotransferasa

AT1 Cél-lules alveolars de tipus 1

AT2 Cél-lules alveolars de tipus 2

AT1R Receptors d’angiotensina Il de tipus 1. De I'anglés Angiotensin

Il receptor type 1

AT2R Receptors d’angiotensina Il de tipus 2. De I'anglés Angiotensin
Il receptor type 2

BEIR Académia Nacional de Ciéncies dels Efectes Biologics de la
Radiacio lonitzant. De I'anglés National Academy of Sciences
Biologic Effects of lonizing Radiation

BK Bradicinina. De I'angles Bradykinin

BKB1R Receptor de bradicinina B1. De I'anglés Bradykinin B1 receptor

BKB2R Receptor de bradicinina B2. De I'anglés Bradykinin B2 receptor

CAP Pneumonia adquirida de la comunitat. De I'anglés Community
acquired pneumonia

CCL Quimiocina amb motiu C-C. De I'anglés Chemokine (C-C moitif)
ligand

cDC Cél-lules dendritiques convencionals. De I'anglés Conventional

dendritic cells

CPM Carboxipeptidasa M
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CPN Carboxipeptidasa N

CRP Proteina C reactiva. De I'anglés C reactive protein

CS Tempesta de citocines. De I'anglés Citokine storm

Ct Llindar de cicle. De 'anglés Cycle threshold

CXCL Quimiocina amb motiu C-X-C. De langlées C-X-C motif
chemokine ligand

DABK Des-Arg9-bradicinina

DAMP Patrons moleculars associats a dany. De l'angles Damage-

associated molecular patterns
DC Cél-lules dendritiques. De I'anglés Dendritic cells

DAMP Patrons moleculars associats a dany. De l'anglés Danger-
associated molecular patterns

E Proteina de I'embolcall

EC Cél-lules endotelials. De I'anglés Endothelial cells

EMA Agéncia Europea del Medicament

FGF-2 Factor de creixement de fibroblast 2

FiO2 Fracci6 inspirada d’oxigen

FP Péptid de fusid. De I'anglés Fusion peptide

FXIl Factor de coagulacio XI|

gRNA Acid ribonucleic genomic. De I'anglés Genomic RNA
G-CSF Factor estimulant de colonies de granuldcits. De I'anglés

Granulocyte colony-stimulating factor

GM-CSF Factor estimulant de colonies de granulocits i macrofags. De
'anglés Granulocyte-macrophage colony-stimulating factor

HCoVs Coronavirus humans. De 'anglés Human coronavirus

HMWK Cininogen d’alt pes molecular. De I'anglés High molecular
weight kininogen

ICAM-1 Molécula d’adhesié intercel-lular 1. De I'anglés Intercellular

Adhesion Molecule 1

ICRP Comissié Internacional de Proteccié Radioldgica. De I'anglés
International Commission on Radiological Protection

IFN Interferd

IgG Immunoglobulina G
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igM Immunoglobulina M
IL Interleucina
iNOS Forma induible de la sintasa d’oxid nitric. De I'anglés Inducible

isoform of nitric oxide synthase

KKS Sistema callicreina-cinina. De I'anglés Kallikrein-Kinin System
LDH Lactat deshidrogenasa

LPS Lipopolisacarid

M Proteina de la membrana

M1 Macrofags de tipus 1

M2 Macrofags de tipus 2

MAS Sindrome d’activaci6 de macrofags. De lI'anglés Macrophage

activation syndrome

MASR Receptor MAS
MERS-CoV Coronavirus de la sindrome respiratoria de I'Orient Mitja
MHC Complex major d'histocompatibilitat. De I'angles Major

histocompatibility complex

mo-AM Macrofags alveolars derivats de mondcits. De I'angles
Monocyte-derived alveolar macrophages

moDCs Cél-lules dendritiques derivades de mondcits. De I'angles
Monocyte-Derived Dendritic Cells

mRNA Acid ribonucleic missatger. De I'anglés Messenger ribonucleic
acid

NET Trampes extracel-lulars de neutrofils. De I'anglés Neutrophil
extracellular traps

NF-kB Factor nuclear-kappa B. De I'anglés Nuclear factor kappa

NK Cél-lules assassines naturals. De I'anglés Natural killers

NLRP3 Familia NLR amb domini de pirina que conté la proteina 3. De
I'anglés NLR family pyrin domain containing protein 3

NO Oxid nitric. De I'anglés Nitric oxide

NOS Oxid nitric sintasa. De I'anglés Nitric oxide synthase

NSP Proteines no estructurals. De I'angles Non estructural proteins

02 Oxigen

OomMS Organitzacié Mundial de la Salut
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ORF
PAMP

PaFi

PBMC

pDC

PMN
PON-1
PP1a
PP1ab
PRR

PD-1

RAS

RBD
RNA
ROS

RT
RTC

RT-DB

S

S1

S2

SaFi
SARS-CoV
SARS-CoV-2
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Marcs oberts de lectura. De 'anglés Open Reading Frame

Patrons moleculars associats a patdogens. De I'anglés Pathogen-
associated molecular patterns

Ratio de pressid parcial d’oxigen arterial/fraccidé inspirada
d’oxigen

Cél-lules polimorfonucleades de la sang. De I'anglés Peripheral
blood mononuclear cell

Cél-lules dendritiques plasmacitoides. De I'anglés Plasmacytoid
dendritic cells

Cel-lules polimorfonucleades
Paraoxonasa 1

Poliproteina 1a

Poliproteina 1ab

Receptor de reconeixement de patrons. De l'angles Pattern
Recognition Receptor

Proteina de mort cel-lular 1. De I'anglés Programmed cell death
protein 1

Sistema renina-angiotensina. De l'anglés Renin-angiotensin
System

Domini d'unio al receptor. De I'anglés Receptor binding domain
Acid ribonucleic. De I'anglés Ribonucleic acid

Especies reactives d’oxigen. De l'angles Reactive oxygen
species

Radioterapia

Complex de replicacio i transcripcié. De I'anglés Replication and
transcription complex

Radioterapia a dosis baixes

Proteina espicula. De 'anglés Spike

Subunitat 1

Subunitat 2

Ratio de saturacié parcial d’oxigen/fraccié inspirada d’oxigen
Coronavirus de la sindrome respiratoria aguda greu

Coronavirus de la sindrome respiratoria aguda greu de tipus 2
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SCI
SpO2
TC

TD

TF
TGF-8

Th
Tfh

TLR
TMPRSS2

TNF-a

TR-AM

UcCl
UE
VCAM-1

VEGFR1

vOoC
VOI
XIAP
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Lesié de la medul-la espinal. De I'anglés Spinal cord injury
Saturacio d’oxigen

Tomografia computada

Domini transmembrana. De I'anglés Transmembrane domain
Factor tissular. De I'anglés Tissue factor

Factor de creixement transformant beta. De [l'anglés
Transforming growth factor beta

Cél-lules T auxiliars. De I'anglés T helper cells

Cél-lules T auxiliars fol-liculars. De I'anglés Follicular helper T
cells

Receptor de tipus Toll. De I'anglés Toll-like receptor

Proteasa transmembrana serina 2. De I'angles Transmembrane
protease serine 2

Factor de necrosi tumoral alfa. De I'anglés Tumoral necrosis
factor alfa

Macrofags alveolars residents al teixit. De l'anglés Tissue-
resident alveolar macrophages

Unitat de Cures Intensives
Unié Europea

Molécula d’adhesio cel-lular vascular 1. De I'anglées Vascular cell
adhesion protein 1

Receptor 1 del factor de creixement endotelial vascular. De
'anglés Vascular endothelial growth factor receptor 1

Variants de preocupacié. De I'anglés Variant of concern
Variants d’interés. De I'anglés Variant of interest

Proteina inhibidora de l'apoptosi lligada a I'X. De l'angles X-
linked inhibitor of apoptosis protein

Les figures presents en aquesta tesi son d’elaboracié propia i s’han realitzat

mitjancant el

programa “Biorender”. Les figures de representacions

tridimensionals proteiques s’han generat mitjangant el programa Chimera i han

estat extretes de la base de dades “Protein Data Bank”.
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JUSTIFICACIO GENERAL

Davant del repte global sense precedents que ha suposat la pandémia de COVID-
19, la comunitat cientifica va respondre amb estrategies col-laboratives per
investigar tractaments que poguessin reduir la mortalitat de la infeccio, aixi com
per dissenyar noves vacunes per tal de frenar 'aveng del contagi. La urgéncia per
trobar vies terapéutiques capaces de millorar la simptomatologia i I'evolucié dels
pacients va conduir a utilitzar medicaments ja existents indicats per a d’altres
infeccions o malalties. En aquest context, ressorgeix la radioterapia a dosis baixes
(RT-DB) com a un tractament potencial per a la pneumonia causada per la COVID-
19. Aquesta, s’havia usat a principis del segle passat per a I'abordatge terapéutic
de la pneumonia pels seus efectes antiinflamatoris i immunomoduladors?, pero va
caure en desus amb la introduccié de les sulfonamides. Actualment, la RT-DB
s’empra per al tractament de diferents malalties artrodegeneratives i inflamatories
pels seus potents efectes antiinflamatoris, tot i que el seu Us no és homogeni en

els diferents paisos.

L'espectre de la simptomatologia de la COVID-19 és ampli i, mentre que la majoria
dels casos son lleus i es resolen sense complicacions cliniques, en els casos més
severs es produeix un fenomen hiperinflamatori anomenat tempesta de citocines
(CS). En aquests pacients, a més del dany pulmonar directe causat per la mateixa
infeccié de SARS-CoV-2 que indueix la piroptosi i altres formes de mort cel-lular,
es produeix un alliberament massiu de citocines, com la IL-4, la IL-6 i el TNF-q,
per part d'un sistema immune altament desregulat. La CS agreujara el dany
alveolar, causant hipoxia i, en abséncia de resolucio, pneumonia, sindrome de
dificultat respiratoria aguda (ARDS) i eventualment la mort?. Paradoxalment, tot i
que l'objectiu del sistema immune és eliminar el virus, les consequencies
fisiopatoldgiques de la seva activacié desmesurada i la inflamacié secundaria que
se’n deriva, poden arribar a causar un dany major que el de la propia infeccié de
SARS-CoV-2.

El potencial antiinflamatori i immunomodulador de la RT-DB s’ha validat tant amb
estudis in vitro®* com in vivo®8. Durant la pandémia de la COVID-19, tenint en
compte aquesta base de coneixement preclinic, aixi com els resultats favorables

provinents d’Alemanya, pais en quée aquest tractament s'utilitza de manera
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rutinaria per a diverses malalties benignes’, la RT-DB es va considerar com una
alternativa terapeutica per al tractament de la pneumonia causada per la COVID-
19. Per aquesta rad, es van iniciar diversos assajos clinics arreu del mén per a
provar la seguretat i I'eficacia de la RT-DB en pacients infectats amb COVID-19 i
els resultats fins al dia d’avui, constaten beneficis terapéutics sense generar
signes de toxicitat en la gran majoria dels estudis®'0. Tot i aixd, la manca
d’homogeneitat en el disseny metodologic i la preséncia d’'interrogants encara
pendents de resoldre, tant pel que fa als mecanismes radiobiologics subjacents,
com a l'edat idonia dels pacients, la finestra terapéutica de la RT-DB i la dosi
optima de radiacid, fan que sigui indispensable continuar en aquesta linia de

recerca.
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INTRODUCCIO

1. Retrospectivatemporal

La COVID-19, també coneguda com a malaltia respiratoria causada pel SARS-
CoV-2, que son les sigles que donen nom al coronavirus de la sindrome
respiratoria aguda greu de tipus 2, és una malaltia infecciosa identificada per
primera vegada a la ciutat xinesa de Wuhan, el desembre de 2019. Diverses
institucions sanitaries de la ciutat van atendre grups de pacients amb pneumonies
per causes desconegudes que cursaven amb febre, tos, asténia, i fins i tot dispnea
i infiltracio bilateral als pulmons en els casos més greus'!. Tot i que el primer cas
documentat de COVID-19 data del 8 de desembre de 2019, la Comissio de Salut
Municipal de Wuhan no va informar I'Organitzacié Mundial de la Salut (OMS) fins
al dia 31. Només en dos mesos, la COVID-19 s’havia estés massivament a 34
provincies xineses amb més de 70.000 casos confirmats i la sospita de molts
altres no reportats?>. A partir de laillament del virus trobat en el liquid
broncoalveolar dels pacients amb pneumonia greu i de I'analisi metagenomica
d’RNA, es va poder sequenciar i identificar el SARS-CoV-2 com a causant dels
brots'314, '11 de marg del 2020, 'OMS va classificar el brot de la COVID-19 com

una pandémia global®®.

A data 11 d’abril de 2023 s’han confirmat 762.791.152 casos de COVID-19 i
6.897.025 morts segons dades de 'OMS amb un total de 13.340.275.493 vacunes

administrades arreu del mén16.

2. Coronavirus humans

Els coronavirus pertanyen a la familia Coronaviridae i es caracteritzen per
presentar un genoma de cadena simple d'RNA monocatenari positiu d’'entre 26 i
32 quilobases. Segons la seva genetica, els coronavirus es divideixen en quatre
generes, els Alphacoronavirus, els Betacoronavirus, els Gammacoronavirus i els
Deltacoronavirus!’. Pertanyents als dos primers géneres, es coneixen 7
coronavirus zoonotics, originats majoritariament en rat-penats, capacgos d’infectar
els humans o coronavirus humans (HCoVs)'®. Aquests causen infeccions al

sistema respiratori amb diferents graus de severitat, des de constipat comu a
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pneumonia i ARDS, pero també poden provocar danys renals, hepatics i

neuroldgics, fallada multiorganica i eventualment la mort?°,

El primer HCoV que es va identificar va ser el coronavirus 229E I'any 19662°. Tot
i aix0, no ha estat ja fins al segle XXI que els coronavirus s’han considerat
altament patogenics i en el cas del coronavirus de la sindrome respiratoria aguda
greu (SARS-CoV), el coronavirus de la sindrome respiratoria de I'Orient Mitja
(MERS-CoV) i el SARS-CoV-2, responsables de provocar tres epidéemies. El
novembre de 2002, es va reportar el primer cas de la sindrome respiratoria aguda
greu (SARS) a la Xina. L’agent causant d’aquestes infeccions respiratories era el
SARS-CoV i aviat es va estendre a Vietnam, Canada i altres paisos?l. L'OMS va
declarar la pandemia de SARS el 12 de mar¢ de 2003 que ha infectat 8.096
persones i causat 774 morts?2. Després de 10 anys, el 13 de juny de 2012 es va
aillar a I'Arabia Saudi, un nou Betacoronavirus que va rebre el nom de MERS-
CoV?23, D’aleshores encga, aquest coronavirus ha infectat 2500 persones i provocat
858 morts repartides en 27 paisos?*. Tot i ser una amenaca per la salut publica,
I'OMS mai I'ha declarat oficialment com a pandéemia.

3. SARS-CoV-2

De manera similar als altres coronavirus, el SARS-CoV-2, €s un virus amb
embolcall i RNA monocatenari positiu que forma part de la familia Coronaviridae,
del genere Betacoronavirus. Aquest virus té forma rodona o el-liptica, presenta un
diametre d’entre 60-140 nm aproximadament i és sensible als rajos ultraviolats i a
les altes temperatures, tot i ser resistent a temperatures sota 0°. A més, es pot
inactivar amb diversos solvents lipids com I'etanol i I'eter (75%)?°. El seu genoma
consta gairebé de 30.000 parells de bases amb una estructura de 5’-cap i una cua
de poli-A i és el més gran dels virus d’'RNA descoberts fins ara. La sequéncia del
genoma del SARS-CoV-2 presenta una identitat del 79,5% amb el SARS-CoV i
del 50% amb el MERS-CoV?¢ i consta de 14 marcs oberts de lectura (ORF) que
codifiquen per 31 proteines, de les quals 16 son no estructurals (NSP), 4 sén
estructurals: espicula (S), embolcall (E), membrana (M) i nucleocapsida (N) i 11
son proteines accessories: ORF3a, ORF3b, ORF3c, ORF3d, ORF6, ORF7a,
ORF7b, ORF8, ORF9b, ORF9c i ORF10. Aquestes proteines accessories no sén

essencials per a la replicacié del virus, pero tenen diverses funcions en la seva
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patogeénesi. Seguint I'ordre tipic d’aparicié de 5" a 3’ I'estructura gendmica és la
segient: un complex replicasa (ORF1a/ORF1b), S, ORF3a, E, M, ORF6, ORF7a,
ORF7b, ORF8, N i ORF10?’. Inicialment, el complex replicasa que consta dels
gens ORFla i ORF1b, es tradueix en forma de dues poliproteines, la poliproteina
la (PP1la) i la poliproteina 1ab (PP1lab) que posteriorment son escindides per
proteases viriques per donar lloc a les 16 NSP28, El gen ORF1b no es tradueix de
manera independent perqué hi ha un ORF encavalcat amb el gen ORFla. Aixo
permet que la PPlab estigui codificada pel final del gen ORFla i la totalitat del
gen ORF1b?°, Les NSP participen en la replicacié del genoma i en la regulacié de
la transcripcio, mentre que les proteines estructurals estan altament conservades

i son la principal diana terapeutica dels farmacs antivirals®.

Tot i que l'origen del SARS-CoV-2 és motiu de controversia en la comunitat
cientifica, es creu que aquest podria haver evolucionat a partir d'una soca de
coronavirus de rat-penat localitzat a Laos. Concretament, el coronavirus BANAL-
52 que presenta una identitat genomica del 96,8% amb el SARS-CoV-2 i que fins
al dia d’avui, és el coronavirus més proper evolutivament3°31, Pel que fa a I'hoste
intermediari del SARS-CoV-2, alguns autors postulen que és el pangoli®? o la
mustela®3. La taxa de mortalitat del virus varia significativament entre paisos, i per
altres factors com I'edat, el génere®*, les condicions de salut preexistents incloses
les comorbiditats com malaltia respiratoria o patologia pulmonar cronica®,
malaltia cardiovascular3®, malaltia neurologica®’ i altres, com Il'obesitat i la
diabetis®®. També la severitat de la malaltia i la variant del virus implicada poden
influir en el risc de mortalitat. A més, la sobrecarrega dels hospitals i la falta
d’homogeneitat en la comptabilitzacié de les morts relacionades amb la COVID-
19 a tot el mon dificulta la determinacié d’una taxa de mortalitat precisa i fiable.
L’estimacio de la mortalitat de la COVID-19 feta per 'TOMS és del 2.2%%°. Segons
alguns autors, pero, la mortalitat causada per la pandemia és considerablement
superior a la xifra oficial*®4t, En comparacié6 amb altres coronavirus, la taxa de
mortalitat és més baixa que en el cas del SARS-CoV que és d'un 9,6% de

mortalitat?® i del MERS-CoV que és d’un 35%%, pero és més contagios.
3.1.Variants i evolucié

Els virus evolucionen constantment degut a canvis en el seu codi genétic durant

la replicacio del genoma, sigui per mutacions genétiques o per recombinacio viral,
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i donen lloc a multiples variants. Concretament, els virus d’RNA tenen un ritme de
mutacions més elevat, i especificament el SARS-CoV-2 presenta uns enzims RNA
polimerasa amb una baixa fidelitat en la replicacié*. Durant la pandémia de la
COVID-19 s’han reportat un gran nombre de variants del SARS-CoV-2

classificades com a variants d’interés (VOI) o variants de preocupacié (VOC)*.
3.2.Variants d’interés (VOI)

Les VOI del SARS-CoV-2 presenten canvis genétics en el domini d'unié al
receptor (RBD) que poden afectar la capacitat del virus per infectar les cel-lules
humanes. A més, també poden presentar una reduccio de la neutralitzacio per
anticossos generats per infeccions prévies o vacunes, reduir I'eficacia dels
tractaments antivirals i dels tests diagnostics i tenir una major transmissibilitat o
severitat. Per aquesta rad, la vigilancia epidemiologica és indispensable per a
monitorar I'evolucio de les VOI, ja que aquestes poden ser reclassificades com a
VOC%. L'OMS ha descrit 8 VOI: Epsilon (B.1.427 i B.1.429), Zeta (P.2), Eta
(B.1.525), Theta (P.3), lota (B.1.526), Kappa (B.1.617.1), Lambda (C.37) i Mu
(B.1.621)%.

3.3.Variants de preocupacio (VOC)

Les VOC del SARS-CoV-2 han acumulat multiples mutacions genétiques que
poden modificar les seves propietats bioldgiques, incrementant la transmissibilitat
o viruléencia i I'habilitat d'evadir la deteccio per part del sistema immunitari, reduint
la neutralitzacié per anticossos, o bé disminuint I'eficacia dels tractaments, de les
proves diagnostiques i de les vacunes®. La preséncia de les VOC ha estat motiu
de preocupacié global, ja que poden eludir les mesures de prevencié i control de

la pandémia, aixi com comprometre I'éxit de la vacunacié a escala mundial®’.

Les diferents VOC reconegudes per 'OMS sén: Alfa (B.1.1.7) que apareix el
setembre del 2020 al Regne Unit, Beta (B.1.351) que s’identifica I'octubre de 2020
a Sud Africa, Gamma (P.1) que sorgeix el novembre de 2020 al Brasil, Delta
(B.1.617.2) que s'’identifica a I'india el desembre del 2020 i finalment, la variant
Omicron (B.1.1.529). L’'Omicron s’identifica per primera vegada a Sud Africa el
novembre de 2021 i actualment, és la més prevalent al mén. Tot i ser més

infecciosa que les variants anteriors, presenta una patogenicitat més baixa*®.
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4. Cicle cel-lular

El curs clinic de la COVID-19 es caracteritza per una primera fase d’incubacioé que
és asimptomatica, seguida d’'una fase simptomatica i finalment una fase pulmonar.
La mitjana de la fase d’incubacio és de 5 dies, la fase simptomatica dura entre 5 i
7 dies i posteriorment, s’entra a la fase pulmonar. Aquesta es divideix en la fase
primerenca que dura 4 dies de mitjana i la fase tardana, a partir del dia 14 des de

I'inici de la infeccio?*s.

El SARS-CoV-2 infecta les cél-lules a partir de la unié del RBD de la proteina S
amb 'ACEZ2. La proteina S és una glicoproteina homotrimérica de membrana de
tipus | que consta de 66 glicans units per I'extrem amino-terminal. Cada protomer
de la proteina S esta format per dues subunitats, la subunitat 1 (S1) que conté el
RDB i s’'uneix a 'ACE2 i la subunitat transmembrana 2 (S2) que permet
I'ancoratge del virié a la membrana cel-lular i presenta un péptid de fusié (FP) i un
domini transmembrana (TD), entre d’altres*®. Per al procés d’entrada del SARS-
CoV-2 a les cél-lules diana s6n necessaris dos esdeveniments d’escissio a la
proteina S, un a la unié de les dues subunitats S1/S2 i l'altre a una regi6 interna

de la S2 coneguda com a lloc de tall S2'*°,

A)

S1 (Unio) S2 (Fusio)
Lloc de tall de la furina $1/S2  Lloc de tall S2'
v v

o
Kook

Figura 1. Representacio esquematica de les dues subunitats de la proteina S. (A)

N— RB

Protomer de la proteina S del SARS-CoV-2 amb els dos llocs de clivatge: S1/S2 i
S2'. Figura modificada de Hoffman et al.>° (B) Conformacié tridimensional de les
dues subunitats d’un protomer de la proteina S del SARS-CoV-2. Abreviatures:
RBD, domini d’unié6 al receptor; FP, péptid de fusié; S1, subunitat 1; S2, subunitat

2; TD, domini transmembrana.

Durant la biosintesi i la maduracié dels virions a la cél-lula infectada, la proteina

S pateix el primer procés d’escissid, necessari per a la seva preactivacié. Aquest
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consisteix en un tall al lloc d’'unié S1/S2 mediat per la pro-proteina convertasa
furina a I'aparell de Golgi, tot i que les subunitats es mantenen associades per un
enlla¢ no-covalent®52, Quan la proteina S ha estat preactivada, s’uneix a través
del RBD a I'ACE2 de la cél-lula diana. Aquesta unié produeix un canvi
conformacional de la proteina S que deixa accessible el lloc de clivatge S2’, que
sera tallat per la proteasa transmembrana serina 2 (TMPRSS2) de la superficie
de la cél-lula diana®. Aleshores la S1 i la S2 es dissocien i aquest canvi en
I'estructura terciaria empeny el FP cap a la membrana que genera un porus a

través del qual la seqiéncia d’RNA genomic (gRNA) viral entra al citoplasma de

la cél-lula infectada®*. . §gmx.
“::qﬁi%%@ ACE2

A) B) SN
; : B

Protomer B } RBD

Protomer A

Protomer C

Proteina S
trimérica unida
a ACE2

Proteina S

trimérica en estat

tancat

Figura 2. Estructura tridimensional de la proteina S del SARS-CoV-2 de la variant
omicron. (A) Estructura de la proteina S trimerica amb els 3 protomers A, B i C de
color vermell, verd i blau, respectivament. (B) Unié de la proteina S a 'ACE2
mostrant el canvi conformacional. Abreviatures: ACE2, enzim convertidor de

I'angiotensina Il; RBD, domini d’unio al receptor.

En el moment que el gRNA arriba al citoplasma es tradueix reclutant ribosomes
de I'hoste i dona lloc a la pp1ai la pp1ab que posteriorment es tallaran a 16 NSP.
Aquestes proteines formen, per una banda, un complex de replicacié i transcripcio
(RTC)> i, per l'altra, indueixen la formacié de vesicules des de I'aparell de Golgi i
el reticle endoplasmatic®. Dins d’aquestes vesicules, el RTC sintetitzara nou
gRNA antisentit que servira de motlle per realitzar noves copies, i RNA missatger
(mRNA) subgenomic que codificara per les 4 proteines estructurals i algunes
proteines accessories. Els nous virions del SARS-CoV-2 es formaran encapsulant

el gRNA dins la nucleocapsida. Finalment, les vesicules amb els virions es

24



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI

LA RADIOTERAPIA A DOSIS BAIXES: UNA ALTERNATIVA TERAPEUTICA EN PACIENTS ANCIANS AMB PNEUMONIA
SEVERA CAUSADA PER COVID-19

Berta Piqué Smith

fusionaran amb la membrana cel-lular en I'exocitosi i el virus s’alliberara a I'espai

extracel-lular®’.

Tot i que el virus pot unir-se a proteines alternatives a ’ACE2, com per exemple,
la neuropilina-1%8, 'ACE2 ha estat reconegut com el principal determinant de
vulnerabilitat d’'una cél-lula per a ser infectada per SARS-CoV-2 i és considerada
la ruta d’entrada canodnica®*. L’ACE2 és una aminopeptidasa unida a la membrana
cel-lular que s’expressa en un gran nombre de cel-lules del cos huma incloent
cel-lules alveolars epitelials de tipus 1l (AT2), cel-lules miocardiaques, cél-lules de
I'epiteli de I'esdfag i cél-lules de I'estdmac, entre d’altres. La simptomatologia de
la COVID-19 és molt diversa perqué més enlla del sistema respiratori, altres
sistemes fisiologics del cos poden ser infectats pel SARS-CoV-2%°, Zou et al. han
demostrat que tant I'expressi6 de mRNA de 'ACE2, com l'expressio proteica
d’aquest, determinen el grau de vulnerabilitat dels diferents organs a la infeccio
per COVID-19. Els pulmons son els organs amb major risc d’infeccid per SARS-
CoV-2 seguit del tracte respiratori, I'esofag, els ronyons, la melsa, I'ileum i el

miocardi del cor®°.

5. Manifestacions clinigues del SARS-CoV-2

L’espectre de la simptomatologia de la COVID-19 és molt ampli i depén de
multiples variables, que inclouen la variant, el génere, I'edat i I'estat vacunal®’. En
un estudi de 72.314 casos a la Xina, un 81% van ser classificats com a lleus o
asimptomatics, un 14% com a severs i un 5% com a critics'?. Es considera que
aproximadament un 35,1% de les infeccions s6n asimptomatiques, percentatge

que es redueix amb I'edat i amb la preséncia de comorbiditats®?.

Dins dels individus simptomatics, la majoria de les infeccions de SARS-CoV-2 s6n
lleus i les manifestacions clinigues més comunes son febre, tos, dispnea, diarrea,
asténia, cefalea i mialgia. Da Rosa et al. en una metaanalisi que incloia 114.046
pacients recollits de 184 articles cientifics diferents, van reportar que la febre era
el simptoma més comu amb una prevalenca del 58,66%, seguida de la tos amb
un 54,52% i la dispnea amb un 30,82%°2.

Pel que fa a les caracteristiques clinicopatologiques, una metaanalisi de 8.697
pacients amb COVID-19 a la Xina, va observar alteracions en els parametres

analitzats al laboratori que incloien uns nivells elevats de proteina C reactiva
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(CRP) en un 65,9% dels pacients infectats, limfopéenia en un 47,6%, una funcio
del fetge anormal en un 26,4%, leucopéenia en un 23,5% i uns nivells de dimer D
elevats en un 20,4%, que revela la preséncia de coagulopatia®. Altres parametres
bioquimics que caracteritzen la COVID-19 inclouen nivells elevats de lactat
deshidrogenasa (LDH), que és un indicador de dany pulmonar, aixi com de
ferritina sérica, que és un indicador d'inflamacié®. També es poden observar
augments en els nivells d'alanina aminotransferasa (ALT) i d’aspartat

aminotransferasa (AST), enzims que reflecteixen una disfuncié hepatica®®.

L’OMS ha dissenyat una classificacioé dels pacients amb COVID-19 segons els

graus de severitat:

- CRITICS: presenten ARDS, xoc séptic o altres condicions que normalment
requereixen la prestacid de terapies de suport vital com la ventilacio
mecanica (invasiva o0 no invasiva) o la terapia vasopressora.

- SEVERS: presenten una saturacié d’oxigen menor al 90% en aire ambient
o I'us dels musculs accessoris per a respirar, signes de pneumonia,
incapacitat de completar les frases i una freqiiencia respiratoria inferior a
30 respiracions per minut.

- NO SEVERS: cap de simptoma de severitat®’.
5.1.Pneumonia i ARDS causades per la infeccié del SARS-CoV-2

Aproximadament, el 20% dels casos de COVID-19 presenten pneumonia, dels
quals el 10% és pneumonia moderada i no hipoxémica, i el 10% restant és
pneumonia hipoxémica que habitualment requereix hospitalitzacio i 'administracio
de terapia d'oxigen. En un 3% dels casos, quan l'administracié d'oxigen és inferior
a 6L/min i no millora la hipoxémia, es considera una pneumonia critica®®. En
aquest context, els pacients sén ingressats a la Unitat de Cures Intensives (UCI)
on s'utilitzara terapia amb oxigen amb un flux major de 6L/min, ventilacio

mecanica, sigui no invasiva o per intubacié, o amb una membrana extracorporia®®.

Hi ha diversos tipus de pneumonies segons la causa i adquisicid. Quan la
pneumonia es manifesta en pacients hospitalitzats es classifica com a pneumonia
nosocomial, mentre que en pacients no hospitalitzats, es denomina pneumaonia
adquirida a la comunitat (CAP). La CAP es pot dividir en tipica, quan és causada

per bacteris comuns’® o atipica, originada per patdgens atipics, inclosos els virus
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SARS-CoV i SARS-CoV-2%. En el cas de la COVID-19, la pneumonia associada
acostuma a ser intersticial i bilateral, ja que es veuen afectats ambdds pulmons i
s’inflama el teixit al voltant dels alvéols, que pot omplir-se de secrecions
purulentes i altres liquids. Els resultats de la tomografia computada (TC) de torax
en aquests casos inclouen opacitats i/o reticulacions als Iobuls pulmonars
inferiors?. Per a determinar la severitat de la pneumonia i seleccionar el
tractament més eficient s’utilitza el CURB-65, que també es pot emprar com un
factor pronostic de mortalitat de COVID-1973. Aquest sistema atorga una
puntuacio a cada pacient segons els segients factors: confusio, urémia (nitrogen
ureic a la sang major de 20 mg/dL), freqlencia respiratoria > 30 per minut,

hipotensio i ser major de 65 anys’4.

En un estudi que monitorava 201 pacients amb pneumonia, es va observar que
un 42% desenvolupava ARDS, i que en aquests casos, entre un 61% i un 81%
requerien hospitalitzacié a 'UCI. La mortalitat dels pacients amb COVID-19 i que
presenten ARDS és molt elevada, aproximadament d’'un 52,4%5°. L’ARDS causat
per la infeccié del SARS-CoV-2 es qualifica d’acord amb els criteris diagnostics
de Berlin del 2012 que inclouen: fallada respiratoria hipoxémica aguda,
empitjorament dels simptomes respiratoris en una setmana, malaltia bilateral de
I'espai aeri observada mitjancant radiografia, TC de torax o ultrasonografia que no
es pot explicar completament per efusions, col-lapse lobular o pulmonar o noduls,
i que la causa principal de la fallada respiratoria aguda hipoxemia no sigui la

fallada cardiaca’.
5.2.Manifestacions extrapulmonars

Les manifestacions cliniques no directament relacionades amb els pulmons seran
breument esmentades, ja que no formen part de I'objectiu d’aquesta tesi. L'ACE2
es troba ampliament expressat en diferents organs del cos, per la qual cosa el
virus SARS-CoV-2 pot infectar una gran varietat de teixits extrapulmonars i causar
manifestacions cliniques molt diverses. Aquestes condicions inclouen simptomes
gastrointestinals, manifestacions cardiovasculars i hepatobiliars, dany agut als
ronyons, alteracions hepatiques i dermatologiques i alteracions al sistema nerviés,

sistema endocri i sistema limfatic-vascular’®77,
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Manifestacions cardiaques:
cardiomiopatia de Takotsubo,
miocarditis, arritmies, xoc
cardiogénic, isquémia miocardica

Manifestacions neurologiques:

' cefalea, inestabilitat cefalica,
encefalopatia, anosmia, ictus,
confusio, sindrome Guillain-Barre

=——— Manifestacions musculars:
mialgia, atralgia

T 0

Manifestacions hematologiques

i immunologiques:

coagulopatia, xoc séptic,

embolisme pulmonar, trombosi

de venes profundes, tempesta de /]
citocines

Manifestacions hepatiques:
S [\ { aminotransferases (AST i ALT) i
B bilirrubina elevades

Manifestacions renals:
dany renal agut, proteindria,
hematuria, fallada renal,
esclerosi glomerular focal,
glomerulonefritis

Manifestacions
endocrines: hiperglicemia
i diabetis cetoacidosica

Manifestacions Manifestacions dermatologiques:

gastrointestinals: diarrea, urticaria, irritacio, petéquia, erupcio
vomits, dolor abdominal, eritematosa
anoréxia

Figura 3. Resum del quadre clinic extrapulmonar de la COVID-19. Abreviatures:
AST, aspartat aminotransferasa; ALT, alanina aminotransferasa. Figura

modificada de Louis et al.”’

6. Tractaments aprovats per ala COVID-19

L’eleccio del tractament esta determinada pel moment de la infeccié viral en que
es troba el pacient. Com s’ha esmentat préviament, primerament es produeix la
fase d’incubacio, posteriorment la fase simptomatica, que es produeix al tracte
respiratori superior, i finalment la fase pulmonar, que es presenta en els casos
més greus i afecta el tracte respiratori inferior. En aquesta Ultima, es desencadena
'anomenada CS que causa un estat hiperinflamatori i I'activacié del sistema de
coagulacio. En les dues primeres fases s’empren majoritariament tractaments
antivirals i terapies basades en anticossos, mentre que a la fase pulmonar,

s'utilitzen tractaments antiinflamatoris i terapies immunomoduladores’®.

La crisi sanitaria global causada per la pandemia de COVID-19 exigia el
descobriment urgent de terapies eficaces, cosa que va conduir a la utilitzacio de
molécules experimentals de nou desenvolupament i a la reutilitzacio de farmacs

existents per a altres indicacions. En aquest context, 'Agéncia Europea del
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Medicament (EMA) va aprovar I'is preco¢ de Molnupiravir (Lagevrio) abans
d’autoritzar-ne la comercialitzacié’® i d’altres medicaments indicats per a I'artritis
reumatoide com I’Anakinra (Kineret)®, el Tocilizumab (RoActemra)®! i el Baricitinib
(Olumiant)®?, que tot i presentar poques evidéncies cientifiques respecte al
tractament de la COVID-19, es van utilitzar en casos de pacients hospitalitzats
greus que cursaven amb una resposta inflamatoria extrema. Finalment, cap

d’aquests tractaments ha estat aprovat per 'lEMA per falta d'efectivitat o seguretat.

Els tractaments per a la COVID-19 aprovats per 'EMA inclouen 2 tractaments

antivirals, 4 terapies d’anticossos monoclonals i 1 tractament antiinflamatori®2,

6.1. Terapies antivirals

Aquests tractaments actuen sobre el SARS-CoV-2, n’inhibeixen la replicacio i en
redueixen la carrega viral. Estan indicats en adults amb COVID-19 que no

necessiten oxigen suplementari i presenten risc d’evolucionar a COVID-19 severa.

- Nirmatrelvir/ritonavir (Paxlovid): inhibeix la proteasa NSP5 del virus
impedint el processament dels precursors de poliproteines®.

- Remdesivir (Veklury): desenvolupat préviament pel tractament de 'Ebola,
€s un analeg de I'adenosina trifosfat que quan s’incorpora a 'RNA de nova

sintesi del SARS-CoV-2 n’interromp la replicacio®.
6.2. Anticossos monoclonals

Els anticossos monoclonals han estat dissenyats artificialment per dirigir-se al
RBD de la proteina S del SARS-CoV-2, impedir 'entrada d’aquest a les cel-lules i
la seva replicacio, i frenar aixi la propagacio. Aquests anticossos s’administren per

via intravenosa i son els seguents:

- Regdanvimab (Regkirona): esta indicat per al tractament d’adults amb
COVID-19 que no requereixen oxigen suplementari i poden progressar a
estats més severs de la infecci6. Es un anticos monoclonal 1gG1 huma
recombinant?®®.

- Casirivimab/imdevimab (Ronapreve): esta indicat per al tractament d’adults
i adolescents a partir de 12 anys, que no requereixen ventilacio i poden
progressar a fases més greus de la infecci6. Sén els anticossos

monoclonals recombinants IgG1k i IgG1A%".
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- Sotrovimab (Xevudy): amb les mateixes indicacions que I'anterior. Es un
anticos monoclonal IgG18,

- Tixagevimab/cilgavimab (Evusheld): esta indicat com a profilaxis i
tractament en adults i adolescents de més de 12 anys. Els dos son

anticossos recombinants monoclonals 1gG1k®°.

6.3. Terapia antiinflamatoria

En pacients amb COVID-19 greu, la resposta immunitaria descontrolada del cos
a la infeccio pot provocar una inflamacio excessiva i la CS, que causa danys
secundaris als teixits i organs del pacient. Els corticoesteroides poden reduir
aquesta resposta inflamatoria i millorar els simptomes de la COVID-19 en pacients
hospitalitzats que requereixen oxigenoterapia. A partir dels resultats de I'estudi
clinic Recovery, que va analitzar I'is de diversos tractaments per a la COVID-19,

I'EMA va aprovar I'Gs de la dexametasona®°.

- Dexametasona: esta indicada en pacients adults i en adolescents a partir
dels 12 anys i amb un minim de 40 kg de pes que requereixen

oxigenoterapia®® a partir de 'administracié per via oral o intravenosa®.
7. Vacunes aprovades per ala COVID-19

La vacunacio de la COVID-19 ha estat un dels passos fonamentals per frenar la
propagacio del SARS-CoV-2 a tot el mén. Tot i que les mesures de salut publica,
com el confinament i I'is de mascaretes han estat efectives, les vacunes han
tingut un paper clau en la resolucié de I'epidémia. Els esfor¢os extraordinaris de
la comunitat cientifica han permes desenvolupar diferents vacunes en un temps
record. Malgrat tot, les desigualtats economiques, les limitacions en la produccio
i la falta d'accés als recursos per a la vacunacié han generat una distribucio

desigual®s.

A la Uni6o Europea (UE), 'lEMA ha autoritzat I'is de 8 vacunes i 4 vacunes
adaptades per a prevenir la infeccié de SARS-CoV-2. Les vacunes adaptades sén
vacunes modificades per proporcionar proteccido immunitaria contra I'aparicié de
noves variants del virus que tenen una major capacitat d’evadir el sistema immune
de I'noste®. A la Taula 1 es descriuen les vacunes per a la COVID-19 autoritzades

ala UE®,
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Taula 1. Vacunes per a la COVID-19 autoritzades a la UE

UNA ALTERNATIVA TERAPEUTICA EN PACIENTS ANCIANS AMB PNEUMONIA

Vacuna Tipus Edat recomanada N° de dosis Interval de temps entre dosis Dosi de reforg Variants Observacions
Comirnaty mRNA de la | > 12 anys (30ug) 2 3 setmanes Després de 3 mesos de la primera Original Es pot fer el reforc amb Comirnaty
(BioNTech i Pfizer) proteina S vacuna (30ug) Original/Omicron BA.1 o Comirnaty
5—11 anys (10ug) 2 3 setmanes Després de 6 mesos de la primera Original/Omicron BA.4-5
vacuna (10ug)
6 mesos — 4 anys (3ug) 3 3 setmanes entre la 1la i la 2a
dosi, 8 setmanes entre la 2a i la /
3a dosi
VIa2001 SARS-CoV-2 | 18 —-50 anys (0,5mL) 2 3 setmanes Després de 8 mesos de completar Original El refor¢ s’ha de feramb Valneva o una
(Valneva) inactivat la 1a vacunaci6 (0,5mL) altra vacuna basada en vectors
adenovirals
Nuvaxovid Proteina S > 12 anys (0,5mL) 2 3 setmanes Després de 6 mesos de la la | Original El reforg es pot fer amb una vacuna de
(Novavax) vacunaci6 a >18 anys (0,5mL) mRNA o amb vectors adenovirals
Spikevax mRNA > 12 anys (100uQ) 2 3 setmanes Després de 3 mesos de completar | Original El reforg es pot fer amb una vacuna de
(Moderna) 611 anys (5000) la 1la vacunacio a >12 anys (50uQ) mRNA o amb vectors adenovirals
Vaxzevria Adenovirus > 18 anys (0,5mL) 2 Entre 4 i 12 setmanes Després de 3 mesos després de la | Original Es pot utilitzar com a dosi de refor¢ en
(AstraZeneca) 2a dosi (0,5mL) pacients vacunats amb vacunes de
mMRNA
Jcovden Adenovirus > 18 anys (0,5mL) 1 Després de 2 mesos (0,5mL) Beta Es pot utilitzar com a dosi de refor¢ en
(Janssen) - pacients vacunats amb vacunes de
mMRNA
VidPrevtyn Beta | Proteina S > 18 anys (0,5mL) 1 Després de 4 mesos (0,5mL) Beta Es pot utilitzar com a dosi de reforg en
(Sanofi Pasteur) - pacients vacunats amb vacunes de
mMRNA
Bimervax Proteina S > 16 anys (0,5mL) 1 Després de 6 mesos (0,5mL) AlfaiBeta | Es pot utilitzar com a vacuna de reforg
(HIPRA) - en pacients vacunats amb vacunes de
mMRNA
Vacunes adaptades
Comirnaty mRNA > 6 mesos (0,3mL) Autoritzades només en persones que ja han Després de 3 mesos de la 1a Original i
Original/Omicron rebut una la vacunacio contra la COVID-19 vacunacié en persones > 12 anys Omicron -
BA.1 (0,3mL) BA.1
Comirnaty mMRNA > 6 mesos (0,3mL) Autoritzades només en persones que ja han Després de 3 mesos de la 1a Original i
Original/Omicron rebut una l1a vacunacié contra la COVID-19 vacunacié en persones > 12 anys Omicron -
BA.4-5 (0,3mL) BA.4-5
Spikevax bivalent | mRNA > 6 mesos (0,5mL) Autoritzades només en persones que ja han Després de 3 mesos de la 1a Original i
Original/Omicron rebut una la vacunacio contra la COVID-19 vacunacié en persones > 6 anys Omicron -
BA.1 (0,5mL) BA.1
Spikevax bivalent | mRNA > 6 mesos (0,5mL) Autoritzades només en persones que ja han Després de 3 mesos de la 1la Original i
Original/Omicron rebut una l1a vacunacié contra la COVID-19 vacunacié en persones > 12 anys Omicron -
BA.4-5 (0,5mL) BA.4-5

Abreviatures: mMRNA, acid ribonucleic missatger.
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8. Efectes del SARS-CoV-2 al sistema respiratori i patogenesi de la

pneumonia

L’ARDS és la principal malaltia pulmonar de la COVID-19 i es caracteritza per la
preséncia d'un increment de la permeabilitat epitelial i endotelial, vessaments de
fluids a l'interstici pulmonar, defectes en lintercanvi gasés, dany alveolar difus,

preséncia de membranes de hialina, hipoxia i fallada respiratoria®®.

Primerament, la infeccio i la replicacié del SARS-CoV-2 es produeixen localment a
I'epiteli sinonasal, concretament a les cél-lules mucoses secretores i ciliades®’. La
infeccio de les cel-lules de la cavitat hasal no desencadena una resposta immune
significativa i es correspon amb la fase d’incubacio de la malaltia en la qual
lindividu infectat és asimptomatic perd transmissor del virus®. La fase
simptomatica de la infeccié es produeix al tracte respiratori superior i es manifesten
simptomes de febre, tos i malestar. Es desencadena una resposta immunitaria
basada en l'alliberacié de la quimiocina amb motiu C-X-C lligand 10 (CXCL10) i
d’interferons (IFN-a i IFN-A) que en la majoria dels pacients pot contenir 'aveng de
la infeccié®®. Només un 20% dels pacients entren a la fase pulmonar en qué el virus
envaeix el tracte respiratori inferior i es manifesten els simptomes greus de la
malaltia. El virus infecta les cél-lules AT2 que alliberen citocines i marcadors
inflamatoris i finalment moren per piroptosi. Paral-lelament, les cel-lules immunes
sbn atretes als alvéols per gradients de quimiocines i incrementen la magnitud de
la resposta inflamatoria que desencadena la CS, que és un estat d'hiperinflamacio
generalitzat i altament patologic que es caracteritza per un augment de citocines
proinflamatories com la IL-6, la IL-4 i el TNF-a1%. Aquest estat patogénic provoca
alteracions a lintercanvi gasés alveolar i l'aparici6 de pneumonia que pot
progressar a ARDS i conduir eventualment a una fallada multiorganica i a la mort

del pacient!?,

La fisiopatologia de la pneumonia de la COVID-19 és causada per la desregulacié
del sistema renina-angiotensina (RAS) i el sistema cal-licreina-cinina (KAS), i

I'aparicio de la CS.
8.1.Desequilibri en els receptors ACE | ACE2 del sistema RAS

L’ACE2, a més de tenir un paper clau en I'entrada del SARS-CoV-2 a les ceél-lules

del cos, actua com un enzim regulador del RAS, que és un sistema hormonal i
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fisiologic que regula la funcio vascular i controla la pressio arterial. Als ronyons, la
renina, que és un dels enzims que en forma part, és secretada a la macula densa
en resposta a estimuls nerviosos simpatics 0 a concentracions baixes de sodi
intratubulars. La renina circula pel torrent sanguini i hidrolitza I'angiotensinogen a
angiotensina | (Ang 1). Posteriorment, als pulmons I'enzim convertidor de
I'angiotensina (ACE) talla I'’Ang | a angiotensina Il (Ang Il). Aquesta és una hormona
octapeptidica que pot activar diferents cascades de senyalitzacid intracel-lular
visiblement contraries segons el receptor de superficie cel-lular al qual s’'uneix°2.
Per una banda, I'’Ang Il es pot unir als receptors d’angiotensina de tipus 1 (AT1R)
promovent les funcions fisiologiques classiques d’augment de la pressié sanguinia,
vasoconstriccid i de secrecid d’aldosterona, entre d’altres. Concretament als
pulmons, I'activacio de I'eix AT1R pot causar fibrosi pulmonar, ja que augmenta les
espécies reactives d'oxigen (ROS)!%3, estimula la produccié de factor de
creixement transformant beta (TGF-B) que és una citocina clau per a la
fibrogénesil® i indueix el creixement cel-lular i la proliferacié de fibroblasts produint
una acumulaci6 de matriu extracel-lulari®>. A més, també incrementa la
permeabilitat vascular i pot causar edemes pulmonars i, finalment, I'apoptosi de
les cel-lules alveolars epitelialst?’. Per aguesta rad, medicaments que inhibeixen la
via Ang IlI/AT1R s’han proposat per al tractament de la fibrosi pulmonari®,
Alternativament, ’Ang Il pot unir-se als receptors d’angiotensina de tipus 2 (AT2R)
gue actuen com a mecanisme de compensacié de la via anterior promovent la

vasodilatacié i la natriuresi i disminuint la pressio6 arterial'®.

L’ACE2 participa al RAS a partir del clivatge de '’Ang | a Angiotensina 1-9 i 'Ang Il
a l'angiotensina 1-7 (Ang 1-7). L’Ang 1-7 és el lligand del receptor MAS (MASR)
acoblat a proteines G que actua com un mecanisme protector i compensatori dels
AT1R, ja que promou la vasodilatacid, I'antiproliferacio, la proteccié vascular i la
inhibicio de I'estrés oxidatiu''®. L’Ang 1-7 als pulmons inhibeix la via NF-kB i
disminueix el nombre de cél-lules immunes al liquid broncoalveolar, reduint la
inflamacié!!, i suprimeix significativament I'expressié de TGF-B prevenint la fibrosi
pulmonar!!?, S’ha demostrat que una inhibicié de I'expressio de '’ACE2 en ratolins
amb ARDS augmenta la gravetat de la malaltia, deguda a una major acumulacio

de neutrofils i un augment de la permeabilitat vascular®3,
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Figura 4. Enzims, substrats i funcions del sistema renina-angiotensina en
condicions fisiologiques. Abreviatures: ACE, enzim convertidor de I'angiotensina;
ACEZ2, enzim convertidor de I'angiotensina Il; AT1R, receptors d’angiotensina de
tipus 1; AT2R, receptors d’angiotensina de tipus 2; MASR, receptor MAS; TFG-8,

factor de creixement transformant beta.

La infeccié per SARS-CoV-2 no només utilitza TACE2 com a porta d’entrada a les
cél-lules del cos, sin6 que és capac¢ de reduir-ne I'expressié a les membranes
cel-lulars per diferents mecanismes. Aquests inclouen la internalitzacio del complex
SARS-CoV-2/ACE2 en el procés de fusié de les membranes!'41%® l'increment de
l'activitat de la proteasa ADAM17 que es troba a la superficie de les cél-lules
epitelials alveolars i talla el domini extracel-lular ’ACE2'7 i finalment, I'activacid
de senyals intracel-lulars, induides per la proteina S del virus, que causen la
degradacié del mMRNA de 'ACE2!18, Aquesta disminucié dels receptors ACE2 a la
superficie cel-lular provoca un augment significatiu de I'Ang 11**° i la pérdua del
balanc¢ protector entre les vies Ang 1-7/MASR i Ang II/AT1R. Aquest desequilibri
del sistema RAS és el responsable de gran part de la fisiopatologia de la COVID-
19, com per exemple, 'augment de la permeabilitat cel-lular que causa la formacio

d’edemes i I'aparicié de trombosi??121, A més, I'Ang Il també promou la resposta
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inflamatoria, ja que indueix el reclutament de leucdcits a través d’una
sobreregulacié d’E-selectina, P-selectina, interleucina 8 (IL-8) i quimiocina amb
motiu C-C lligand 2 i 5 (CCL2 i CCL5) a les cel-lules endotelials (EC)*??, i també
pot activar els receptors de tipus toll 4 (TLR4) a diverses cel-lules estimulant la

resposta immune innata'?3, incrementant aixi la inflamacié i el dany pulmonar.
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Estres oxidatiu

+TGF-p N
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Proliferacié de RAS
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Figura 5. Enzims, substrats i funcions del sistema renina-angiotensina durant la
infeccié del SARS-CoV-2, que causa patologia pulmonar diversa. Abreviatures:
ACE, enzim convertidor de [l'angiotensina, ACEZ2, enzim convertidor de
I'angiotensina Il; AT1R, receptors d’angiotensina de tipus 1; AT2R, receptors
d’angiotensina de tipus 2; MASR, receptor MAS; RAS, sistema renina-

angiotensina; TFG-B, factor de creixement transformant beta.
8.2. Activacié del sistema cal-licreina-cinina (KKS)

El KSS és un altre sistema, que juntament amb el RAS, manté 'homeodstasi
vascular i participa en la reparacio tissular i la inflamacio. Durant la infeccio del

SARS-CoV-2, pero, es produeixen alteracions patologiques al KSS?4,

El precursor del KSS és el cininogen que se sintetitza majoritariament al fetge en

condicions basals, o a I'epiteli alveolar en condicions inflamatories, i s’allibera a la
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sang. Aquest precursor es classifica segons el seu pes molecular, sent el cininogen
d’alt pes molecular (HMWK) el més rellevant al KSS'?°. El HMWK es processa a
bradicinina (BK) pels efectes de la proteasa cal-licreina dels teixits?. La BK és el
primer metabolit bioactiu del sistema i s'uneix als receptors B2 (BKB2R) que
s’expressen constitutivament a diversos teixits, com per exemple, a les EC.
Aquests receptors promouen la vasodilatacio i la reduccio de la pressio arterial, aixi
com lincrement de la permeabilitat vascular i el reclutament de neutrofils, molt
rellevant en la patogénesi de la COVID-19'%’. També s’ha observat que I'activacid
dels BKB2R promou I'expressié de proteines procoagulants i antifibrinolitiques!?,
Pels seus amplis efectes, cal que la seva degradaci6 estigui estrictament regulada
per evitar possibles efectes patologics. La carboxipeptidasa M (CPM) que es troba
ampliament expressada a la membrana de diversos tipus cel-lulars i la
carboxipeptidasa N (CPN) del plasma s’encarreguen de degradar la BK a des-
Arg9-bradicinina (DABK), que s’uneix a un altre tipus de receptor del KSS
anomenat receptor B1 (BKB1R)'?%. Les funcions d’aquest sén similars al BKB2R, i
esta relacionat amb I'expressid de gens vinculats al sistema immunitari i la
inflamacio, amb la migracié dels neutrofils i amb la infiltracié tissular dels

macrofags!®.

La degradacié de la BK i DABK als organs depén dels enzims ACE i ACE2,
respectivament, que retornen el KSS al seu estat fisiologic després de la seva
activaci6®®!. La reduccié de I'expressié d’ACE2 per la COVID-19 pot activar de
manera descontrolada diverses cascades de senyalitzacio, resultant en I'aparicio
de manifestacions cliniques patologiques. Per una banda, es dificulta la degradacio
fisiologica de DABK per la disminucié de I'expressié d’ACE2'4, i per l'altra, la
infecci6 de SARS-CoV-2 provoca un augment de BK al plasma. Tot i que es
desconeixen les causes d’aquest fenomen, diversos estudis demostren que el
liquid broncoalveolar dels pacients amb COVID-19 greu presenten uns nivells més
elevats de BK**? i de cininogen'33134, | ’'augment de DABK sobreactiva els BKB1R
que indueixen l'alliberacio de superoxid i I'aparicié d’estrés oxidatiu'®® i un augment
de la secrecio de quimiocines proinflamatories, com la CXCL1, CXCL2 i CXCL5, i
de TNF-a que es tradueix en una major infiltracié de neutrodfils als pulmons i un
increment de la inflamaci6*3®. En paral-lel, I'activacié dels BKB2R també promou la
resposta inflamatoria, ja que indueix I'expressié d’IL-6%7, i I'aparicié d’estrés

oxidatiu per I'alliberacié d’oxid nitric (NO)*38 i superoxid a les EC'*°, A més, Shariat-
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Madar et al. demostren que la deficiencia del receptor BKB2R redueix el risc de
trombosi, suggerint que la sobreactivacié d’aquest receptor causada per la COVID-
19 podria induir un efecte proinflamatori i protrombotict4°.

La sobreactivacio del KSS causada per la COVID-19, ha estat anomenada
tempesta de bradicinines!®® i pot explicar una gran part de les manifestacions
clinigues de la COVID-19, inclosos l'increment de la permeabilitat vascular que
condueix a la formacié d’edemes, a la inflamacié!4', a un major risc de trombosi, i
a 'augment de la vasodilatacio que provoca hipotensio, caracteristica dels pacients
amb COVID-19 critica'#2,

y

HMWK
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Figura 6. Desregulacio del sistema cal-licreina-cinina causada per la infeccio del
SARS-CoV-2. Abreviatures: ACE, enzim convertidor de I'angiotensina; ACE2,
enzim convertidor de [l'angiotensina II; BK, bradicinina, BKB1R, receptor de
bradicinina B1; BKB2R, receptor de bradicinina B2; DABK, des-Arg9-bradicinina;
CPM, carboxipeptidasa M; CPN, carboxipeptidasa N; CXCL2, quimiocina amb
motiu C-X-C 2; HMWK, cininogen d’alt pes molecular; IL, interleucina; TNF-a, factor

de necrosi tumoral alfa.
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8.3.Immunopatologia i inflamacié als pulmons en els casos de COVID-19

severa

Marcadors d’inflamacié elevats en sang, com per exemple la CRP, la ferritina i el
dimer D, aixi com un increment en la ratio neutrofil/limfocit i la presencia de
citocines i quimiocines proinflamatories, s’han associat amb una major severitat i
mortalitat per la COVID-19%43.

Els factors causants de la patologia severa de pulmoé que s’observa a la COVID-19
sén molt complexos i actualment encara estan sent estudiats. Els diversos
mecanismes que hi participen inclouen la mort de les cel-lules epitelials alveolars
a causa de la infeccié per SARS-CoV-2, el retard en la resposta d’'IFN de I'hoste
gue propicia una replicacié viral descontrolada, i I'alliberacié de patrons moleculars
associats a patogens (PAMP) i a dany (DAMP) que afavoriran la migracié de
cel-lules immunes als pulmons i que induiran un alliberament massiu de citocines i
guimiocines. Cada cel-lula juga un paper caracteristic en la immunopatologia de la

COVID-19 severa que sera descrit amb detall en els seguents apartats.
8.3.1. Cél-lules epitelials alveolars

Les dues cel-lules epitelials principals que recobreixen els alvéols sén les cél-lules
alveolars de tipus 1 (AT1) i de tipus 2 (AT2). L’analisi d’expressio del gen ACE2 en
diferents tipus de cel-lules provinents de pulmoé sa i adult han revelat que el 83%
de les cél-lules que expressen el gen ACE2 sbn cel-lules AT2, seguides de EC,
fibroblasts, macrofags i finalment les cél-lules AT1'44. No només I'expressid
d’ACE2 és important per a I'entrada del SARS-CoV-2 a les cél-lules sin6 també la
de TMPRSS2. L’elevada coexpressio d'ambdods a les cel-lules AT2 fa que aquestes
siguin molt sensibles a la infeccié'*. Les cel-lules AT2 sintetitzen surfactant
pulmonar, tenen funcié immunologica, ja que alliberen citocines i quimiocines46:147,
promouen el desenvolupament i el manteniment dels macrofags pulmonars48149

participen en la renovacio i reparacio de I'epiteli alveolar?°,

Un model in vitro de cél-lules AT2 de pulmd ha demostrat que I'entrada del SARS-
CoV-2 produeix un canvi cap a un patro transcriptomic proinflamatori, caracteritzat
per una sobreregulacié de la senyalitzacié de NF-kB i una pérdua d’expressio de
gens relacionats amb la produccié de surfactant'®!. A més, també s’ha observat

mitjancant talls de pulmé post mortem de pacients amb COVID-19, que el virus
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causa la mort cel-lular de les cél-lules AT21%2, El virus indueix tant I'apoptosi, per
un augment de la proteina assassina ovarica BCL-21%2 i de la caspasa-8, que regula
laugment de l'expressid de les citocines proinflamatories IL-7, IL-8, TNF-a,
CXCL10 i CCL5%4, com la piroptosit®®. La piroptosi és una forma de mort cel-lular
programada que s’activa amb I'objectiu d’eliminar les cél-lules infectades i frenar la
propagacio viral. Aquesta es caracteritza per la formacié de porus a la membrana
cel-lular que permeten [lalliberacié de citocines i diversos DAMP, i per
'assemblatge de l'inflamasoma NLRP3 al citoplasma. EI NLRP3 és una estructura
multiproteica que activa la caspasa-1 i que processa diverses proteines
precursores, com la pro-IL-1B i la pro-IL-18, per convertir-les en les seves formes
actives i secretables!®®, Aquestes dues citocines sén marcadores d’inflamacid

pulmonar i han estat associades amb un pitjor pronostic de la COVID-19%%",

La depleci6 de les cel-lules AT2 causa, per una banda, una disminuci6é de la
produccié de surfactant, que és un liquid format per proteines i lipids que redueix
la tensi6 superficial a la interficie aire-liquid, preveu el col-lapse alveolar i manté la
barrera alveolo-capil-lar'®®, Per altra banda, dificulta la reparacié del dany pulmonar
i pot acabar produint fibrosi pulmonar'®®, que és la seqlela més severa en els
supervivents de la COVID-19'%0, Conseguientment, la destruccié de les cél-lules
AT2 condueix a la perdua de la funcié pulmonar i pot provocar una fallada
respiratoria, i a meés, causa l'alliberacio de citocines i quimiocines que indueix la

migracio i 'activacié de diverses ceél-lules del sistema immune als alvéols.
8.3.2. Monocits

Les cel-lules alveolars epitelials infectades pel SARS-CoV-2 alliberen
guimioatraients, com la CCL2 i la CCL7, que indueixen la migracié dels monocits
circulants cap als pulmons'®l, Un cop alla, i en preséncia de citocines
proinflamatories, els monocits es diferencien a macrofags derivats de monocits
(mo-AM) a partir de I'activacié de diverses vies de senyalitzacié, com les vies janus
quinasa i de I'activador de la transcripcié STAT. A la vegada, les NK i les cél-lules
T que també migren als pulmons, alliberen factors estimulants de colonies de
granulocits (G-CSF) i macrofags (GM-CSF), TNF-a i IFN-y que incrementaran el

reclutament i I'activacié de més mo-AM162,
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La COVID-19 greu produeix canvis fenotipics funcionals en els monaocits.
Especificament, s’ha observat un augment de les poblacions de monocits més
proinflamatoris en pacients hospitalitzats o a 'UCI®3. Els mecanismes subjacents
a aquests canvis encara estan sent estudiats, perd s’ha demostrat que els monocits
poden ser infectats pel SARS-CoV-2 a partir d’'una via independent a ACE2,
facilitada pels receptors CD16a i CD64. Un cop el SARS-CoV-2 entra a aquestes
cel-lules, activa l'inflamasoma NLRP3 que promou la secrecié de citocines
proinflamatories i provoca la piroptosi, contribuint aixi a I'hiperinflamacié416>, Per
aguesta rad, molecules relacionades amb l'activacio de I'inflamasomai i la piroptosi,

com la LDH, s’han associat a una major severitat'®®.

A més, els mondcits han estat associats amb l'aparicié de micro i macrotrombes
en venes i artéries, patologia que ha rebut el nom de coagulopatia associada a la
COVID-19 (CAC)!7. Hi ha diverses causes involucrades en aquesta patologia i una
d’elles son alteracions al factor de teixit (TF), que és una glicoproteina
transmembrana que es troba a les EC vasculars i que també es pot expressar a
les cél-lules mononuclears en un context inflamatori, com a resposta a la IL-6. El
TF permet iniciar la cascada extrinseca de coagulacio de la sang que finalment
provoca la formacié de coaguls'®®. En els casos de COVID-19 greu, es produeix
I'activacio de les plaquetes deguda a un increment dels mediadors proinflamatoris
i procoagulants circulants al plasma, com el fibrinogen i la CRP. La seva activacio
augmenta I'expressioé de P-selectina que permet I'adhesioé entre elles i la formacio
d’agregats amb monocits, en els que s’indueix la sobreexpressié de TF%°, Aquest
augment de TF als mondcits s’associa amb una major mortalitat en pacients amb
COVID-19 several’®, ja que, juntament amb el TF expressat a les EC vasculars,
causa la coagulacié de la sang i la simptomatologia del CAC%?, tal com confirmen

uns nivells elevats de dimer D a la sang*’?.
8.3.3. Macrofags alveolars

Els macrofags son una peca clau en la resposta immune innata contra els patogens
invasors. A partir del reconeixement d’antigens microbians i en resposta a citocines
que els estimulen, els macrofags incrementen la produccié d’altres citocines,
inclosos, TNF-qa, IL-1 i NO, que tenen propietats antimicrobianes. També poden
modular el sistema immune adaptatiu, ja que secreten IL-12 i IL-23 que regulen la

diferenciacio i 'expansié de cél-lules T auxiliars de tipus 1 (Th1) i 17(Th17)'2. Per
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altim, participen en el manteniment de la salut dels teixits a partir de coordinar la

reparacio tissular!’3.

Tot i aix0, la nomenclatura i la caracteritzacié dels macrofags ha estat motiu de
controversia en els dltims anys a la comunitat cientifica'’®. En un intent de
classificar els diferents estats d’activacio dels macrofags, Mills et al. van publicar
'any 2000, un article definint el paradigma de la polaritzacié dels macrofags de
tipus 1 (M1) i de tipus 2 (M2), en funcié de les seves diferencies en el metabolisme
energetic cel-lular i funcions. Per una banda, van definir que els macrofags M1 o
tradicionalment coneguts com a “macrofags classicament activats”, s’activen per
lipopolisacarid (LPS), IFN-y i TNF- a i augmenten I'expressié de la forma induible
de la sintasa d’oxid nitric (iNOS) que alliberara NO, incrementen la secrecié de
TNF-a i altres citocines i promouen l'activacid de cél-lules Th1. També, els
macrofags proinflamatoris alliberen superoxid a partir de I'expressio i I'activacio de
les NADPH oxidases!’®, promovent aixi 'estrés oxidatiul’¢. Per altra banda, els
macrofags M2 o “macrofags alternativament activats”, s’activen per IL-4 i IL-13,
presenten un fenotip antiinflamatori i participen en l'activacié de ceél-lules Th2 i la
regeneracio tissular’’. Diversos estudis han demostrat que aquesta classificacié
dicotomica és una simplificacio i que és només aplicable in vitro, quan els diferents
estimuls poden ser controlats. In vivo, els macrofags no presenten nomeés una
funcié especifica sind una progressio de canvis fenotipics i funcionals en resposta

a les fluctuacions constants del microambient on es troben!’8,

Cal tenir en compte aquesta variabilitat fenotipica per entendre els efectes de la
infeccié de SARS-CoV-2 en les funcions dels macrofags!’®. A més, la poblacié de
macrofags als pulmons és heterogénia i cada tipus de macrofag presenta unes
caracteristiques determinades. Als pulmons hi ha tres poblacions majoritaries de
macrofags, els macrofags alveolars (AM), que es troben dins del compartiment
alveolar i que es classifiguen en AM residents al teixit (TR-AM) o AM derivats de
monocits (Mo-AM), i els macrofags intersticials, que abunden a [Iepiteli
microvascular i a la zona epitelial alveolar'®. Els TR-AM actuen com a vigilants per
a mantenir I'equilibri immune i tenen una capacitat de resposta baixa a estimuls,
mentre que els Mo-AM, provenen de monocits que migren als alvéols guiats pel
gradient de quimiocines i, tot i que presenten una plasticitat funcional que depén

majoritariament del microambient pulmonar, sén molt més reactius'8’. En abséncia
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de dany o estimuls inflamatoris, els TR-AM presenten un fenotip majoritariament
antiinflamatori i realitzen la fagocitosi per eliminar xenobiotics inhalats i mantenir
I'hnomeostasi'®?. En el context d’inflamacié aguda, com la que caracteritza la
COVID-19 severa, es produeix una perdua dels TR-AM per la infeccié directa
d’aquestes ceél-lules pel virus, que indueix la piroptosi a partir de I'activacio de
inflamasoma NLRP3'%, Els TR-AM seran substituits pels Mo-AM!8, que
dominaran la poblacié d’AM** i adoptaran un fenotip fortament proinflamatori*é:,
Quan els Mo-AM arriben al compartiment alveolar s’activen a través de la unio6 dels
seus receptors de reconeixement de patrons (PRR) amb els PAMP, els DAMP i les
citocines proinflamatories alliberades per les cél-lules alveolars AT2 piroptotiques.
Aleshores s’activaran diverses cascades de senyalitzacié intracel-lulars que
promouran l'alliberacié de citocines i quimiocines com la IL-6, IL-8, TNF-a, CCL2,
CCL3, CCL4 i CXCL10%8186 induiran la formacio de I'inflamasoma NLRP3 amb la
consegient secrecio d’IL-1B i IL-18%7. Aquest ambient tant reactiu i inflamatori
incrementara I'apoptosi de les cel-lules epitelials alveolars i incrementara el dany
pulmonar!®, Els pacients amb COVID-19 severa i pneumonia presenten un perfil
caracteristic de citocines sistémiques causat per la CS, com el que s’observa a la
sindrome d’activacio de macrofags (MAS)%2. Aguesta consisteix en un estat
d’hiperinflamaci6 que es caracteritza per una hiperactivaci6 andomala i
descontrolada dels macrofags que alliberen quantitats massives de citocines, com
la IL-6, IL-7 i TNF-a i quimiocines inflamatories, com la CCL2, CCL3 i CXCL10%°,
La IL-6 alliberada pels macrofags juga un paper clau a la CS, ja que estimula la
secrecio d’altres citocines proinflamatories i la diferenciacié de les cél-lules Th17 i
de les cél-lules T CD8+ efectores. A més, incrementa la permeabilitat de les EC
dels capil-lars pulmonars promovent una major migracio de cel-lules immunes als

alveolso,

En resum, el grau de severitat de la COVID-19 es veura influenciat per la distribucié
poblacional d’AM als pulmons durant la infeccio i per la presencia de MAS. Tant els
macrofags com els monocits tenen un paper clau en la CS que acabara conduint a

dany tissular, disfunci6 sistémica i 'aparicio d’ARDS en els casos més greus.
8.3.4. Neutrofils

Els neutrofils formen part de la resposta immune innata i juguen un paper clau en

la defensa immediata contra microorganismes. Aquestes cel-lules fagociten els
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microbis que son eliminats dins de granuls citoplasmatics i formen les trampes
extracel-lulars de neutrofils (NET) que son estructures extracel-lulars de cromatina

provinents del nucli que permeten immobilitzar i liquidar patogens®®.

Els neutrofils participen en la fisiopatologia de la COVID-19, i les directrius cliniques
coincideixen en utilitzar-los com a indicadors pronostics de gravetat. Una major
severitat ha estat relacionada amb un augment dels neutrofils a I'epiteli nasofaringi,
als pulmons, al liquid broncoalveolar i a la sang?®? i amb un increment de la ratio
neutrofil/limfocit’®3. A més, durant la infecci6 de SARS-CoV-2 es produeix un
desequilibri en els diferents subgrups de neutrofils i un increment del nombre de

neutrdfils immadurs a la sang en els casos greus®4.

En la COVID-19, els neutrdfils circulants migren per quimiotaxis cap als pulmons!9
on s’activen en resposta a citocines, com la IL-8 i altres PAMP, i comencen la
fagocitosi del SARS-CoV-2, la desgranulacié de mieloperoxidasa i elastasa i
I'alliberaciéo de ROS a través de I'activacié de la NADPH oxidasal%. Loyer et al.
van observar que els neutrofils de pacients amb COVID-19 presenten una major
expressio de CD11b, que és un marcador d’activacié. Aquesta hiperactivacio es
tradueix en una major desgranulacid, en la formacié d’agregats entre neutrofils i
plaquetes contribuint a la formacié de microtrombes i a una major concentracié de
P-selectina i E-selectina solubles a la sang'®’, que sén marcadores de dany
endotelial i inflamacié vasculart®®1% i una de les manifestacions cliniques de la
COVID-19 aguda®®. Més enlla de la hiperactivacié, també s’ha observat una major
migraci6 dels neutrofils en pacients amb COVID-19%°1, facilitada per un increment
de I'expressio de molécules d’adhesié com la MAC-12°2 i per la pérdua de funcié

de les NK, tal i com es descriura a continuacio.

Els neutrofils en la COVID-19 presenten una dualitat de funcions, ja que, per una
banda, poden limitar la progressié del SARS-CoV-2, pero per l'altra, la produccio
de NET, la secrecid d'enzims proteolitics i l'alliberaci6 de ROS, indueixen
processos immunologics i inflamatoris que poden causar lesions agudes i conduir
a l'aparicié d’ARDS?%3. Malgrat aixo, la funcié del neutrofil que més s'ha associat
amb la fisiopatologia de la COVID-19 és la sintesi de NET?%* que acaba causant la
seva mort en un procés anomenat NETo0si?%. Les NET estan associades amb el
marcador d’inflamacié alveolar IL-8 en pacients amb pneumonia?®®, causen

citotoxicitat i la mort de les cél-lules alveolars epitelials i endotelials??’, i en alguns
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casos, poden produir processos d’autoimmunitzacio®’. A més, les NET poden
formar-se als vasos sanguinis provocant la seva oclusié i causant trombosi

microvascular?®®, caracteristica de la COVID-19 critica2°°.

La formacié de ROS per part dels neutrofils ha estat motiu de controversia. Alguns
autors defensen que es veu significativament reduida en pacients amb COVID-19
greut®’201 aixi com I'activitat fagocitica?'®, fenomen que explicaria el nombre
significatiu d’infeccions bacterianes secundaries a la COVID-19. Les causes
d’aquest fenomen soén desconegudes, pero s’hipotetitza que podria ser degut a una
migracio massiva de neutrofils immadurs als pulmons. Contrariament, hi ha autors
gue demostren que en la COVID-19, els neutrofils presenten una major produccio
de ROS?1! i que lestrés oxidatiu que se’n deriva magnifica la resposta
immunopatologica i condueix a I'aparicié d’hipoxia i fallada respiratoria. A més, les
ROS poden afectar I'estabilitat de la membrana lipidica i I'estructura dels globuls

vermells circulants al torrent sanguini, augmentant el risc de trombosi?!2.
8.3.5. Cél-lules assassines naturals (NK)

Les NK juguen un paper clau en la vigilancia immunitaria innata contra tot tipus
d’infeccions i la majoria de NK son citotoxiques i causen la mort de les cél-lules
diana a partir de I'alliberacié de granuls litics?'3, o induint I'apoptosi a partir de la
unio de les proteines transmembrana TRAIL i FASL amb els seus receptors de
membrana?!®. A més, també produeixen citocines com I'lFN-y, TNF-a i IL-10,
factors de creixement com el GM-CSF i G-CSF i quimiocines com la CCL3 i la
CCL4 i CXCL1. Finalment, les NK poden millorar la presentacié d’antigens a les
cel-lules T per part de les cél-lules dendritiques (DC) i modular l'activitat dels

macrofags?®®.

Durant la infeccié aguda de la COVID-19, s’ha observat que el nombre de NK a la
sang periferica disminueix, ja que aquestes migren als pulmons atretes per
I'alliberacié de quimiocines, com la CXCL16'®4. Aquesta reduccié de NK circulants
es correlaciona amb una major severitat?1® i s’ha vist que retorna als valors normals
durant la fase de recuperacié del pacient?’’. En els casos de COVID-19 severa
s’han observat deficiéncies en les funcions normals de les NK que limiten el control
viral, la produccié de citocines i la citotoxicitat?'8. Als pulmons, les NK s’activen

segons un balan¢ entre senyals activadores o inhibidores que es troben a altres
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cél-lules i s’'uneixen als seus receptors, per la presencia de citocines com la IL-12,
IL-18, IL-15 i IFN i finalment, a partir de I'activacio dels TLR?'°. En general, el
SARS-CoV-2 produeix a les NK un augment de I'expressio de receptors inhibitoris
i una disminucié dels activadors???. Concretament, en mostres de pacients amb
COVID-19 severa, s’ha observat un increment significatiu de I'expressié del
receptor de superficie inhibitori NKG2A??1, que és degut a un augment de certes
citocines als pulmons, com la IL-6%?2. Una major expressio del receptor NKG2A
limita la secrecié normal de citocines com la IL-2, TNF-a, granzims i IFN?23, En
paral-lel, 'ambient proinflamatori que es genera als pulmons causa un excés de
l'alliberacio d’IL-6 i IL-8 que també redueixen la funcio citotoxica de les NK a través
de l'activacié de la via STAT3 que es relaciona amb una menor expressioé de
receptors d’activaci6??*. Tot aixd causa una disminucié de les funcions de les NK i
de la secrecio d'IFN, que és un component essencial de la defensa antiviral de
I'hoste, ja que modula les funcions del sistema immune per a restringir la replicacié
del virus a les cél-lules infectades i frenar la seva propagacio. A més, I'lFN-y
secretat per les NK activades és d’especial importancia en la COVID-19, ja que
inhibeix 'acumulacio dels neutrofils als pulmons, que és altament patogénica??.
Tot aix0 resultara en una migracio massiva de neutrofils als pulmons atrets per

'ambient hiperinflamatori.

CONTROL FISIOLOGIC < NKG2A

Neutrofil NK

PERDUA DEL CONTROL FISIOLOGIC PER SARS-CoV-2

. ° fNKezA T }

— %0 06 —»
.a 3\, fSTATs
IL-6 Receptors
actlvad rs
b &
AUGMENT DE LA MIGRACIO ALS PULMONS an
I ACTIVACIO DELS NEUTROFILS I‘L'_"e

Figura 7. Control fisiologic de la migracié dels neutrofils als pulmons per part de
les NK i perdua de 'homeostasi durant la COVID-19. Abreviatures: IL, interleucina;

IFN-y, interfer6 gamma; NK, natural killers.

45



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI

LA RADIOTERAPIA A DOSIS BAIXES: UNA ALTERNATIVA TERAPEUTICA EN PACIENTS ANCIANS AMB PNEUMONIA
SEVERA CAUSADA PER COVID-19

Berta Piqué Smith

8.3.6. Cél-lules dendritiques (DC)

Les DC inclouen dos tipus cel-lulars principals, les cél-lules plasmacitoides (pDC)
gue son cel-lules especialitzades a produir de manera massiva i rapida IFN de tipus
I, com 'INF-a i 'lFN-B, i les cél-lules convencionals (cDC) que s’especialitzen en la
presentacio d’antigens als limfocits T i es divideixen en tipus 1 (cDC1) i tipus 2
(cDC2). A més, en preséncia d’'un ambient inflamatori, els monocits poden adoptar
la morfologia i la funcié de cél-lules presentadores d’antigens i s’anomenen DC
derivades de monocits (moDC)??%, Les DC tenen PRR a les membranes que
reconeixen ’'RNA viral i activen diverses cascades de senyalitzacié com la TLR3 i
IRF7, implicades en la produccié d’IFN |, citocines proinflamatories com el TNF-q,
IL-18 i IL-6 i quimiocines com la CCL2, CCL3 i CCL4. Aquestes quimiocines
reclutaran monocits i macrofags cap a la zona d’inflamacio. Paral-lelament, les DC
serveixen de vincle amb el sistema immune adaptatiu, ja que presenten antigens

a les ceél-lules T227,

De manera general, els virus activen I'expressio d'IFN | per part de les pDC al cap
de dues hores des de l'inici de la infeccid. Als pacients severs i critics de COVID-
19, el SARS-CoV-2 pot evadir el control inicial del sistema immune innat i retardar
i limitar la produccié d’'IFN | de I'hoste. Aixo fara que les defenses antivirals es vegin
minvades i que la carrega viral incrementi massivament??8, S’hipotetitza que la
resposta massiva de citocines en els pacients amb COVID-19 severa pot ser un
intent del sistema immune innat per a suplir el retard que es produeix en la seva

activacio??®.
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Figura 8. Diferencies temporals en la resposta dels IFN en els casos de COVID-
19 lleu i COVID-19 severa. En els casos de COVID-19 severa, l'alliberacié
retardada dels IFN causa una replicacié massiva del virus. Abreviatures: IFN,

interferd. Figura modificada de Park et al.22°

Aquesta disrupci6 de la resposta dels IFN | en presencia de SARS-CoV-2 es deu
a canvis en la distribucié de la poblacié de DC. En els casos de COVID-19 greu,
per una banda, la ratio de cDC/pDC esta significativament augmentada?3® i per
l'altra, les DC es veuen atretes cap als teixits pulmonars per les quimiocines
alliberades durant la piroptosi de les cél-lules AT2, pero curiosament, només les
cDC2 s’hi acumulen, pero no les cDC1 o les pDC??’. Aixd podria explicar perqué el
SARS-CoV-2 indueix uns nivells molt baixos d’'IFN que s’associen amb altes
carregues virals i una resposta inflamatoria excessiva de la via NF-kB, que causa
I'alliberaci6 massiva de TNF-a i IL-62?8. També s’ha demostrat que mutacions
genetiques amb pérdues de funcié que afecten les vies TLR3 i IRF7, relacionades

en la inducci6 dels IFN [, incrementen la severitat de la COVID-19231,

Diversos estudis han estudiat les causes d’aquest fenomen d’evasio del SARS-
CoV-2 a la resposta dels IFN. Alguns autors apunten a la disminucié del nombre
de DC a la sang periférica en la fase aguda de la COVID-19 severa?3®2, També, el
SARS-CoV-2 pot infectar les DC intersticials pulmonars, perqué presenten ACE2 i
altres receptors facilitadors com el DC-SIGN?33 j el CD147%%4. Tot i que el virus no
és capac¢ de replicar-se en el seu interior, pot alterar les seves funcions.

Experiments in vitro han demostrat que quan el SARS-CoV-2 infecta les moDC
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altera les seves funcions inflamatories i impedeix I'expressié dels gens d’'IFN a
partir de la inhibicié de STAT1, que és un modulador clau de I'expressio d'IFN. A
meés, també s’ha observat que el SARS-CoV-2 incrementa I'expressio de CXCL10
a les moDC?%, Els nivells d'IFN | també modulen la resposta de cél-lules del
sistema immune innat, com els monocits i els neutrofils, a la fase aguda de la
infeccid. Concretament, els IFN | estimulen els monocits classics, que es veuen
augmentats en els casos lleus de COVID-19, mentre que als casos severs, aquesta
disminucié d’'IFN esta associada amb una major quantitat de monaocits no-classics

gue s6n més proinflamatoris i produeixen ROS?36,

Per altra banda, les DC tenen un paper clau en fer de pont entre el sistema immune
innat i adaptatiu. Aquestes cel-lules activen els limfocits a través de la presentacio
d’antigens mitjangant el complex major d'histocompatibilitat (MHC)?3. En els casos
més severs de COVID-19, el SARS-CoV-2 redueix l'eficiencia de la presentacio
d’antigens de les DC a partir d’induir canvis en I'expressio de les molécules MHC.
Concretament, el virus causa una disminucié de I'expressiéo d’HLA-DR, que és un
receptor de superficie de tipus MHC 112®2® i una reducci6 de la molecula
coestimuladora CD80 i CD86 a la superficie cel-lular, necessaria per a 'activacio
de les cél-lules T?%0. A més, els mateixos IFN-a i IFN-B alliberats per les DC
influeixen en la funcio de les cél-lules T CD4+ o CD8+ i milloren la resposta de les
cél-lules B. Per aix0, la disminucié d’INF impedeix una resposta efectora eficient
de les cél-lules T2%%. En aquesta linia, algunes metaanalisis han demostrat que el
tractament amb IFN-B en casos de COVID-19 moderada i severa produeix una

millora clinica?4? i una reduccio del risc d’entrada a 'UCI?41,
8.3.7. Limfocits

El sistema adaptatiu es constitueix de 3 tipus cel-lulars, les cel-lules B productores
d’anticossos, les cél-lules T CD4+ amb efectes moduladors i efectors, i les cél-lules
T CD8+ que presenten activitat citotoxica??. En el cas de la COVID-19, la resposta
dels limfocits T es detecta a gairebé totes les infeccions, sent la de les CD4+ major
que la de les CD8+. La principal diana antigénica de les cél-lules T CD4+ i CD8+

és majoritariament la proteina S243,

Tal com s’ha descrit anteriorment, la resposta deficient dels IFN causa un retard en
I'activacio dels limfocits T que és compensada per una sobreactivacio del sistema
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immune innat causant amplis efectes patogenics. Generalment, la participacié de
les cél-lules T a la lluita contra el SARS-CoV-2 es considera beneficiosa, fins i tot
guan la resposta es demora en el temps i és simplement massa tard per poder
frenar el dany tissular produit®*?2. Després dels TR-AM, les cél-lules T son les
cél-lules immunes més nombroses del teixit pulmonar, sobretot les CD8+ i les
CD4+ residents de memoria. En la COVID-19, la preséncia de cél-lules T als
pulmons té un efecte regulador del microambient alveolar que facilita una
eliminacié ordenada del virus, a la vegada que controla la inflamacié?#4. L’analisi
del liquid broncoalveolar de pacients amb COVID-19, mostra que els casos severs
presenten un menor nombre de cél-lules T infiltrades als alvéols respecte als
pacients moderats'®, que podria ser degut a una disminucié dels limfocits
circulants?#®. La COVID-19 severa es caracteritza per la preséncia d’eosinopénia i
limfopénia amb una reduccié de les cel-lules T CD4+ i CD8+, de les cel-lules B i de
les NK?%6, Fins a un 63% dels pacients amb COVID-19 critica presenten
limfopénia®*’ que, entre altres causes, es pot explicar per la infeccié directa del
SARS-CoV-2 a les cél-lules T a través d’una via independent d’ACE2248, que causa
un augment de I'expressié del receptor de mort programada Fas?*, que s’ha

correlacionat amb una major apoptosi®*°.

Més enlla del nombre de limfocits T, en els casos severs de COVID-19 aquestes
cél-lules es troben altament desregulades, esgotades i/o estancades en estats
naifs?5!. Concretament, en casos de pneumonia s’ha observat un increment dels

marcadors de cél-lules T relacionats amb senescéncia i extenuacio?>2.

Les cel-lules T CD4+ especifiques per a SARS-CoV-2 es poden detectar entre 2 i
4 dies després de I'aparicio de simptomes?>3 i s’han relacionat amb una menor
severitat de la COVID-192%4, Aquestes cel-lules es poden diferenciar a cél-lules Thl
gue presenten activitat antivirica perqué alliberen IFN-y?%°. També, les CD4+ poden
donar lloc a les cel-lules auxiliars fol-liculars (Tfh) que promouen la diferenciaci6 de
les cél-lules B als centres germinals i la seva disminucio ha estat relacionada amb
una major mortalitat per COVID-19%%6. Finalment, en els casos de pneumonia
deguda a la COVID-19, s’ha observat un increment de la diferenciacioé cap a Th17
en presencia de citocines proinflamatories com la IL-1B, IL-6 i IL-232%2, Aquestes
ceél-lules tenen efectes deleteris en la infeccio, ja que alliberen més citocines

proinflamatories, com la IL-17, que incrementa la inflamacio sistémica i la infiltracio
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de cél-lules immunes als pulmons?®’ i és molt important en la patogenesi de la
COVID-19%%8,

Les cel-lules T CD8+ contribueixen a una resposta protectora contra el SARS-CoV-
2. Quan detecten un antigen a traves dels seus receptors MHC | es diferencien a
cél-lules CD8+ efectores i eliminen les cél-lules diana a partir de I'alliberacié de
citocines, com el TNF-a. Una fraccié d’aquestes cel-lules pot esdevenir cel-lules T
CD8+ de memoria®®®. La COVID-19 severa provoca una disminucié en el nombre
de CD8+ efectores?®, canvis en marcadors associats al cicle cel-lular®®! i un
augment de receptors inhibitoris a la superficie, com la proteina de mort cel-lular 1
(PD-1). Aixo causa un fenomen anomenat extenuacio que impedeix la seva funcié

fisiologica i redueix I'alliberacio d’IFN-y, dificultant la resolucié de la infeccio??.

Finalment, els anticossos produits per les cél-lules B s6n una part important de la
resposta immune adaptativa contra la COVID-19. La seroconversié
d'immunoglobulina M (IgM) contra la proteina S es produeix de mitjana al dese dia
després de I'aparicié de simptomes i la d’lgG al catorzé dia?®3. Hi ha diversos
factors que relacionen la cinética de la produccié d’anticossos amb els graus de
severitat de la COVID-19, incloent-hi la magnitud de la resposta®®*, la velocitat de
la seroconversié dels individus?®® i finalment, la durabilitat d’aquests anticossos a
la sang després del pic, que podria guardar relacié amb una generacié més eficient

de cel-lules plasmatiques longeves?2%®.

L'estudi d'individus asimptomatics de COVID-19 ha revelat que aquests presenten
una immunitat antiviral equilibrada i eficient. S’ha demostrat que tant els
asimptomatics com els casos lleus mostren una resposta de memoria de cel-lules
T i B?7, que dura entre 5 i 8 mesos i no té correlaci6 amb la severitat de la
malaltia?®®, i que els individus asimptomatics presenten una major produccié d'IFN-

y i IL-2 per part de les seves cel-lules T299,
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Aquest esquema resumeix la immunofisiopatologia general en la fase pulmonar de

la COVID-19.
ALVEOL SA ALVEOL INFECTAT PER
03 SARS-CoV-2
{I AU Formacio d'edema
Limfécit
TR-AM ‘ ‘ ROS
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> ‘o Lk Estrés oxidatiu
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Piroptosi i pérdua de
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Figura 9. Alveol sa i alvéol infectat per SARS-CoV-2. Durant la COVID-19, la
infeccid de les cel-lules AT2 causa la seva piroptosi, amb la consequent secrecio
de citocines, quimiocines i DAMP que a la vegada atreuen altres cél-lules del
sistema immunitari. Aquesta migracio de cél-lules immunes genera una alliberacio
massiva de més citocines i quimiocines que promoura una inflamacié excessiva i
causara la CS. A més, es produira un augment de la coagulacio i I'activacio de les
plaquetes que acaben format microtrombes als vasos. Abreviatures: AT1, cél-lula
alveolar de tipus 1; AT2, cel-lula alveolar de tipus 2; Mo, mondcit; Mo-AM, macrofag
alveolar derivat de monocit; ROS, espécies reactives d’'oxigen; TR-AM, macrofag

alveolar resident al teixit.

51



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI

LA RADIOTERAPIA A DOSIS BAIXES: UNA ALTERNATIVA TERAPEUTICA EN PACIENTS ANCIANS AMB PNEUMONIA
SEVERA CAUSADA PER COVID-19

Berta Piqué Smith

9. Radioterapia en malalties benignes
9.1.Introduccio

La radioterapia (RT) és un dels pilars fonamentals en el tractament del cancer. Més
del 50% dels pacients oncologics requeriran la RT com a tractament, de manera
curativa o pal-liativa, durant el curs de la malaltia. La dosi de la RT dependra de
'objectiu del tractament, aixi com de la localitzacié i el tipus de tumor, pero

normalment s’utilitzen dosis altes de més de 50 Gy.

Més enlla del paper indiscutible de la RT en el tractament del cancer, existeix una
altra via terapéutica de la RT com a tractament per algunes malalties benignes. Les
malalties benignes comprenen una série de malalties que no sén neoplasies
malignes, perd que poden representar una amenaca per a la funcio dels organs o
la qualitat de vida del pacient. Generalment, la RT per tractar malalties benignes
utilitza dosis més baixes que per al maneig de tumors malignes?7°. No obstant aixo,
aquesta aplicaci6 alternativa de la RT és generalment poc coneguda per part de la
comunitat cientifica i la seva acceptacié a nivell mundial, sobretot en paisos fora
d’Europa és limitada. La reticéncia a I'is de la RT per a malalties benignes es deu
en gran part al risc de I'aparicié de tumors secundaris radioinduits, que desestima
I'is d’aquest tractament enfront d’altres opcions terapéutiques que no empren
radiacié. Per aquesta rad, la RT es reserva com una opcio terapéutica alternativa
per a casos en que els tractaments més conservadors no tenen éxit o quan no hi
ha disponibilitat d’'un tractament médic o quirdrgic adequat. Alemanya és un dels
pocs paisos del mén on la RT s'utilitza de manera rutinaria per a tractar malalties
benignes. Concretament, el 2014 es van tractar amb RT un total de 53.932
pacients, dels quals 36.830 presentaven malalties benignes. D’aquests, 16.989
presentaven malalties degeneratives, 14.936 artrosi, 1.563 malalties
hiperproliferatives i 2.440 trastorns funcionals’. Les dosis que s'utilitzen per a les

malalties benignes son intermédies i baixes, és a dir, d’entre 1 Gy a 50 Gy?"*.

La RT pot presentar efectes dicotomics segons les dosis administrades. Per una
banda, la RT-DB que empra dosis per sessid menors d’1 Gy presenta propietats
antiinflamatories i de modulacié i activacio del sistema immune, mentre que dosis
majors de 2 Gy tenen efectes proinflamatoris, indueixen I'apoptosi cel-lular i

inhibeixen la funcié immune. A més, també s’ha demostrat que la RT-DB té efectes
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antiproliferatius, ja que retarda el progrés en les diferents fases del cicle cel-lular i

inhibeix el creixement cel-lular, i també té efectes antiinflamatoris?’2.
9.2.Indicacions acceptades de la RT i de la RT-DB

Nombroses publicacions demostren resultats favorables del tractament de RT per
a les malalties benignes. No obstant aix0, el temor de I'aparicié de tumors
radioinduits, aixi com la manca d’estudis randomitzats, dificulta I'acceptacio
d’aquest tractament, a excepcié d’Alemanya i paisos de I'est d’Europa. A causa de
la pandemia de la COVID-19, linterés per la RT-DB i els seus efectes
antiinflamatoris ha ressorgit i diversos assajos clinics s’han realitzat arreu del mén

per tal d’'investigar I'eficiéncia i la seguretat d’aquest tractament.

Les indicacions de la RT en malalties benignes, més enlla de la COVID-19 que
s’explicara a l'apartat 10 (pagina 66), cobreixen un ampli espectre de trastorns
relacionats amb inflamaci6 aguda o cronica, malalties degeneratives 0ssies
doloroses i desordres proliferatius. L’any 2002, es va constituir un comité d’experts
en el camp de la RT amb l'objectiu d’elaborar un conjunt de directrius i guies per al
tractament de RT en malalties benignes?’°. Les indicacions conegudes i utilitzades

de la RT en paisos d’Europa Central i de I'Est son les seglents:

1) Malalties inflamatories agudes i croniques: abscessos axil-lars de glandules
sudoripares, furoncols, carboncles, panadis periunguial i altres infeccions
gue no responen als antibiotics.

2) Trastorns degeneratius dolorosos aguts o cronics: tendinitis d'insercio i
malalties osteoartritiques croniques o agudes que cursen amb dolor.

3) Desordres proliferatius de teixit tou: RT profilactica en les primeres etapes
de la malaltia de Dupuytren i Ledderhose, malaltia de Peyronie i en els
postoperatoris per a queloides i pterigion.

4) Trastorns funcionals: malaltia de Graves, malformacions arteriovenoses,
degeneracié macular senil i fistula limfatica persistent.

5) Malalties dermatologiques: dermatosis pruriginoses i éczemes, focus
psoriasics i basaliomes.

6) Altres indicacions: profilaxi de [l'ossificacid heterotopica en diverses

articulacions posteriors a la implantacié d’'una protesi, profilaxi de reestenosi
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vascular després de la dilatacio arterial o la implantaci6 d'un stent,

hemangiomes i altres trastorns vasculars?’3,

Concretament, a Alemanya, la dosi total mitjana de la RT per a tractar les malalties
degeneratives és de menys de 10 Gy i inclouen periartritis escapula-humeral,
epicondilitis humeral, espero calcani i malalties degeneratives osteoarticulars. Pel
gue fa als trastorns hiperproliferatius, el rang de les dosis utilitzades és entre 8,75
Gy i 30 Gy i s’hi inclouen la malaltia de Dupuytren, Lefferhose i queloides. Els
desordres funcionals comprenen ginecomastia, malaltia de Graves i fistules
limfatiques i son tractats amb dosis d’entre 21 Gy i 40 Gy. Finalment, la RT per a

la profilaxis d’ossificacié heterotopica utilitza dosis d’entre 21 Gy i 60 Gy’.

El tractament de RT per a la profilaxi de l'ossificacidé heterotopica és una de les
indicacions que s’han estudiat més ampliament amb assajos randomitzats en els
gue es demostra que la RT pre i postoperatoria de maluc amb dosis de 2 Gy 0 3,5
Gy fraccionades en 5 sessions ajuda a prevenir l'ossificacié heterotopica?’427®, Pel
gue fa a la malaltia de Dupuytren, la revisio sistematica de Kadhum et al. que inclou
6 estudis, 5 dels quals son retrospectius i 1 és prospectiu randomitzat, demostra
que I'is de RT a les etapes inicials de la malaltia produeix una millora significativa
dels graus d’estabilitzacio i remissio, i porta a un millor pronostic. Tot i aixo, una

limitacié important és la falta de grups control en el disseny dels assajos clinics?76.
9.2.1. Radioterapia per al tractament de la pneumonia

La RT amb rajos X es va utilitzar durant la primera meitat del segle XX com a
tractament per a la pneumonia. L'any 1905, es va realitzar a la Universitat de
Pensilvania el primer estudi amb 5 pacients amb pneumonia tractats amb rajos
X277, El seguent estudi que recollia els efectes de la RT sobre la pneumonia incloia
12 pacients i es va publicar el 1916278, Ambdds estudis confirmaven que la RT
promovia la resolucié de la malaltia, pero la reduida grandaria de la mostra requeria
mes investigacio per a obtenir resultats concloents. L'any 1924, un estudi va recollir
243 casos que presentaven diferents manifestacions inflamatories, des de
pneumonia fins a furdncols a la pell. Aquests pacients van ser tractats amb terapia
amb rajos X i es va observar una millora de la seva simptomatologia?’®. A partir
d’aquell moment, la publicacié de diversos articles confirmant millores cliniques
gracies al tractament amb RT va incrementar substancialment i es van tractar un

gran nombre de pacients?®. A final dels anys 30, la RT emergia com un tractament
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potencial i alternatiu per a la pneumonia, tot i que calia seguir investigant per a
determinar les dosis més eficaces i poder dilucidar els mecanismes subjacents. No
obstant aix0, l'arribada de les sulfonamides I'any 1939, juntament amb la por de
carcinogenesi, va deixar en desus el tractament amb RT i la recerca en aquest
ambit es va abandonart. Amb el pas dels anys, s’han produit avencgos en el camp
de la radiobiologia que han permés estudiar els mecanismes pels quals aquest
tractament presenta efectes antiinflamatoris i antiproliferatius, tant in vitro com in
vivo. Tot i aix0, el coneixement cientific sobre les vies i els mecanismes cel-lulars

implicats és limitat i cal continuar amb la investigacié en aquest camp.

L’inici de la pandémia de la COVID-19 va provocar un ressorgiment de la RT-DB
pel seu potencial en el tractament de la pneumonia causada per la infeccio en els
casos moderats i severs. Tal com s’explicara a l'apartat 10 (pagina 66), s’han
realitzat estudis in vitro que han permés demostrar els efectes antiinflamatoris i
immunomoduladors de la RT-DB durant la infeccié per SARS-CoV-2281282 aixi com
diversos assajos clinics que han reportat els beneficis de la RT-DB en la

pneumonia deguda a la COVID-19 en humans0:283,
9.3.Consideracions radiobiologiques

Les indicacions de la RT per al tractament de les malalties benignes s6n molt

amplies i els efectes més importants que expliquen la seva accio terapéutica son:

- Efecte antiproliferatiu: la RT produeix un retard en el cicle cel-lular mitotic i
inhibeix la proliferacié cel-lular al teixit irradiat?®*. Per aquesta rad, presenta
eficacia clinica per al tractament de malalties caracteritzades per una
hiperproliferacié cel-lular, com és el cas de la malaltia de Dupuytren®®, i per
a prevenir l'ossificacié heterotopica?®® i de queloides?®’.

- Efecte antiinflamatori: la RT produeix una disminucié de I'adhesié de
cél-lules polimorfonucleades a les EC, promou la secrecio de citocines
antiinflamatories com el TGF-3, disminueix l'activitat de I'enzim iINOS i la
producciéo de NO i redueix I'estrés oxidatiu. Aquests mecanismes seran
ampliats a I'apartat 9.5 (pagina 57). A meés, el tractament amb RT tambeé
presenta propietats analgesiques que fa que sigui eficagc en casos
d’osteoartritis amb dolor, malalties degeneratives de les articulacions,

periartritis i sinovitis, que es caracteritzen per la preséncia d’inflamacio i
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migraci6 de cel-lules immunes als teixits?®8. Un estudi retrospectiu amb 703
pacients va demostrar que la RT-DB presentava uns bons efectes
analgésics en pacients amb dolor al calcani, al genoll i a I'espatlla?®.

- Efecte immunomodulador: la RT té efectes sobre les cél-lules del sistema
immune i els mecanismes implicats seran ampliats a I'apartat 9.5 (pagina
57). A més, pel fet que el SARS-CoV-2 infecta les cél-lules immunes i
provoca un desajust del sistema immune, els efectes immunomoduladors

de la RT-DB poden ser beneficiosos en pacients amb COVID-19.
9.4.Limitacions

La reticéncia de la comunitat cientifica per acceptar I'is de la RT per al tractament
de malalties benignes inclou diversos factors, com [I'aparici6 de terapies
alternatives i els avengos en I'ambit de la cirurgia, perd sobretot un risc potencial
d’aparicié de cancers induits per RT. Aquests poden tenir un llarg periode de
latencia, com en el cas dels tumors solids, que és de 10 fins a 60 anys. Alguns
articles han exposat que la RT pot promoure I'aparicié de tumors secundaris de
diversos tipus i incrementar la mortalitat en els pacients irradiats. Alguns exemples
son un estudi de RT per al tractament de I'espondilitis anquilosant amb dosis de 2
Gy administrades diariament durant dues setmanes, que incrementava el risc de
patir leucémia, limfoma i cancer d’esofag?®°. Un altre assaig en qué s’administrava
una unica dosi de RT d’1,5 Gy al cervell de nens per a tractar la “tinea capitis”
també va reportar un increment del risc de patir meningiomes i cancer de cap i

coll?91,

Hi ha diverses aproximacions per tal de poder estimar el risc de carcinogénesi
induida per la RT. Una de les més freqlients és a partir del seguiment d’estudis
epidemiologics que recullen casos de poblacions que han rebut diferents dosis de
radiacié. Es el cas del “Life Span Study” que ha monitoritzat durant més de 50 anys
la incidéncia de cancer i la mortalitat en els supervivents japonesos de les bombes
atomiques?®?. Aquests estudis presenten resultats de dificil extrapolacié perquée la
dosi rebuda és a tot el cos i a més, presenten limitacions metodologiques com
'abséncia de grups control i la grandaria mostral. Per aquesta rao, per tal de poder
determinar el risc de carcinogénesi derivat de la RT per al tractament de malalties
benignes, cal analitzar estudis en qué s’ha utilitzat per a irradiar zones concretes

del cos emprant les mesures de proteccio necessaries. No obstant aixo, els estudis
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realitzats presenten diverses limitacions en el disseny experimental, ja que
majoritariament son retrospectius i no conten amb grups control i és dificil trobar
assajos clinics prospectius i randomitzats que permetin comparar la RT amb altres
estratégies terapeutiques, com la cirurgia o els medicaments antiinflamatoris2%. A
meés, cada estudi utilitza dosis i fraccionaments diferents i cal un seguiment de
diversos anys per a determinar el risc de carcinogénesi radioinduida. Actualment,
la manera més adequada per a estimar el risc d’aparicié de cancers radioinduits
€s mitjancant el concepte de dosi efectiva que es mesura en Sievert (Sv). Aquesta,
té en compte la dosi absorbida pels organs del cos en Gy, el nivell relatiu de dany
de la radiaci6é segons si son rajos X, alfa, beta, gamma o neutrons, i la sensibilitat
especifica que té cada organ a aquesta. Aquest valor es recull a la publicacié

numero 103 de la Comissi6 Internacional de Proteccié Radiologica (ICRP)%%4.

En el cas de la RT-DB, ’Académia Nacional de Ciencies dels Efectes Biologics de
la Radiacio lonitzant (BEIR) va declarar que el model linear sense llindar, que
implica que no hi ha una dosi segura de radiacié per sota la qual no apareguin
efectes secundaris i assumeix una relacio lineal dosi-risc, permet estimar el risc de
carcinogénesi per RT-DB. En els estudis, aquest risc es determina a partir de
I'extrapolacié dels resultats obtinguts amb dosis de radiacié moderades o altes. En
aguesta estimacio del risc cal tenir en compte I'edat en qué es produeix la radiacio
i el genere, tal i com es recull a la publicacié del BEIR nimero 72%°. En nens i
adolescents, cal limitar I'is de la RT perqué presenten un major risc de patir
cancers radioinduits. En cada cas, caldra considerar si els beneficis terapéutics del
tractament amb RT son superiors als riscs estimats que se’n deriven, i si els
tractaments convencionals per a la malaltia poden resultar més perjudicials que la

mateixa RT.

9.5. Mecanismes de I’accié antiinflamatoria i immunomoduladora de la
RT-DB

Els efectes de la RT a la resposta inflamatoria depenen majoritariament de la dosi
administrada. Quan les dosis sén altes (majors d'1 Gy) s’indueix una resposta
proinflamatoria basada en una sobreregulacio i alliberacié de citocines incloent el
TNF-a, IL-1, TGF-B i IL-6 que ha estat observada en diferents teixits, com per
exemple al pulmd, on pot induir fibrosi?®, al cervell?®” i als fibroblasts de la pell?®.

Aquest augment de citocines que es produeix com a resposta a la radiacio
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desencadena processos inflamatoris que causen toxicitat cel-lular?®®, Curiosament,
quan la RT s’administra a dosis baixes (menors d’1 Gy), els efectes observats son
contraris i es produeix una resposta antiinfamatoria. Tal com es veura a
continuacio, aquests efectes inclouen un augment de la secrecioé de TGF-( a les
EC, unareduccio de I'activitat de I'enzim iINOS i la produccié de NO que minimitzara
I'estrés oxidatiu, i una disminucio de la secrecio de citocines proinflamatories per
part dels macrofags i dels limfocits. Per altra banda, la RT-DB també presenta
efectes immunomoduladors que inclouen un augment de la funcio de les NK i un

increment de la proliferacio i I'activacié dels limfocits T, entre d’altres.
9.5.1. Apoptosi

Diversos estudis han demostrat que la RT-DB és capac d’augmentar 'apoptosi dels
limfocits, sent major a les 48 h post-irradiaci63®. L’estudi de Kern et al. demostra
gue la RT-DB amb dosis uniques d’entre 0,1 Gy i 3 Gy provoca un augment de
I'apoptosi de cél-lules polimorfonucleades de la sang (PBMC) aillades de pacients
sans, amb una resposta dosi-dependent discontinua, amb un pic relatiu maxim
d’apoptosi amb dosis d’entre 0,3 Gy i 0,7 Gy3?l. La RT-DB també pot induir
'apoptosi d’altres cél-lules immunes, com les cél-lules polimorfonucleades (PMN),
una categoria que inclou els neutrofils, els basofils i els eosinofils. Un estudi in vitro
amb PMN humanes aillades de la sang de donants sans, va demostrar que la RT-
DB indueix I'apoptosi d’aquestes cél-lules mostrant els maxims nivells d’apoptosi
amb una dosi de 0,3 Gy i els minims quan s’irradiaven amb 0,5 Gy, que es
correlacionaven amb un increment o una disminucioé de les concentracions totals

d’AKT, respectivament3°?,

L’apoptosi és un procés de mort cel-lular controlada que no només no
desencadena una resposta inflamatoria, sind que les cél-lules apoptotiques
alliberen citocines antiinflamatories, com és el cas dels limfocits T apoptotics que
alliberen TGF-B2%, En paral-lel, també s’alliberen diversos senyals quimioatraients,
com la CCL2 i la GM-CSF3% per tal d’atreure monocits i macrofags que promouran
I'eliminacio de les restes cel-lulars. A més dels senyals antiinflamatoris alliberats
per les mateixes cél-lules en el procés, la propia preséncia de cel-lules
apoptotiques té efectes immunosupressors. Concretament, I'apoptosi promou un
fenotip més antiinflamatori als monocits caracteritzat per 'augment de la secrecio

d’IL-10 i la disminucié de citocines proinflamatories com el TNF-a, la IL-1 i la IL-
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12305, L’apoptosi produeix senyals immunosupressors que podrien estar

relacionats amb els efectes antiinflamatoris de la RT-DB.
9.5.2. NF-kB

Un altre mecanisme que pot estar relacionat amb les funcions antiinflamatories de
la RT-DB és la via de la NF-kB, que promou I'expressié d’'un gran espectre de gens
relacionats amb la reparacié de dany al DNA, I'apoptosi i processos generalment
proinflamatoris a partir de I'expressio de citocines com el TNF-a. Curiosament, en
resposta a la RT-DB, es produeix una activacio de la via NF-kB que indueix

I'expressié de TGF-B i promou processos antiinflamatoris.

Estudis in vitro mostren que la RT-DB indueix I'activacié de NF-kB, sent maxima
amb la dosi de 0,5 Gy i a les 8 h després de la irradiacio°®. A partir de 0,6 Gy i fins
a 1 Gy, l'activacié de NF-kB és la minima, pero torna a créixer quan la dosi és de
3 Gy. Els autors postulen que l'activacié de NF-kB en resposta a la RT-DB esta
relacionada amb un augment de I'expressié de TGF-B1 i que presenta propietats
antiinflamatories3®’. Rodel et al. van investigar possibles vies moleculars
relacionades amb 'augment de NF-kB en resposta a RT-DB a les EC i es va
demostrar que una de les proteines que activa la via NF-kB, 'anomenada proteina
inhibidora de l'apoptosi lligada a I'X (XIAP), augmentava la seva expressio en
resposta a la RT-DB, presentant un pic maxim amb dosis de 0,5 Gy. A més, aquest
pic es correlacionava amb un pic d’activitat transcripcional de NF-kB i un pic de
secreci6 de TGF-B. D’aquesta manera, els autors van teoritzar que la RT-DB
presenta propietats antiinflamatories a partir de la secrecié de TGF- per I'activacio
de la via NF-kB, a causa de 'augment d’expressié de XIAP. A més, XIAP inhibeix
I'apoptosi cel-lular, i per aquesta rad, en resposta a dosis de 0,5 Gy I'apoptosi a les
cel-lules és minima®%8, Aquesta troballa es veu recolzada amb els resultats d’altres
estudis que confirmen que, tot i que en general la RT-DB indueixi apoptosi,

concretament, en resposta a dosis de 0,5 Gy, I'apoptosi és baixa32.
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9.5.3. TGF-B1idisminucioé de I’'adhesio de cél-lules polimorfonucleades

La superfamilia TGF-B inclou diverses proteines que participen en diversos
processes bioldgics com la regulacio del sistema immune, 'homeostasi dels teixits
i el desenvolupament. Dins d’aquesta superfamilia hi ha la subfamilia TGF-B que
inclou tres polipeptids, el TGF-B1, el TGF-B2 i el TGF-B3, sent el primer la isoforma

prototipica, més abundant i expressada ubiquament3°°,

El TGF-B1 és un mediador de la inflamacié que presenta funcions molt amplies que
inclouen la inhibici6é de la proliferacié dels monocits i els macrofags i la promocié
d’un fenotip més antiinflamatori amb una menor produccié de ROS3%, la inhibicié
de l'activacio i la proliferacio de les cél-lules T CD4+ i CD8+3!1, |a inhibici6 de la
proliferacié i funcié de les cél-lules B i una regulacié negativa de la funcié de les
NK312, D’aquesta manera, el TGF-B1 és un modulador immune essencial de la
resposta antiinflamatoria de I'organisme i en ratolins, la seva abséncia provoca
autoimmunitat multiorganica i la mort3!3, En el context de la inflamacio, la migracié
i 'adhesi6é dels leucocits a les EC és un pas fonamental per a que les cél-lules
immunes puguin arribar al lloc de la inflamacié. Les EC juguen un paper clau en el
procés inflamatori, ja que son la porta que regula el pas dels leucocits des de la
sang als teixits inflamats i a la vegada tenen la capacitat de secretar citocines,
guimiocines i factors de creixement. Els efectes del TGF-B1 sobre les EC es
coneixen des de fa més de vint anys. Un estudi in vitro del 1987, va mostrar que el

TGF-B1 inhibeix la proliferacid, la migracio i I'angiogénesi d’EC bovines3!'4,

Diversos estudis in vitro han demostrat que la RT-DB causa un augment de la
secrecio de TGF-B1, presentant el maxim amb dosis de 0,5 Gy i 24 h després de la
irradiacié, que a la vegada es correlaciona amb un minim d’adheréncia de les
PBMC amb dosis d’entre 0,3 Gy i 0,7 Gy*. En aquesta linia, i confirmant aquestes
dosis, es va descobrir que la secrecidé de TGF-B1 en resposta a RT-DB a les EC
presentava una resposta en el temps bifasica presentant dos pics maxims de
secrecio aproximadament ales 4 hiiales 24 h post-irradiacié. També s’ha observat
gue aqguests es correlacionen amb una menor adhesié de les PBMC a les EC i que
la via implicada en aquesta disminucié és la NF-kB2. Aquesta disminucié de
'adhesio dels leucocits a les EC també s’ha reportat en altres estudis®'® i s’ha
suggerit que podria ser deguda a canvis en I'expressio de molécules d’adhesi6 a

les EC. La RT-DB produeix una disminucié de lI'expressié d’E-selectina a la
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membrana de les EC sent maxima amb dosis de 0,7 Gy* mentre que no afecta
altres molécules d’adhesio, com la ICAM-1 i la VCAM-1315,

Aquests resultats van ser confirmats posteriorment amb diversos estudis in vivo.
Arenas et al. van demostrar que la RT-DB amb una Unica dosi de 0,3 Gy provocava
un increment de TGF-B1 al plasma dels ratolins irradiats, tant si préviament havien
estat estimulats amb LPS com si no. En estimular els ratolins amb LPS, 'adhesid i
la migracio dels leucocits augmenta significativament. Els autors van demostrar
gue en ratolins tractats amb LPS i RT-DB, la irradiacié era capac de reduir els
nivells d’adhesio leucocitaria als nivells dels ratolins no estimulats amb LPS®. Un
altre estudi in vivo dels mateixos autors, reportava que la RT-DB amb dosis de 0,3
Gy en ratolins que posteriorment son estimulats amb LPS, produeix una disminucié
significativa de I'adheréncia dels leucocits a les 5 h, 24 h i 48 h post-irradiacié que
es perd ales 72 h. També, que la RT-DB inhibeix el rodament dels leucocits i causa
una secrecio significativa de TGF-Bia les 5 hi 24 h després de la irradiacié i que
torna als valors basals a les 48 h i 72 h post-irradiacio. Aquesta secrecio de TGF-

B1es correlaciona amb la inhibicié de I'adheréncia dels leucocits®.

9.5.4. Efectes de la RT-DB a ceéel-lules del sistema immune

Diversos estudis in vitro i in vivo han demostrat la capacitat immunomoduladora de
la RT-DB sobre diversos tipus cel-lulars del sistema immunitari, tal i com s’ampliara
en els apartats seguents. Actualment, els mecanismes subjacents que expliquen

aquest fenomen encara estan sent investigats.
9.5.4.1. Metabolisme dels macrofags i resposta antioxidant

La RT-DB pot induir canvis en el fenotip funcional dels macrofags segons la dosi
administrada. Un gran nombre d’evidéncies cientifiques demostren que la irradiacio

amb dosis menors a 1 Gy indueix un canvi cap a un fenotip M2 o antiinflamatori.

Els macrofags proinflamatoris generen NO, una de les ROS més reactives, a partir
d’'un augment en lI'expressié d’iINOS, que incrementa la permeabilitat vascular,
contribueix a la formaci6é d’edemes i juga un paper clau en la resposta inflamatoria
i el dolor’”. Estudis amb macrofags cultivats in vitro i préeviament activats amb
LPS/IFN-y han demostrat que la RT-DB, concretament amb dosis d’entre 0,6 Gy i

1,25 Gy, disminueix la produccié de NO en macrofags mitjangcant un mecanisme
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dosi-dependent. Aquesta disminucio es deu a uns nivells reduits de la proteina
INOS entre 6 h i 24 h després de 'estimulacio i la irradiacio, sent maxima a les 12
h3%6, En aquesta linia, la RT-DB també redueix I'activitat oxidativa dels macrofags
i els nivells de superoxid, aconseguint la maxima reduccié amb dosis de 0,6 Gy3.
A més, també pot modular la produccié de citocines. Concretament, la RT-DB
suprimeix la produccio de citocines proinflamatories com el TNF-a a partir de la
desfosforilacié de la MAPK p38 (a 0,5 Gy)3'8 i disminueix la secrecié d’IL-1B (a 0,7
Gy) en macrofags préviament activats amb LPS3'°. Contrariament, quan les dosis

de RT s6n majors d'1 Gy, els macrofags adopten fenotips més proinflamatoris32°,
9.5.4.2. Cel-lules assassines naturals (NK)

La RT-DB, concretament amb dosis de 0,075 Gy, incrementa la proliferacio,
I'activitat citotoxica i la secrecido de TNF-a i IFN-y a les NK. Estudis in vitro han
demostrat que aquest fenomen es deu, en part, a I'activacio de la via MAPK p3832L,
Altres autors destaquen que una dosi baixa d’IL-2 previa a la irradiacié és
necessaria perqué es produeixi 'augment de citotoxicitat induit per la RT-DB a NK
de ratolins in vitro, i que la RT-DB no influeix en la proliferacié3?2. En el context d’'un
organisme viu, les NK ja es troben fisioldogicament estimulades per la presencia de

citocines en resposta a patogens.

En aquesta linia, un estudi in vivo confirma que les NK provinents de ratolins
irradiats amb dosis de 0,1 Gy i 0,2 Gy incrementen les seves funcions citotoxiques

i gue aquesta és maxima a les 48 h post-irradiaci6323.
9.5.4.3. Limfocits TiB

Multiples estudis han demostrat que la RT-DB pot modular la diferenciacio,
I'activacié i la proliferacié dels limfocits T, majoritariament en limfocits T CD8+ que
s’ha vist que sén més reactius que els limfocits T CD4+324325, La RT-DB indueix un
augment de la proliferacié de cél-lules T CD8+ CD69+ i de la seva citotoxicitat.
L’expressio de CD69 es relaciona amb una activacio inicial dels limfocits3?6. La RT-
DB també modula I'expressié de mRNA de diverses citocines, especificament
incrementa I'expressio d’IFN-y alliberat per les cél-lules Th1, i d'IL-4 i IL-5 per les
cél-lules Th2. També indueix I'expressid de gens involucrats en la funcio

mitocondrial, la regulacié del cicle cel-lular i la traduccié de mMRNA3%7,

62



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI

LA RADIOTERAPIA A DOSIS BAIXES: UNA ALTERNATIVA TERAPEUTICA EN PACIENTS ANCIANS AMB PNEUMONIA
SEVERA CAUSADA PER COVID-19

Berta Piqué Smith

Als limfocits B, la RT-DB amb dosis de 0,1 Gy provoca canvis en I'expressié dels
gens i indueix I'expressié d’alguns micro-RNA relacionats amb I'enzim glicerol-3-
fosfat acetiltransferasa, que es correlaciona amb I'activitat immunogénicas?.
També augmenta la proliferacié dels limfoblasts B a partir d’elevar la fosforilacié de
la proteina lkaros, que té la capacitat de regular la progressié G1/S del cicle

cel-lular®?9,
9.5.4.4. Cel-lules dendritiques (DC)

La RT-DB també provoca canvis a la poblacié de DC. En ratolins irradiats amb
dosis d’entre 0,01 Gy i 0,1 Gy s’ha observat una disminucié de les DC després de
2 i 7 dies de la irradiacioé, que recupera els valors normals al cap de 14 dies3®. A
més, la RT-DB pot influir en la seva activacié i funcié, ja que amb dosis de 0,2 Gy
incrementa I'expressié de molécules MHC i coestimuladores a la superficie de DC
diferenciades a partir de cél-lules de la medul-la dssia de ratolins irradiats®3!. Quan
les dosis son de 0,25 Gy incrementen I'alliberacio de les citocines IL-1a, IL-1p, IL-
6, IL-10, IL-12 i TNF-a de les DC332,

9.5.4.5. Monocits

La RT-DB disminueix el nombre de mondcits proinflamatoris circulants en ratolins
models d’aterosclerosi, sent més important amb dosis de 0,05 Gy, mentre que els

monocits no inflamatoris no es veuen afectats333.
9.5.4.6. Cel-lules endotelials i angiogenesi

La RT-DB ha estat relacionada en diversos estudis amb el procés d’angiogénesi.
Curiosament, quan les EC microvasculars de pulmé huma in vitro son irradiades
amb una Unica dosi de 0,3 Gy i s’analitza I'expressido d’'RNA, s’observen canvis
significatius en I'expressi6 de 1.344 gens respecte a les cel-lules control. Aquests
gens estan relacionats amb factors de creixement, proteines i receptors involucrats
en I'angiogénesi com el VEGFR1, ANGPT2, FGF-2 i TGF-B. In vivo, en models de
ratoli d’isquémia a les extremitats inferiors, la RT-DB millora la perfusio de la sang
a partir d’induir I'expressi6 de gens proangiogénics a les EC musculars,

d’incrementar la densitat de capil-lars i de mobilitzar i reclutar EC progenitores334,
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9.5.4.7. Respostade citocines

A causa dels canvis que la RT-DB origina en els limfocits i també en la capacitat
de diferenciacio de les cel-lules de la medul-la 0ssia, es produeixen variacions en
les concentracions de quimiocines, citocines i factors de creixement. El serum de
ratolins irradiats amb dosis de 0,2 Gy mostra una disminucié d’IL-12 i un augment
d’IL-10 i G-CSF33, A més, la RT-DB a les EC després de I'estimulacié amb TNF-a
presenta un augment de I'expressio de TFG-B1i d’IL-6% Quan les EC es troben en
co-cultiu amb neutrofils i estimulades amb TNF-a, s’ha observat que la RT-DB
d’entre 0,5 Gy i 1 Gy disminueix la secreci6 de la quimiocina CCL20 per part de les
PBMC i a la vegada, provoca una disminuci6 de I'adhesié d’aquestes a les EC,

participant aixi en la complexa resposta antiinflamatoria induida per la RT-DB33,
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Cél-lules Factor/Mecanisme Efecte Tipus Referéncies
d’estudi
Cél-lules Adhesié dels leucocits a Reduccio de I'adhesié de PBMC amb dosis entre 0,3 i 0,7 Gy, presentant dos pics ales 4 hi a les 24 h post-irradiacié In vitro 3.4)
endotelials I’'endoteli Disminucié de I'adheréncia dels leucocits a 0,3 Gy en ratolins préviament estimulats amb LPS a les 5 h, 24 h i 48 h post- In vivo (5.6)
irradiacio
TGF-B1 Augment de la secreci6 de TGF-B1 bifasica amb dosis de 0,5 Gy ales 4 hi a les 24 h després de la irradiacio In vitro 3.4)
Augment de la secreci6 de TGF-B1 amb 0,3 Gy ales 5 hi 24 h després de la irradiacio In vivo (5.6)
XIAP Augment de I'expressié de XIAP a 0,5 Gy i a les 24 h post-irradiacid, aquest pic es correlaciona amb un augment de I'activitat In vitro (302,308)
de NF-Kb, un pic de secrecié de TGF-f i una reduccio significativa de I'apoptosi
Apoptosi Reduccio significativa de I'apoptosi a 0,5 Gy i a les 24 h post-irradiacio In vitro (300,301)
NF-kB Activacié maxima de NF-kB amb dosis de 0,5 Gy i presentant dos pics a les 8 h 0 24 h de la RT-DB In vitro (3,306)
E-selectina Disminucié de I'expressié d’E-selectina sent maxima amb dosis de 0,7 Gy In vitro (©)
Angiogenesi Augment de I'expressié de VEGFR1, ANGPT2, FGF-2 i TGF-$ i de la densitat de capil-lars en un model de ratoli d’isquémia In vivo (334)
a les extremitats inferiors amb 4 dosis fraccionades de 0,3 Gy
Macrofags iNOS/NO Disminucio dels nivells de la proteina iNOS, sense efectes a nivell transcripcional, amb dosis d’entre 0,6 Gy i 1,25 Gy, essent In vitro (316)
maxima a les 12 h després de la irradiacio en la que disminueix la produccié de NO
Estres oxidatiu Disminucié de I'esclat oxidatiu i de superoxid amb una reduccioé del 28% amb dosis de 0,6 Gy en macrofags estimulats In vitro (317)
Disminucio de citocines Disminuci6é en macrofags préviament activats de la secrecié de TNF-a amb RT-DB, que és maxima amb dosis de 0,5 Gy i (318,319)
de IL-1B, que és maxima amb dosis de 0,7 Gy
Natural Funcié augmentada Increment de la proliferacid, I'activitat citotoxica i la produccioé i secrecid de les citocines TNF-a i IFN-y a les NK amb un In vitro (321)
killers maxim amb dosis de 0,075 Gy iales 24 h
Increment de toxicitat de les NK en ratolins irradiats amb dosis de 0,1 Gy i 0,2 Gy amb un augment maxim a les 48 h In vivo (323)
Limfocits T Proliferacié i activaci6 de | Augment de la proliferacié de cel-lules T CD8+ CD69+ i de la citotoxicitat en ratolins tractats amb una dosi total de 0,2 Gy In vivo (326)
limfocits T administrada a partir de dosis fraccionades de 0,04 Gy durant 5 dies
Citocines Increment d’IFN-y, IL-4 i IL-5 quan els limfocits T CD4+ sén irradiats amb 0,01 Gy In vitro (327)
Limfocits B Proliferacio Augmenta la proliferacié dels limfoblasts B amb dosis de 0,05 Gy a partir d’elevar la fosforilacié de la proteina Ikaros que té In vitro (329)
la capacitat de regular la progressio G1/S del cicle cel-lular
Cél-lules Disminuci6 de la poblacié Disminucié de DC en ratolins irradiats amb dosis d’entre 0,001 Gy i 0,1 Gy després de 2 i 7 dies que recupera els nivells In vivo (330)
dendritiques normals als 14 dies post-irradiacio
Activacié i funcié Increment de les molécules MHC i coestimuladores a la superficie amb dosis de 0,2 Gy a DC diferenciades a partir dels In vivo (331)
progenitors de la medul-la 0ssia de ratolins irradiats
Monocits Disminuci6 de monocits | Reduccié dels monaocits proinflamatoris circulants en un model de ratoli amb aterosclerosi amb dosis de 0,05 Gy In vivo (333)
proinflamatoris
Neutrofils Quimiocines En co-cultiu amb EC i estimulades amb TNF-qa, dosis d’entre 0,5 Gy i 1 Gy disminueixen la secreci6é de CCL20 In vitro (335)

Abreviatures: ANGPT2, angiopoietina 2; CCL; quimiocina amb motiu C-C; DC, cél-lules dendritiques; EC, cél-lules endotelials; FGF-2, factor de creixement de fibroblast 2; IFN-y, interfero

gamma; IL, interleucina; iNOS, forma induible de la sintasa d’oxid nitric; LPS, lipopolisacarid; MHC, complex major d'histocompatibilitat; NF-Kb, factor nuclear-kappa B; NK, natural killers;

NO, oxid nitric, PBMC, cél-lules polimorfonucleades de la sang; RT-DB, radioterapia a dosis baixes; TGF-(1, factor de creixement transformant beta 1; TNF-a, factor de necrosi tumoral alfa;

VEGFR1, receptor 1 del factor de creixement endotelial vascular; XIAP, proteina inhibidora de I'apoptosi lligada a I'X.
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10. Radioterapiai COVID-19

La infecci6 de SARS-CoV-2 causa un dany directe a les cél-lules epitelials
alveolars, desencadenant processos de piroptosi. En paral-lel, el virus infecta les
cel-lules del sistema immunitari provocant una alteracié de les seves funcions
fisiologiques i desregulant la resposta immunitaria. En els casos més severs, a
aquests efectes deleteris directes de la infeccid sobre les cél-lules de I'hoste,
s’afegeix una resposta immune exacerbada que intenta combatre la infeccio viral
pulmonar. No obstant aix0, en lloc de resoldre la infeccio, es produeix una CS
que es caracteritza per l'alliberament massiu de citocines que agreuja el dany
alveolar i causa disfuncié pulmonar i hipoxia i, en absencia de resolucio,
pneumonia i ARDS?. Més enlla de les afectacions pulmonars, la CS
desencadenara un estat dhiperinflamacié generalitzat, sistemic i altament

patologic’® que pot causar una fallada multiorganica i la mort de I'hoste.

Aquest estat hiperinflamatori causat per la CS i la desregulacié del sistema
immunitari, requereix I'is de diversos tractaments. D’'una banda, I'is de
tractaments antivirals i per l'altra, tractaments antiinflamatoris per a frenar i
resoldre la CS, que en ultima instancia, provoca gran part de la fisiopatologia de
la COVID-19 severa’®. En aquest context, i per la funcié antiinflamatoria de la
RT-DB demostrada en un gran nombre d’estudis in vitro i in vivo (Taula 2), el
tractament amb RT-DB s’ha estudiat per ala COVID-19 pel seu potencial d’inhibir
la CS i les consequéncies fisiopatologiques que se’'n deriven i a la vegada,
promoure el sistema immunitari de I'hoste. Durant la pandémia s’han realitzat
diversos assajos clinics en humans que han demostrat eficacia i seguretat en la
resolucié d’una part de la simptomatologia de la COVID-19. El nombre d’estudis
in vitro i in vivo, en canvi, sén reduits i no han tingut un paper tan rellevant en la
investigacio. La dificultat de realitzar models de pneumonia in vitro i la
complexitat d’instal-lar els equipaments de RT, aixi com la dificil translacionalitat
en humans, ha generat poca evidéncia preclinica sobre I'us de la RT-DB en la

COVID-19, els mecanismes d’accio i les dosis més eficaces.
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10.1. Estudis preclinics

Els estudis preclinics, tant in vitro com in vivo en model de ratoli, han demostrat
que la RT-DB té efectes antiinflamatoris, ja que redueix la producci6 de citocines

proinflamatories i disminueix la migracio de cél-lules immunes als pulmons.

S’ha demostrat que cél-lules alveolars bronquials cultivades amb la proteina S
del SARS-CoV-2 augmenten la secrecid de citocines com el TNF-a i la IL-6
mentre que s’inhibeix I'expressid de la proteina ACE2 després de 24 h. Quan
aquestes cél-lules s’irradien amb rajos gamma d’entre 0,5 Gy i 1,5 Gy, es
restableix I'expressié d’ACE2 i s’atenua 'augment de citocines proinflamatories
induit per la preséncia de SARS-CoV-23%, [’estudi in vivo de Meziani et al.
investiga els efectes de la RT-DB, utilitzant un model de ratoli amb pneumonia i
un model de ratoli infectat pel virus influenca. En el primer, la RT-DB amb dosis
d'1 Gy disminueix la destruccié i I'afectacié del parénquima pulmonar en
comparacié amb els ratolins control. Aquesta disminucié de la inflamaci6
pulmonar es correlaciona amb un augment dels macrofags alveolars que
expressen IL-10. En els ratolins infectats amb el virus influenca, la RT-DB amb
dosis de 0,5 Gy i 1 Gy, redueix 'emfisema i la ruptura del septum alveolar. A
més, també s’observa una menor migracio de neutrofils i leucocits i un increment
del nombre de macrofags productors d’IL-10. També es demostra que la RT-DB,
amb dosis de 0,5 Gy, a macrofags humans extrets de biopsies pulmonars
augmenta el nombre de macrofags productors d’'IL-10 mentre que redueix els
que secreten IL-62%2, Un altre estudi amb ratolins amb pneumonitis induida per
bleomicina, simulant la patologia pulmonar de la COVID-19, va mostrar que dosis
d’1 Gy milloren les troballes histopatoldogiques als pulmons i redueixen la
migracié de macrofags intersticials, DC i neutrofils®¥’. Finalment, un estudi del
nostre grup, ha investigat els possibles mecanismes bioquimics de la RT-DB en
pacients amb COVID-19. Aquest estudi amb 30 participants amb COVID-19,
mostra que els pacients més greus presenten uns nivells més baixos d’IL-10 i
d’IFN-y circulants. També, que 24 h després de la RT-DB es produeix al serum
una disminucié de marcadors d’inflamacié, com la LDH o la CRP, i un increment
al sérum de TGF-B, de I'activitat de 'enzim antioxidant paraoxonasa 1 (PON-1) i
dels limfocits CD4+ i CD8+. L'augment de la PON-1 induit per la RT-DB esta

correlacionat amb una millora clinica dels pacients, revelant aixi un nou
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mecanisme bioquimic implicat en l'accié terapéutica de la RT-DB en pacients
amb COVID-19281,

En resum, la infecci6 del SARS-CoV-2 desregula les cél-lules del sistema
immune i, a la vegada, causa I'alliberacié massiva de citocines que condueix a
'estat hiperinflamatori anomenat CS. La Taula 3 sintetitza els mecanismes
préviament explicats pels quals la RT-DB alberga un gran potencial terapeutic
com a tractament de la COVID-19 perqué, per una banda, pot limitar la CS a
partir dels seus efectes antiinflamatoris i, per 'altra, revertir els efectes deleteris
de la infecci6 de SARS-CoV-2 sobre el sistema immune, pels seus efectes

immunomoduladors.

Taula 3. Efectes de la RT-DB a nivell dels mecanismes immunomoduladors
patologics de la COVID-19

Cél-lules immunes i citocines COVID-19 RT-DB
Limfocits T Limfopénia Increment de la proliferacio i
la funcio

(M1)

Limfocits B Limfopénia Increment de la proliferacié
de limfoblasts B

IL-6, IL-4 i TNF-a Augmenta Disminueix

TGF-B Disminueix Augmenta

IFN-y Disminueix Augmenta

Macrofags Proinflamatoris Antiinflamatoris (M2),

reduccié iINOS, NO i estrés
oxidatiu

NK Disminueix Incrementa la proliferacio i
la funcié
Monocits proinflamatoris Augmenta Disminueix
Neutrofils Incrementa Disminueix la secreci6 de la
qguimiocina CCL20
10.2. Assajos clinics en humans

El gran nombre d’estudis experimentals sobre els efectes de la RT-DB que s’han
descrit anteriorment ha generat, malgrat la falta d’estudis especifics sobre RT-
DB i COVID-19, una base solida de coneixement preclinic. Aquests fonaments
cientifics sobre els efectes antiinflamatoris de la RT-DB avalen la investigacio
d’aquest tractament per a la COVID-19 en assajos clinics amb humans, per tal

d’avaluar la seva seguretat i I'eficacia. Segons la plataforma ClinicalTrials.gov33,
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gue és una base de dades que recull assajos clinics realitzats a escala mundial,
en cercar les paraules “COVID-19” com a condicié i “Radioterapia” com a
intervencid, s’identifiquen un total de 89 assajos clinics en diferents fases.
D’aquests, només 18 sén estudis especifics amb pacients de COVID-19 que
empren la RT-DB com a tractament. En el moment algid de la pandemia de
COVID-19, la manca de tractaments eficacos va impulsar la investigacio de
noves rutes terapeutiques, entre elles la RT-DB per a millorar la simptomatologia
en els casos més greus. Actualment, la pandemia de la COVID-19 ha finalitzat i
el reclutament de pacients infectats que compleixin els criteris d’inclusio per a
participar en assajos clinics amb RT-DB s’ha vist limitat. Per aquesta rad, dels
18 assajos clinics registrats a ClinicalTrials.gov, només 9 s’han completat amb

exit i han publicat els seus resultats, que seran revisats a la Taula 4 (pagina 71).

Els assajos clinics demostren una millora dels parametres clinics,
majoritariament respiratoris, incloent-hi la saturacié d’oxigen (SpQ2), la ratio de
saturacié d’oxigen per fraccio inspirada d’oxigen (SpO2/FiOz2) i una reducci6 dels
requeriments d’oxigen dels pacients estudiats. A més, en alguns estudis es
demostra una disminucié dels marcadors proinflamatoris després de la RT-DB.
Hess et al. reporten una reduccié significativa de CRP i de creatinina quinasa en
el grup intervencid, respecte al grup control. A més, tot i que aquest estudi no
reporta una millora en la supervivéncia dels pacients tractats amb RT-DB, si que
demostra una reduccié significativa de la intubacié en aquests pacients®. L’assaig
de Sanmamed et al., tot i I'abséncia d’'un grup control, mostra una reduccio
significativa de la CRP després d’'una setmana de la RT-DB, respecte als valors
pre-tractament. Altres parametres inflamatoris com la ferritina, la LDH i el dimer
D no es veuen alterats'®. En aquesta linia, I'estudi d’Ameri et al. va mostrar un
decreixement d’IL-6 i CRP després d’1i 3 dies de la RT-DB en el 80% i el 100%
dels pacients, respectivament. Tot i aixi, els valors no son estadisticament
significatius perqué la mostra analitzada és de només 10 pacients3®, De tots els
assajos clinics que s’han realitzat, només el de Papachristofilou et al. no
demostra cap efecte beneficiés de la RT-DB, mentre que si presenta una
reduccié significativa del nombre de limfocits en el grup tractat amb RT-DB340.
En resposta als resultats d’aquest estudi, que contradiuen ampliament les

troballes cliniques de la resta d’assajos clinics, Bevelacqua va escriure una carta

69



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI

LA RADIOTERAPIA A DOSIS BAIXES: UNA ALTERNATIVA TERAPEUTICA EN PACIENTS ANCIANS AMB PNEUMONIA
SEVERA CAUSADA PER COVID-19

Berta Piqué Smith

a l'editor en que hipotetitzava que l'estudi de Papachristofilou no respecta la
finestra terapéutica de la RT-DB, ja que el tractament es realitza després de la
fase hiperinflamatoria, i que els pacients reclutats estan massa greus per a poder

presentar millora34:,

Tot i que els diversos assajos clinics que s’han realitzat avalen aquest tractament
i reporten millores cliniques en els pacients i una reduccid dels dies
d’hospitalitzacio, les diferents aproximacions metodoldgiques emprades fan
dificil la comparacié dels resultats. Una part important d’aquests assajos clinics
no contemplen un disseny amb un grup control, i els valors obtinguts després de
la RT-DB es comparen amb els valors pre-irradiacié. A més, tot i que la majoria
d’estudis inclouen pacients d’edat avangada, a partir de 70 anys, la mitjana d’edat
de l'estudi de Ganesan et al.3*?, i de Sharma et al.® és de 56 i 51 anys,
respectivament. També, els objectius primaris sén diferents i utilitzen diverses
puntuacions i/o marcadors clinics per analitzar I'eficacia del tractament de RT-
DB. Es el cas de I'estudi de Sharma et al. en qué avaluen millores en la severitat
de la COVID-19 a partir de I'escala de puntuacio NEWS®, mentre que 'assaig de
Sanmamed et al. es basa en I'escala de Borghesi'®. Finalment, la grandaria
mostral d’aquests estudis €s generalment petita i a més, el disseny de I'estudi en
un gran nombre dels casos és no randomitzat i es troba en diferents fases.
Aquestes discrepancies entre els estudis dificulten I'estandarditzaciéo del
tractament de RT-DB per a la COVID-19.

La seglent taula conté els resultats que s’han publicat dels 9 assajos clinics
registrats a ClinicalTrials.gov i 2 estudis que no hi estan registrats, perd que van
ser aprovats pel Comité Institucional Etic de I'india342:343, L’dltim estudi de la taula

és un dels articles que forma part de la present tesi doctoral.
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Taula 4. Assajos clinics de la RT-DB en pacients amb COVID-19
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Autor, any, nom de Disseny Lloc Nam. Edat Criteris d’inclusié Intervencié Dosi Objectiu primari Seguimenti | Resultats
I’assaig clinic, nGmero Pacients mitjana (Gy) efectes
de registre (anys) adversos
Ameri et al.344, 2020 Estudi pilot Hospital Imam | 5 71,8 260 anys i COVID-19 No medicaments 0,5 Millores de la SpO,, canvis 7 dies. Millora dels
NCT04390412 Hossein (Iran) positius o amb antivirals ni bilateral al nombre de dies No hi ha parametres clinics i
requeriments d’'O, amb corticoesteroides. d’hospitalitzacié o a 'UCI toxicitat de la SpO; en 4/5
SpO, £93% i/o PaFi Unica dosi de RT- aguda pacients
<300 mm Hg DB
Hess et al.34%, 2020 Estudi fase | | Hospital 20 78 COVID-19 positius Unica dosi de RT- 15 Recuperacio clinica, millora 21 dies. Millora clinica dels
(RESCUE 1-19) Universitari (10 control i hospitalitzats, amb DB bilateral radiografica i de No hi ha pacients
NCT04366791 Emory 10 consolidacions biomarcadors toxicitat
(Estats Units) intervencio) radiografiques i aguda
requeriments d’'O,
Papachristofilou et al.340, Estudi Hospital 22 75 Homes >40 anys i Tots els pacients 1 Millora en el nombre de dies | 28 dies. No compleixen
2021 randomitzat, | Universitaride | (11 controli dones >50 anys, reben bilateral | en que el pacient no ha Presencia I'objectiu primari
(COVID-RT-01) doble cec, Basel 11 COVID-19 positius i que | dexametasona, 4 en requerit ventilacio des del de
NCT04598581 fase Il (Suissa) intervencio) requereixen ventilacio el grup intervencié i dia de la intervencio fins a limfopénia
mecanica 7 en el control reben 15 dies després després de
remdesivir. Unica la RT-DB
dosi de RT-DB
Ganesan. et al.342, 2021 Estudi Hospital 25 56 >40 anys, COVID-19 Unica dosi de RT- 0,5 Millora de la SaFi ales 48 h, | 7 dies. Millora de la SaFi i
ECR/926/Inst/TN/2017/RR | fase Il Sundaram positius, hospitalitzats, DB bilateral 72 hi 7 dies des del dia de No hi ha dels resultats de la
-20 (india) reben medicacioé la irradiacié comparat amb toxicitat TC pulmonar,
antiviral, SpO, <94 %, els valors basals aguda reduccid dels
FR >24/min i SaFi>89 requeriments d’'O,,
pero <357 millora de la hipoxia
Hess et al.8, 2021 Estudi Hospital 40 90 >18 anys, COVID-19 Pacients tractats 15 Seguretat i eficacia de la 28 dies. Disminuci6 de la
(RESCUE 1-19) prospectiu Universitari (20 control i positius, hospitalitzats amb dexametasona bilateral RT-DB quan s’administra No hi ha intubaci6 dels
NCT04366791 fase Il Emory 20 amb opacitats als i/lo remdesivir. Unica conjuntament amb toxicitat pacients tractats,
(Estats Units) intervencio) pulmons i requeriments dosi de RT-DB dexametasona i/o aguda reduccio dels dies
d'o; remdesivir d’hospitalitzacié
Sharma et al.?, 2021 Estudi pilot Institut de 10 51 >8 anys, COVID-19 Unica dosi de RT- 0,7 Recuperacio clinica basada | 14 dies. Millora clinica amb
NCT04394793 Ciéncies positius, malaltia DB bilateral en la puntuacié de I'escala No hi ha el sistema de
Mediques “All moderada o severa, FR NEWS toxicitat puntuacio de
India” >24/min i/lo SpO, <94% aguda severitat NEWS
(india)
Arenas et al.?83, 2021 Estudi Hospital 36 84 COVID-19 positius Pacients tractats 0,5 Millores de la FiO,, la SaFi i 1 mes. Augmenta la SaFi i
(IPACOVID) multicéntric, Universitari moderat o sever, no amb dexametasona, bilateral la PaFi, de 'avaluacio Sense millora del
NCT04380818 prospectiu i Sant Joan de aptes per a I'admissio a 1 amb tocilizumab, 1 radiologica dels infiltrats efectes percentatge
no Reus, Hospital 'UCI degut a amb remdesivir i 1 pulmonars, del CURB-65 i adversos d’afectacié

randomitzat

del Mar
(Espanya)

comorbiditats

amb ambdos
tractaments.
Unica dosi de RT-
DB

de index de Barthel a 24 h i
7 dies després de la RT-DB
en comparacio amb els
valors basals

pulmonar després

d’'una setmana de la

RT-DB
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NRSYERS-Blheat SiidIBh6 Estudi Hospital La 2 72,5 COVID-19 positius amb | Medicaments 0,8 Millores a la puntuaci6 de 2 mesos. Disminuci6 de
2021 preliminar Milagrosa pneumonia i que no sén | estandard antivirals. | bilateral severitat utilitzant imatge de | Sense I'afectacioé pulmonar
(ULTRA-COVID) (Espanya) candidats per a rebre Unica dosi de RT- TC després d’'1i 4 setmanes | efectes
NCT04394182 ventilacié mecanica ni DB del tractament, a la SpO,, a adversos
presenten millora amb la PaFii als parametres aguts
terapia medica immunologics i inflamatoris
Sanmamed et al.10, 2022 Fase I/, Hospital San 41 71 250 anys, COVID-19 18 pacients reben 1 Examen radiologic als 0, 3 i 60 dies. 42% milloren la
(LOWRAD-Cov19) prospectiu, Carlos de positius, afectacio antivirals i 32 bilateral 7 dies després del Apareix puntuacié d’extensio
NCT04420390 no Madrid bilateral dels pulmons pacients tractament, basats en el limfopénia pulmonar,
randomitzat (Espanya) en l'estudi d'imatge i corticoesteroides. sistema de Borghesi després de incrementa la SaFi i
requeriments d’'O, Unica dosi de RT- la RT-DB disminueix la CRP
DB
Magrini et al.347, 2022 Estudi Departament 3 74 250 anys, COVID-19 Unica dosi de RT- 0,7 Avaluacié de la viabilitat de 10 dies. Manifesten viabilitat
(COLOR-19) preliminar d’Oncologia positius, puntuaci6é de 2- | DB bilateral la RT-DB per tractar la No hi ha de la RT-DB
NCT0437747 radioterapica, 3 a I'escala Brescia, COVID-19 per a continuar toxicitat
Universitat de resultats radiologics i amb un estudi de fase Il aguda
Brescia criteris de laboratori
(Italia)
Ameri et al.33%, 2022 Estudi pilot Hospital Imam | 10 75 >60 anys, COVID-19 Unica dosi de RT- 05i1 Millora de la SpO., 28 dies. No s’observa una
NCT04390412 Hossein positius o amb DB en 9 pacients i bilateral No es millora significativa
(Iran) afectacions doble doside 0,5 Gy | en grups detecta de la SpO,
radiografiques al cap de 6 dies de de 5 toxicitat
caracteristiques de la primera en un dels | pacients aguda
pneumaonia amb SpO, pacients
<93% i FR >30/min
Singh et al.343, 2022 Estudi Institut de 13 57 >18 anys, COVID-19 Medicacié estandard | 0,7 Millores al sistema de 14 dies. Augmenta la SaFi
CTRI/2021/06/033912 randomitzat Ciencies (6 control i 7 positius i moderada amb | per la COVID-19. bilateral puntuaciéo NEWS-2 als No es al tercer dia post-
Mediques “All intervencio) Sp0,<94% i FR Unica dosi de RT- pacients tractats respecte detecta tractament i es
India” de Nova >20/min DB als controls toxicitat redueix la LDH,
Patna aguda CRP, ferritina i
(india) dimer D al grup
tractat respecte als
valors basals
Ortiz et al.348, 2022 Estudi Bajio National | 60 55 >18 anys, COVID-19 Tractament per a la 1 Millores de la supervivéncia | 3 mesos. Millores
NCT04534790 prospectiu Medical (29 control i positius amb pneumonia | pneumonia deguda bilateral als pacients tractats No reporten significatives de la
no Center, 31 confirmada i pacients a COVID-19. Unica respecte als controls toxicitat supervivéncia als
randomitzat (Méxic) intervencio) amb ARDS moderat o dosi de RT-DB aguda pacients tractats
sever respecte als controls
Arenas et al.349, 2023 Estudi no Hospital 100 85 COVID-19 positius, que | Tots els pacients 0,5 Augment de la PaFiales 1 mes. Augmenta la SaFi
(IPACOVID) randomitzat Universitari (50 control i no son candidats per a reben el tractament bilateral 48 h No hi ha després d’'una
NCT04380818 de dues Sant Joan de 50 I'admissié a I'UCI per a amb dexametasona, toxicitat setmana i la PaFi
cohorts Reus, Hospital | intervencio) rebre ventilacié i al grup control, 1 aguda després d’un mes,

del Mar
(Espanya)

mecanica

tocilizumab i 4
remdesivir. Unica
dosi de RT-DB

hi ha un aveng de
I'alta médica i
augmenta la
supervivéncia als
pacients tractats

Abreviatures: CRP, proteina C reactiva; CURB-65, criteris de confusio, urea, freqliencia respiratoria i pressioé sanguinia; FR, freqlencia respiratoria; PaFi, ratio de la pressi6 arterial

d’oxigen per fracci6 inspirada d’oxigen; RT-DB, radioterapia a dosis baixes; TC, tomografia computada de torax; SaFi, ratio de la pressié arterial d’oxigen per fracci6 inspirada d’oxigen;

SpO2, saturacioé d’oxigen; UCI, unitat de cures intensives.
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10.3. Aspectes a tenir en compte

L’Us de la RT-DB ha de tenir en compte diversos aspectes, com per exemple, el
moment en el transcurs de la infeccié en qué s’ha de realitzar la irradiacio, la
seguretat del personal a les instal-lacions, tant pel risc d’infeccié per SARS-CoV-

2, com de la radiacio, i la monitoritzacié de I'estat de salut dels pacients3°,

Referent al moment més idoni durant el curs de la infeccié per SARS-CoV-2 en
la que s’ha de realitzar el tractament amb la RT-DB, alguns autors hipotetitzen
que la finestra terapeutica de la RT-DB es troba entre la fase pulmonar
primerenca i I'aparicio de I'estat hiperinflamatori que pot conduir a ARDS3%2, Per
aquesta rao, i amb l'objectiu d’augmentar I'eficacia del tractament és necessari
fer un seguiment dels biomarcadors d’inflamacio per tal de determinar en quina
fase es troba el pacient. Els diferents assajos clinics en qué s’utilitza la RT-DB
per al tractament de la COVID-19 presenten molta variabilitat pel que fa a
I'interval de dies d’enca que el pacient arriba a I'hospital fins que es realitza la
RT-DB. En I'estudi de Magrini et al.®*’, aquest periode de temps era de 12 dies
fins al tractament, mentre que d’altres estudis com el d’Ameri et al.?*4, Hess et
al.® i Sharma et al.? presenten temps més curts de 2, 5 i 3 dies, respectivament.
Per aquesta ra0, caldria estandarditzar el moment optim per a realitzar la RT-DB
en el curs de la infecci6 de COVID-19 del pacient a partir del monitoratge de

biomarcadors especifics en sang.

Hi ha diversos avantatges de la RT-DB, que inclouen la disminuci6é dels dies
d’hospitalitzacié del pacient, aixi com evitar la necessitat de requerir un ingrés a
'UCI. A més, s’ha demostrat ampliament que la RT-DB pot millorar els
parametres respiratoris i produir una reduccio de I'estat hiperinflamatori. També,
cal destacar que aquesta terapia esta dissenyada per aquells pacients que no
sén candidats a rebre ventilaci® mecanica i que no sén aptes per a tractaments
alternatius. Pel que fa a les limitacions, la probabilitat de dany secundari a la RT-
DB és molt baixa perqué la gran majoria dels assajos clinics han mostrat que no
hi ha toxicitat aguda. Només els estudis de Papachristofilou et al.®*°, i Sanmamed
et al.’, reporten la presencia de limfopénia, com a resultat de la RT-DB, tot i que
els autors del segon suggereixen que el mateix SARS-CoV-2, aixi com el
tractament amb dexametasona, poden influir en la poblaci6 de limfocits i que la

majoria de pacients ja presentaven limfopenia abans de la radiacié. Pel que fa al
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risc de carcinogenesi derivat del tractament amb RT, I'Us de models
computacionals ha permes avaluar aquest risc en pacients amb COVID-19
tractats amb RT-DB. En aquest estudi es va demostrar que el risc de
carcinogenesi en dones €s major que en homes i que la mama i els pulmons sén
els organs amb un risc més gran. També, que el risc dels organs fora del camp
de la RT-DB, és a dir, aquells que es troben fora de la zona d’irradiacio directa,
perd que reben dosis més baixes a causa del fenomen de dispersio, és
negligible. Finalment, els autors defensen que en pacients de 80 anys o0 més, el
risc de carcinogenesi de la RT-DB per al tractament de la COVID-19 és menor
de I'1%3%2. Per tant, en el cas de la COVID-19 i en pacients d’edats avangades
és molt probable que l'accié terapéutica beneficiosa de la RT-DB superi
significativament el risc d’aparicio de tumors, avalant d’aquesta manera el
desenvolupament de més assajos clinics. Aquests resultats tan esperancadors
posen de manifest la necessitat de continuar investigant el tractament amb RT-
DB, ja que més enlla de la COVID-19, aquest presenta un potencial terapeutic
que podria obrir noves vies d’abordatge per a altres infeccions o malalties de
base inflamatoria que, actualment, no compten amb opcions terapéutiques

eficaces.
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HIPOTESI

A principis del segle passat, la RT s’utilitzava per al tractament de la pneumonia
oferint uns resultats prometedors fins que la introduccié de les sulfonamides i la
penicil-lina va conduir al seu desus. Actualment, la RT-DB s’empra per al
tractament de malalties inflamatories i artrodegeneratives, i aconsegueix
beneficis terapéutics en els pacients tractats, tot i que el seu Us no és homogeni,

existint paisos com Alemanya on aquesta s’utilitza frequentment.

La infeccio per SARS-CoV-2 en els casos més severs causa un dany pulmonar
directe a les cel-lules alveolars desencadenant una CS que és [l'estat
hiperinflamatori que agreuja la patologia pulmonar podent arribar a causar

pneumonia i eventualment la mort.

La hipotesi de la present tesi és que la RT-DB, per les seves reconegudes
funcions antiinflamatories i immunomoduladores, podria ser un tractament
potencialment efica¢ per a millorar la simptomatologia, I'evolucié de la malaltia i
la supervivencia en pacients amb COVID-19 i pneumonia, a partir de I'efecte
beneficids de diversos mecanismes radiobioldgics en el restabliment dels efectes
deleteris de la infecciéo de SARS-CoV-2 sobre el sistema immune i la reduccio de
la CS.
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OBJECTIUS GENERALS

Tenint en compte el potencial terapéutic que té la RT-DB i els resultats
encoratjadors dels assajos clinics realitzats fins al moment, que demostren la
seva seguretat, es va dissenyar un assaig clinic no randomitzat prospectiu amb
un grup control i un grup intervencié per a avaluar els efectes de la RT-DB en la
pneumonia causada per la COVID-19 en pacients ancians. Un cop es van
demostrar els beneficis terapeutics de la RT-DB en els nostres pacients, es va
iniciar un segon estudi per a determinar si la preséncia de carrega viral al sérum
dels pacients abans de la irradiacié podia estar relacionada amb una major
mortalitat, tanmateix també es van analitzar altres possibles factors prondstic de

risc i predictius de mortalitat en els nostres pacients.
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OBJECTIUS ESPECIFICS

Article 1

Treatment of COVID-19 pneumonia with low-dose radiotherapy plus
standard of care versus standard of care alone in frail patients: The SEOR-
GICOR IPACOVID comparative cohort trial.

Arenas M, Piqué B, Torres-Royo L, Acosta JC, Rodriguez-Tomas E, De Febrer
G, Vasco C, Araguas P, Gémez JA, Malave B, Arquez M, Algara M, Montero A,
Montero M, Simé JM, Gabaldé X, Parada D, Riu F, Sabater S, Camps J, Joven
J.

Strahlenther Onkol, 1-10, 2023. Doi: 10.1007/s00066-023-02067-9.

El SARS-CoV-2 és capag d’infectar cél-lules immunes i alterar la distribucio de
les seves poblacions i el seu fenotip funcional. Aixd provoca una desregulacié de
la resposta immunitaria que acaba induint una alliberacié massiva de citocines

proinflamatories, incloent la IL-4, la IL-6 i el TNF-a, que rep el nom de CS.

De manera resumida, en els casos més critics de la COVID-19, el SARS-CoV-2
pot inhibir la produccié d’IFN |, que son activadors importants de la defensa
antiviral de I'noste, per part de les DC?30 i les NK3%3. Amés, el SARS-CoV-2 causa
limfopénia i extenuacié dels limfocits?46:3%4, una reduccié de la poblacio de les
cél-lules NK i un augment dels monocits’® i els macrofags proinflamatoris'®”,
entre altres efectes deleteris sobre el sistema immunitari. Aquesta alteracié
immunitaria permet una lliure replicaci6 del virus que incrementara
significativament la seva carrega viral en I'hoste. Amb I'objectiu d’eliminar-lo,
caldra una secrecio de citocines proinflamatories molt amplificada que conduira
a l'estat hiperinflamatori caracteristic de la CS. Aquesta resposta inflamatoria
massiva no només es troba circumscrita als pulmons, siné que es produeix
sistémicament, amb consequéncies patologiques extrapulmonars a diferents

organs de 'hoste.

En aquest context, es podria hipotetitzar que els efectes antiinflamatoris i

immunomoduladors de la RT-DB podrien, per una banda, inhibir la CS i per 'altra,
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regular el sistema immunitari de I'hoste. Concretament, la RT-DB pot induir
I'alliberacio de citocines antiinflamatories com el TGF-B i la IL-10%° a la vegada
que limitar la secrecio de les citocines proinflamatories IL-6 i TNF-a336. A més,
també polaritza la poblacié de macrofags cap a una major produccié d’IL-10 i
redueix el nombre de macrofags proinflamatoris productors d’IL-6282. Pel que fa
als seus efectes immunomoduladors, s’ha demostrat que la RT-DB causa un
augment significatiu de la poblacid i I'activacié dels limfocits T3¢ i incrementa la

funcio citotoxica de les NK i la secrecié d’IFN-y321.323,

Aquestes evidéncies precliniques dels efectes de la RT-DB van impulsar el
disseny d’assajos clinics per avaluar la seva seguretat i eficiencia com a
tractament per a la pneumonia causada per COVID-19. Els resultats d’aquests
assajos clinics demostren millores a nivell de la funcié respiratoria®', una
reduccio significativa de marcadors inflamatoris en sang3# i fins i tot, un
increment de la supervivéncia dels pacients tractats amb RT-DB3#%, sense

presentar signes de toxicitat aguda.

Durant el moment algid de la pandémia de COVID-19, I'escassetat de dispositius
respiratoris i la saturacié a I'’hospital, va fer que persones amb COVID-19 severa
i que cursaven amb comorbiditats, no poguessin ser considerades per a
'admissié a I'UCI. Aquest context, juntament amb les evidéncies de l'accio
terapeutica beneficiosa de la RT-DB reportada per altres assajos clinics
primerencs, va impulsar el disseny d’un assaig clinic no randomitzat prospectiu
amb un grup control i un grup intervencié que rebia una unica dosi (0,5 Gy) de
RT-DB. Aix0 va permetre oferir a aquestes persones amb un prondstic
desfavorable, una terapia alternativa que, tot i trobar-se encara en fase

d’'investigacid, es preveia que podia aportar beneficis clinics significatius.
Els objectius del primer estudi son:

1. Increment de la ratio de pressié parcial d’oxigen arterial/fraccio inspirada
d’oxigen (PaFi) i de la ratio de saturacié parcial d’oxigen/fraccié inspirada
d’oxigen (SaFi) a les 24 hores, a la setmana i al mes d’haver realitzat o no
la RT-DB.
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2. Millores en la mortalitat i en la supervivéncia actuarial al cap de 30 dies
del tractament.
Disminucio de I'afectacio pulmonar en 'examen radiologic.
Reduccio dels dies d’hospitalitzacié dels pacients i de la duracié dels

simptomes, i aveng de I'alta médica.
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Article 2

SARS-CoV-2 Serum Viral Load and Prognostic Markers Proposal for COVID-

19 Pneumonia in Low-Dose Radiation Therapy Treated Patients.

Piqué B, Pefia K, Riu F, Acosta JC, Torres-Royo L, Malave B, Araguas P,
Benavides R, de Febrer G, Camps J, Joven J, Arenas M, Parada D.

J Clin Med, 12(3):798, 2023. Doi: 10.3390/jcm12030798.

Els beneficis terapeutics de la RT-DB en el tractament de la COVID-19 s’han
confirmat en diversos assajos clinics. Tot i que no s’han reportat efectes
secundaris aguts i el risc de carcinogenesi radioinduida amb RT-DB en pacients
COVID-19 positius a partir de 80 anys és menor a I'1%32, la preséncia de
marcadors predictius que puguin ajudar a preveure l'eficacia del tractament
podria ser de gran utilitat. A més, la majoria d’assajos clinics realitzats fins a la
data d’avui inclouen pacients en estats avancats de la malaltia. Diversos autors
han hipotetitzat que el moment de 'evolucié de la infeccié de la COVID-19 en
qué s’administra la RT-DB determina I'eficacia del tractament. Es creu que la
finestra terapeutica optima per a la RT-DB es troba entre la fase pulmonar i
I'aparicié de I'estat hiperinflamatori, i que un cop s’ha produit la CS, I'eficacia del
tractament disminueix3®'. Tot i que encara queda un llarg cami a recorrer,
sobretot per a poder dilucidar els mecanismes subjacents i les vies moleculars
involucrades en la RT-DB, el monitoratge de marcadors inflamatoris a la sang i
'estudi d’una possible associacid6 amb la mortalitat, podria resultar molt
avantatjés. Per una banda, permetria saber si l'individu ja es troba en la fase
hiperinflamatoria, i per laltra, realitzar en un futur, una terapia de RT-DB
personalitzada en aquells pacients en els quals el marge terapeutic de millora és

més gran.

Hi ha diversos factors de risc associats amb severitat i mortalitat de la COVID-
19, inclosos I'edat, el génere masculi®*, la preséncia de comorbiditats3® i la
carrega viral a la sang3%®, entre d’altres. També s’han descrit marcadors
inflamatoris que reflecteixen el dany que s’esta produint a I'hoste, com per

exemple, el dimer D37 |a ferritina3%8, TAST3%9 i la LDH3%0,
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Tot i que el risc d’aparicio de tumors en pacients amb edats avangades és molt
baix, en el context de la pandémia de COVID-19, la necessitat de mobilitzar i
sotmetre a irradiacié a pacients greus, aixi com la manca de disponibilitat de les
instal-lacions de RT, ens va conduir a estudiar si possibles marcadors sanguinis
podrien estar associats amb una major taxa de mortalitat i de possible resposta
a la RT. En aquest segon article ens hem plantejat investigar si la carrega viral al
sérum abans del tractament en el grup de pacients tractats amb RT-DB esta
associada a una major mortalitat, ja que aquesta és un indicador de propagacié
sistemica del virus i de dany pulmonar. També, hem volgut investigar si existeix
relacio entre la carrega viral i altres factors de risc de severitat descrits
préviament a la literatura i, finalment, fer un cribratge preliminar i de manera
tedrica, de diversos parametres sanguinis en el moment de la RT-DB que puguin

ajudar a predir la mortalitat als 30 dies post-tractament.
Els objectius del segon estudi sén:

1. Analitzar si la carrega viral, ja sigui de forma categorica (detectable vs. no
detectable) o continua, en sérum 24 hores abans del tractament de RT-
DB esta associada amb una major mortalitat als 30 dies post-tractament.

2. Investigar si existeix una associacioé de la carrega viral en serum amb una
major puntuacié de severitat del CURB-65 i d’aquest amb els nivells d’IL-
6.

3. Determinar si la virémia en sérum és un factor que influencia la
supervivéncia actuarial al cap de 30 dies despreés del tractament.

4. Estudiar si els individus virémics presenten unes concentracions meés
elevades d’'RNA total circulant al sérum.

5. Ferun cribratge preliminar de diferents factors de risc, préviament descrits
a la literatura, i determinar si estan associats amb una major mortalitat en
els pacients 30 dies després del tractament.

6. Investigar la capacitat predictora de mortalitat dels factors de risc,
préviament identificats, que estiguin relacionats amb la taxa de mortalitat
de manera teodrica.

7. Examinar la correlacio entre la carrega viral al sérum amb altres factors

de risc.
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Abstract

Purpose To assess the efficacy of lung low-dose radiotherapy (LD-RT) in the treatment of patients with COVID-19
pneumonia.

Materials and methods Ambispective study with two cohorts to compare treatment with standard of care (SoC) plus
a single dose of 0.5 Gy to the whole thorax (experimental prospective cohort) with SoC alone (control retrospective cohort)
for patients with COVID-19 pneumonia not candidates for admission to the intensive care unit (ICU) for mechanical
ventilation.

Results Fifty patients treated with LD-RT were compared with 50 matched controls. Mean age was 85 years in both
groups. An increase in arterial oxygen partial pressure (PaO,)/fraction of inspired oxygen (PAFI) in the experimental
LD-RT-treated group compared to the control group could not be found at 48h after LD-RT, which was the primary
endpoint of the study. However, PAFI values significantly improved after 1 month (473 vs. 302mmHg; p<0.0001). Pulse
oxymetric saturation/fraction of inspired oxygen (SAFI) values were also significantly higher in LD-RT-treated patients than
in control patients at 1 week (405 vs. 334mmHg; p=0.0157) and 1 month after LD-RT (462 vs. 326 mmHg; p<0.0001).
All other timepoint measurements of the respiratory parameters were similar across groups. Patients in the experimental
group were discharged from the hospital significantly earlier (23 vs. 31 days; p=0.047). Fifteen and 26 patients died due to
COVID-19 pneumonia in the experimental and control cohorts, respectively (30% vs. 48%; p=0.1). LD-RT was associated
with a decreased odds ratio (OR) for 1-month COVID-19 mortality (OR=0.302 [0.106-0.859]; p=0.025) when adjusted
for potentially confounding factors. Overall survival was significantly prolonged in the LD-RT group compared to the
control group (log-rank p=0.027). No adverse events related to radiation treatment were observed.

Conclusion Treatment of frail patients with COVID-19 pneumonia with SoC plus single-dose LD-RT of 0.5 Gy improved
respiratory parameters, reduced the period of hospitalization, decreased the rate of 1-month mortality, and prolonged
actuarial overall survival compared to SoC alone.

Keywords COVID-19 pneumonia - Low-dose radiation therapy - Standard of care - Anti-inflammatory effects - Frai

patients
Introduction
Person-to-person respiratory transmission of a new severe
54 M. Arenas, MD, PhD acute respiratory syndrome coronavirus (SARS-Cov-2) led
meritxell.arenas @urv.cat to the global pandemic that emerged in December 2019.
Extended author information available on the last page of the At that time, an outbreak of pneumonia cases of unknown
article origin was reported in China, which were subsequently
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recognized as the first cases of coronavirus disease 2019
(COVID-19). On March 12, 2020, the World Health Or-
ganization (WHO) formally declared that humankind was
suffering from a pandemic with highly variable clinical
manifestations. While most patients experience asympto-
matic or mildly symptomatic infection, a minority of cases
present with the severe form, with pneumonia, associated
with a remarkable inflammatory response.

SARS-Cov-2 is an RNA virus with a lipid membrane
taken from the host cells where viral proteins are inserted.
The spike (S) protein is essential and gives the virus its
name due to a corona-like appearance. SARS-Cov-2 uses
the S protein to bind to host cells through a receptor-bind-
ing domain to the human angiotensin-converting enzyme 2
(ACE2) receptor [1]. COVID-19 infection is distinguished
by a time sequence in which after the initial phase of vi-
ral replication, a small percentage of patients with SARS-
CoV-2 infection experience a serious form of pneumonia
due to dysregulation of the immune response, which trig-
gers a cytokine-release syndrome [2]. Then, an excessive
inflammatory response can lead to adult respiratory distress
syndrome with severe respiratory failure due to attraction
and accumulation of immune cells in the lung parenchyma
[3], leading to acute lung tissue damage [4]. Cytokine dys-
regulation associated with SARS-Cov-2 infection has a dis-
tinctive profile, with decreases in some cytokines (CD3,
CD4, CDS8, interleukin [IL]-10, and interferon [IFN]), nat-
ural killer cells and B cells, while others are increased (IL-1,
IL-2, IL-6, IL-4, IL-8, IL-17, tumor necrosis factor-alpha
[TNF], G-CSF, GM-CSF [2, 4)).

Therefore, the medications currently approved for
COVID-19 infection with pneumonia belong to two main
groups: treatments administered to reduce viral replication
and treatments with an anti-inflammatory effect. The most
frequently used are remdesivir [5] and dexamethasone [6].
The efficacy of these treatments is controversial, with re-
ports both for and against, and at best, the benefits are
limited, which warrants investigation on new treatments for
COVID-19. The anti-inflammatory potential of low-dose
radiotherapy (LD-RT) has long been known, becoming an
option for treating selected cases of patients with non-ma-
lignant inflammatory diseases [7, 8], including infectious
pneumonia [9]. The anti-inflammatory effect of LD-RT is
mediated by a decrease in polymorphonuclear and endothe-
lial cells, decreased production of nitric oxide, increased
activation of apoptosis mediators, and increased production
of IL-10 [10] and transforming growth factor f1 (TGF-$1)
[11].

The ethical standards that mandate that assisted ventila-
tion and admission to intensive care units (ICUs) should be
limited to one segment of the population means that patients
in the other segments have very limited therapeutic options.
The strong anti-inflammatory effects of LD-RT could pre-
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vent or reduce the inflammatory cascade caused by COVID-
19. Therefore, to test the hypothesis that total-lung LD-RT
treatment could benefit these patients by improving their
oxygenation and decreasing mortality, we conducted a mul-
ticenter, prospective comparative clinical trial IPACOVID
trial, NCT04380818). The preliminary results of this trial
have been reported previously [12] and the final results are
reported herein.

Methods
Study design

This study was designed as a non-randomized compari-
son of two cohorts, with an ambispective design. Patients
received standard of care (SoC) treatment in the control
cohort or SoC plus LD-RT in the experimental cohort.
SoC included antiviral or anti-inflammatory pharmacologi-
cal treatment. We planned to include a prospective series of
50 consecutive patients in the experimental cohort and to
compare the results with those of 50 consecutive patients in
the control cohort, matched by age, gender, comorbidities,
and the rate of pulse oxymetric saturation (SpO.)/fraction
of inspired oxygen (FiO,; SAFI) values. The primary end-
point of the study was the difference in the variation of the
rate of arterial oxygen partial pressure (PaO,)/fraction of
inspired oxygen (PAFI) between the experimental and the
control cohorts measured at 48h after LD-RT treatment. If
PAFI measurement was not possible, SAFI was determined.
Secondary endpoints were SAFI, adverse events, radiologi-
cal response, overall mortality, and 30-day actuarial overall
survival. The baseline reference date had to be the day of the
LD-RT treatment in the experimental cohort and the day of
the start of SoC treatment for COVID-19 pneumonia in the
control cohort. Clinical follow-up and radiological param-
eters were assessed before LD-RT, at 7 days, and 1 month
after treatment. PAFI and SAFI ratios were assessed at 24 h,
1 week, and 1 month after treatment. Radiological CT scan
images were classified according to the degree of parenchy-
mal involvement. CURB-65 score (based on age, vital signs,
urea level, and presence of confusion) was used to assess the
severity of pneumonia and to predict mortality risk (score 1
assigned to low risk and scores 3 or 4 assigned to high
risk). In the control group, the diagnosis was made with
chest X-ray.

The study was conducted in accordance with the Decla-
ration of Helsinki in its latest version, Fortaleza 2013, and
was approved by the institutional review board (IRB) of
the Hospital Universitari Sant Joan de Reus (project code:
089/2020). All patients allocated to the prospective experi-
mental cohort provided written informed consent. Patients
allocated to the retrospective control cohort did not pro-
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vide consent to the IRB agreement (most patients had died,
others were discharged and lost to follow-up; data were
anonymized and taken from a single, one-time retrospec-
tive review without further follow-up).

Patients

Patients eligible for the prospective study were diagnosed
with COVID-19 pneumonia, deemed to not be candidates
for invasive mechanical ventilation and therefore not ad-
mitted to the ICU, who were treated during the acute phase
of the viral infection with a single dose of 0.5Gy to the
whole thorax. Patients included in the study were those
aged 18 years and over, with fewer than 8 days from onset
of symptoms or having PAFI below 300 or SAFI below
315, needing supplemental oxygen, and receiving standard
COVID-19 medication at appropriate doses. Also, the lung
infiltrates has to affect more than 50% of the parenchyma
and present one of the following biochemical changes:
dimer-D> 1500 ng/mL, IL-6>40UI, CRP> 100 mg/1.

Treatment

It was planned for all patients to undergo CT for simulation
using a simple and repositionable immobilization device
(pillow and leg wedge) exclusively for COVID-19 patients.
For the preparation and administration of the treatment, all
the necessary measures had to be taken to guarantee the
safety of patients and staff faced with the risk of SARS-
CoV-2 infection, following the regulations and instructions
of the hospital. On the day of treatment, two technicians
wearing appropriate personal protective equipment worked
with the patient. The treatment of patients with COVID-
19 pneumonia was carried out in the same linear acceler-
ator, grouping all patients in the same time slot to avoid
the risk of transmission to other patients. According to the
established protocol, the room was decontaminated after
completing the treatments.

The planning of the irradiation volume was based on the
definition of the clinical target volume (CTV) involving the
volume of both lungs, which was increased by 5mm in all
directions. Planning was carried out to achieve a homoge-
neous distribution in the area to be treated that met Inter-
national Commission on Radiation Units (ICRU) criteria of
between 95% and 107% of the prescribed dose [13]. The
heart was defined as the organ at risk and the dose received
was calculated, although it was not necessary to establish
dose limits in critical organs beyond the ALARA principle
(as low as reasonably achievable), in accordance with the
common procedure with the use of ultra-low doses [14].
Patients had to receive a dose of 0.5 Gy in a single dose.

Statistical analyses

For sample size calculation, to demonstrate that a 50% dif-
ference between the medians of the PAFIs is statistically
significant from the 20% expected, with an alpha risk of
0.05 and a beta risk of less than 0.2 in a bilateral contrast,
accepting a loss of patients of 10%, with a 1:1 allocation,
it was necessary to include 100 patients, S0 in the exper-
imental group and 50 in the control group. We used the
Mann—Whitney U test to compare continuous clinical vari-
ables in the two groups. We used Fisher’s exact test to assess
differences between categorical variables. Multiple groups
were compared with the Kruskal-Wallis test or the analysis
of variance (ANOVA) test. Multivariable logistic regression
was used to calculate odds ratios (OR) and 95% confidence
intervals (CI) to evaluate the association between clinical
risk factors and COVID-19 mortality. Categorical variables
were expressed as frequencies and percentages, and contin-
uous variables were presented as means and standard devi-
ation. Kaplan—Meier curves and the log-rank test were used
to calculate actuarial survival. Statistical analyses, logistic
regressions, and graph representations were performed in
SPSS Statistics version 25 (IBM SPSS Statistics, Armonk,
NY, USA) and GraphPad Prism 8.01 (GraphPad Software,
San Diego, CA, USA).

Results
Baseline demographics

Between June 15, 2020, and February 28, 2021, 50 in-
patients treated at a single center were included (LD-RT-
treated experimental cohort) and compared with 50 inpa-
tient controls matched blindly by age, gender, comorbidi-
ties, and SAFI values (control cohort). Table 1 shows the
demographic, clinical, and imaging baseline characteristics
of the patients. Mean age was 85 years, and 46% of the
patients were female in both groups. Participants presented
a similar incidence of comorbidities, including neurological
(28% vs. 38%), cardiovascular (82% in both groups), and
respiratory diseases (40% vs. 28%) in the LD-RT-treated
group and the control group, respectively. SoC treatment
for COVID-19 was dexamethasone for all patients in both
groups. In addition, one patient had received tocilizumab
and four patients remdesivir in the control group. The func-
tional status of the participants according to the Barthel in-
dex was not statistically different between the two groups.
However, the control group presented a higher number of
minimally dependent patients (p=0.044). Also, when look-
ing at the Geriatric Depression Scale, there was heterogene-
ity in the cognitive decline status, with only one LD-RT-
treated patient in the moderate cognitive decline classifica-
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Table 1 Baseline characteristics of patients with COVID-19 treated with low-dose radiotherapy (LD-RT) and control patients

Characteristic LD-RT cohort Control cohort p-value
(n=50) (n=50)
Female sex® 23 (46) 23 (46) >0.999
Age? 84.74+6.583 85.04+6.934 0.819
Comorbidities®
Neurological diseases 14 (28) 19 (38) 0.395
Cardiovascular diseases 41 (82) 41 (82) >0.999
Respiratory diseases 20 (40) 14 (28) 0.291
Other comorbidities 44 (88) 37 (74) 0.125
Pharmacological treatment®
Corticosteroids (dexamethasone) 50 (100) 50 (100) -
Tocilizumab 0(0) 1(2) -
Remdesivir 0 (0) 4 (8) -
Functional status (Barthel index)®
Independent 9 (18) 15 (30) 0.241
Minimally dependent 19 (38) 9 (18) 0.044%*
Partially dependent 12 (24) 11 (22) >0.999
Very dependent 7(14) 6(12) 0.234
Totally dependent 3(6) 9 (18) 0.121
Geriatric Depression Scale (GDS)®
No cognitive decline 25 (50) 16 (32) 0.103
Very mild cognitive decline 10 (20) 10 (20) >0.999
Mild cognitive decline 9 (18) 5(10) 0.388
Moderate cognitive decline 1) 11 (22) 0.004*
Moderately severe cognitive decline 2(4) 4 (8) 0.678
Severe cognitive decline 3(6) 4 (8) >0.999
Very severe cognitive decline - - -
Basal SpO2* 93.20+2.969 93.32+3.395 0.832
Basal SAFI (SpO2/FIOz)? 280.86+93.021 274.88 +88.41 0.572
Mild (310-460) 29 (58)° 28 (56) 0.820
Moderate (160-310) 10 (20) 10 (20) 0.774
Severe (< 160) 11 (22) 12 (24) >0.999
CURB-65 score®
Score 1 - - -
Score 2 13 (26.5) 13 (26) >0.999
Score 3 26 (53.1) 15 (30) 0.025*
Score 4 10 (20.4) 22 (44) 0.018*
Score 5 - - -
First radiological findings® CcT Chest X-ray
CT lung involvement < 5% - None: 1 (2) -
CT lung involvement 5-25% 1) Unilateral: 4 (8) -
CT lung involvement 26-49% 8 (16) NA -
CT lung involvement 50-75% 23 (46) Bilateral: 45 (90) -
CT lung involvement >75% 17 (34) NA -

SAFI ratio of pulse oximetry saturation (SpOz) to fractional inspired oxygen (FiO2), CURB-65 clinical criteria validated to guide the treatment of
community-acquired pneumonia based on confusion, BUN respiratory rate, systolic blood pressure and age, CT computed tomography, NA not

available

4Data shown as mean + standard deviation

"Data shown as number of patients and percentages in parenthesis

*Statistically significant p-value
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Table2 Comparison of outcomes between the case groups treated with low-dose radiotherapy (LD-RT) and the control group

Outcome LD-RT cohort Control cohort p-value
(n=50) (n=50)

Duration of symptoms (d)* 5.10+1.644 6.88+3.662 0.015*
Duration of hospitalization (d)* 18.58+13.902 20.04+56.845 0.010*
Discharge from hospital (d)* 22.69+14.915 31.46+79.821 0.047*
Final status, 1 month after treatment®

Alive 32 (64) 24 (48) 0.158
Death due to COVID-19 15 (30) 24 (48) 0.100
Death due to other causes 3(6) 2(4) >0.999

“Data shown as mean * standard deviation
"Data shown as number of patients and percentage in parenthesis
*Statistically significant p-value

tion grade, whereas 11 patients were classified as such in
the control group (p=0.004). We believe that these hetero-
geneities appear as a result of difficulties in recruitment. It
is important to bear in mind that incomprehension of the
treatment or agitation is, worldwide, a contraindication for
radiotherapy, considering patient’s safety.

A CURB-65 score of 3 for the severity of pneumonia
was reported more frequently in the patients in the LD-RT-
treated group (54% vs. 30%; p=0.025), while a CURB-
65 score of 4 was reported more frequently in the control
group (21% vs. 44%; p=0.018). Although higher CURB-65
scores are associated with higher mortality, the differences
in CURB-65 scores within the different groups were ana-
lyzed and there were no significant differences in the mor-
tality ratio. This could be due to the fact that there is an ho-
mogenization between groups and, consequently, the gener-
ally reported effect that higher CURB-65 scores are associ-
ated with higher mortality was not observed in this sample.
To further investigate whether a different distribution of
CURB-65 at baseline in the control and the LD-RT-treated
groups could have an impact on COVID-19 mortality and
hospitalization, the following groups were considered: con-
trol group vs. LD-RT-treated group both with CURB-65
scores of 4, control group vs. LD-RT-treated group both
with CURB-65 scores of 3, and, finally, control group vs.
LD-RT-treated group both with CURB-65 scores of 2. None
of the groups showed a significant association with either
COVID-19 mortality (using a Fisher’s exact test) or hos-
pitalization length (employing the Mann—Whitney U test)
when comparing the same CURB-65 scores in both stud-
ied groups before LD-RT treatment. Most patients (46%) in
the experimental group had a value higher than 50% of lung
parenchyma affected before irradiation, as measured with
CT scan, while most patients in the control group (90%)
had bilateral pneumonia assessed with chest X-ray. No dif-
ferences were observed between the groups in terms of pre-
irradiation SpO, and SAFI values.

Outcomes

Thirty-four patients (68%) in the LD-RT cohort were evalu-
ated 1 week after irradiation (11 patients died within 1 week
and five were in too poor a condition for further exam-
ination) and 32 patients (64%) were evaluated 1 month
after LD-RT. During the first week, 11 and 15 patients
died in the LD-RT and control groups, respectively. In
the experimental group, 18 (36%) patients died, of whom
15 died due to COVID-19 pneumonia and three due to
other causes, whereas in the control group, 26 patients died
(56%), 24 were due to COVID-19 pneumonia and two due
to other causes (Table 2).

Regarding respiratory parameters, our primary endpoint
hypothesis was not fulfilled due to PAFI values not improv-
ing by over 20% at 48h after LD-RT treatment. However,
a post-hoc analysis showed significant long-term respira-
tory parameter improvement. At baseline, respiratory pa-
rameters revealed no differences between the experimental
and the control cohorts, but a post-hoc analysis showed
that significant changes in respiratory parameters appeared
1 week after the intervention. Seven days after treatment,
LD-RT-treated patients experienced a significant increase
in SpO; (97% vs. 94%; p=0.0052) and a significant re-
duction in the FiO, they needed (27% vs. 35%; p=0.038;
Fig. 1). Regarding PAFI (277 vs. 252; p=0.113) and SAFI
(297 vs. 292; p=0.577) parameters, no significant differ-
ences were found at 24h after treatment. At 1 week after
treatment, the LD-RT-treated patients’ SAFI values were
significantly higher than in control patients (405 vs. 334;
p=0.0157), but no PAFI differences were reported (360 vs.
301; p=0.117). A significant improvement was observed in
all respiratory parameters in the LD-RT group after 1 month
of LD-RT compared with the control group: SpO, (97 vs.
95; p<0.0051), FiO; (21% vs. 36; p=0.0002), SAFI (462
vs. 326; p<0.0001), and PAFI (473 vs. 302; p<0.0001;
Fig. 2). All other timepoint measurements of the respira-
tory parameters were similar across the groups (Fig. 2).
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Fig.1 Comparison of SpO> and FiO» parameters between the LD-RT-treated and the control group at different timepoints. a SpO> values in treated
and control patients at baseline (n=50), at 1 week (LD-RT n=32, control n=38), and at 1 month (LD-RT n=23 and control n=16). b FiO values
in treated and control patients at baseline (n=150), at 1 week (LD-RT n=34, control n=38), and at 1 month (LD-RT n=23, control n=16). Data
are expressed as mean + standard deviation. P-values are from a Mann—Whitney test
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Fig.2 Evolution of respiratory parameters PAFi and SAFI in patients treated with LD-RT and control patients. a PAFi (PaO2/FiO) values in
treated and control patients at baseline (LD-RT n=48, control n=50), at 24h (LD-RT n=47, control n=46), at 1 week (LD-RT n=32, control
n=38), and at 1 month (LD-RT n=23, control n=16). b SAFI (SpO2/FiO2) values in treated and control patients at baseline (LD-RT and control
n=>50), at 24h (LD-RT and control n=46), at 1 week (LD-RT n=33, control n=238), and at 1 month (LD-RT n=28, control n=16). Data are

expressed as mean + standard deviation. P-values are from a Mann—Whitney test

The length of hospitalization was not an endpoint in
the IPACOVID trial. However, regarding the global health
crisis during the COVID-19 pandemic, these data were
extracted from our cohorts. Using Mann—Whitney U, the
length of hospitalization was significantly shorter in the
LD-RT-treated group than in the control group (19 vs.
20 days; p=0.01). Patients allocated to the experimental
group were discharged from the hospital significantly ear-
lier (23 vs. 31 days; p=0.047). Fifteen and 26 patients
died due to COVID-19 pneumonia in the experimental
and control cohorts, respectively, resulting in a non-sig-
nificant trend towards lower mortality due to COVID-19
(30 vs. 48%; p=0.1). Three and two patients died of other
causes in the LD-RT and control cohorts, respectively. The
same trend was observed for all-cause mortality (36% vs.
56%; p=0.158; Table 2). When adjusted for potentially
confounding factors (sex, age, comorbidities, and number
of days with symptoms), only age and LD-RT treatment
showed a significant association with COVID-19 mortality
(Table 3). Specifically, age was associated with an increased
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odds ratio (OR) for COVID-19 mortality (OR=1.147; 95%
confidence interval [1.033—-1.272]; p=0.010) whereas LD-
RT was associated with a decreased OR for COVID-
19 mortality (OR=0.302 [0.106-0.859]; p=0.025). There-
fore, the odds of dying due to COVID-19 were significantly
reduced by 70% in patients treated with LD-RT. In line with
this, actuarial analysis with Kaplan—Meier curves showed
prolonged survival in the LD-RT group compared to the
control group (log-rank p=0.027; Fig. 3). We considered
the log-rank test to be the best statistical method to esti-
mate survival over time, rather than Mann—Whitney U, as
reported previously, due to the fact that the specific time of
patient death was known.

One week after treatment, 35 patients (70%) underwent
a CT scan in the experimental group. According to the
comparison with percentage of lung parenchyma involved
at baseline CT scan, 66% of patients experienced radio-
logical improvement (no patient had >75% involvement,
5 [14%] had involvement of 50-75%, 13 [37%] of 25-50%,
13 [37%] of 5-25%, and 4 [11%] involvement <5%). Only
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Table 3 Multivariate logistic

. . Factors associated with mortality OR (95% CI) p-value
regression analysis of factors
associated with COVID-19 LD-RT treatment 0.302 (0.106-0.859) 0.025*
mortality Sex (female) 0.859 (0.331-2.231) 0.755
Age 1.147 (1.033-1.272) 0.010*
Neurological disease 1.592 (0.567-4.484) 0.377
Respiratory disease 1.838 (0.654-5.155) 0.249
Cardiovascular disease 1.044 (0.250-4.348) 0.953
Other comorbidities 3.311 (0.769-14.286) 0.108
Days with symptoms 0.927 (0.773-1.111) 0.410

Data were obtained from a multivariate logistic regression model including the different clinically relevant
factors able to be associated with the following outcomes: COVID-19 death, death from other causes, and
alive. This table shows concretely the odds for COVID-19 mortality compared to alive patients

OR odds ratio, CI confidence interval

one patient experienced radiological worsening, and an-
other experienced no changes on CT images. One month
after LD-RT, 29 patients had their comparative CT, and 2%
(1/29) of patients presented 25-50% parenchyma involve-
ment, 10% (5/29) presented 5-25% involvement, and 46%
(23/29) presented <5% involvement. In the control group,
the image obtained during the diagnosis was a chest X-ray.
The second control was taken after a mean of 33 days in
28 patients. Forty percent of the patients experienced ra-
diological improvement, and 16% experienced radiological
worsening, with an increased area of parenchymal infiltra-
tion. In the control group, 15 patients died in the first week,
and seven did not get the image control after individual
clinical decisions.

No acute adverse events related to radiation treatment
were observed.
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Fig.3 Kaplan—Meier overall survival curves stratified according to
LD-RT treatment or control group. HIlM

Discussion

The results of this study show that SoC treatment plus LD-
RT significantly improved respiratory parameters compared
with SoC alone in patients with COVID-19 pneumonia.
This improvement was associated with a reduction in the
percentage of lung volume involvement and a statistically
nonsignificant but numerically remarkable improvement in
I-month mortality from half in the SoC cohort to one third
in the LD-RT cohort. LD-RT treatment is associated with
lower mortality due to COVID-19 pneumonia when ad-
justed for risk factors and a prolonged actuarial overall sur-
vival. Of note, these benefits were achieved with no acute
adverse events experienced by patients.

One of the most relevant concerns of radiation treatment
for patients with COVID-19 is the safety of healthcare per-
sonnel and other patients using the same facilities [15]. The
movement of patients with an infectious contagious disease
through the hospital is an unavoidable risk that has to be
minimized. In our experience with 50 patients, we did not
observe any outbreaks as a result of the treatment during
this clinical trial. The careful use of personal protective
equipment and individual material for the patients, and the
disinfection of the surfaces of the facilities, have allowed
this successful result, adding to reports in the recently pub-
lished studies that we will comment on below. Although
these procedures may seem time consuming, such treat-
ment is possible if coordinated well [16]. Furthermore, if
the patients’ benefit was indisputable, assuming a reason-
able level of risk in a controlled manner and making every
effort to avoid it should not be an obstacle to the imple-
mentation of this treatment for COVID-19 pneumonia in
the future.

The results of the present study, the largest of those pub-
lished to date, run opposite to the results of the other com-
parative study, which is the only randomized one available
to date. Indeed, Papachristofilou et al. reported the results
of a randomized trial [17] in which 22 elderly and comor-
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bid patients undergoing mechanical ventilation in the ICU
were randomized to LD-RT vs. sham irradiation. No benefit
of LD-RT was observed in that study, measured as ventila-
tor-free interval and 28-day mortality. However, 22 patients
seem too small a sample size for a randomized trial, and
the lack of statistical power may have impacted this neg-
ative result. Nevertheless, that study had a positive design
feature with a sham irradiation control group, which should
be the standard control in randomized trials of radiation in
patients with COVID-19 pneumonia. Another two random-
ized trials, one of them for patients with moderate COVID-
19 (seven patients in the LD-RT arm and six in the control
group) [18] and the other for patients with moderate to se-
vere COVID-19 (34 patients in the LD-RT and 17 patients
in the control group) [19], have shown that LD-RT can be
an option for these patients. Another study, a prospective
comparative cohort with 58 patients (31 in the treatment
group and 29 in the control group), has demonstrated that
LD-RT could be an alternative to lessen the mortality of
patients with moderate COVID-19 pneumonia [20]. Other
previous reports are based on small case series, with two
cases [21], nine cases [22], and ten cases [23-25]. A sys-
tematic review published recently including four studies
with 61 patients does not support mortality benefit, clini-
cal course improvement, or imaging changes with LD-RT
[17, 22-26]. The present study shows benefits for respi-
ratory function and mortality at 1 month and radiological
improvement, the latter being more difficult to compare be-
tween groups due to different evaluation methods (thoracic
CT vs. chest X-ray). The other noncomparative studies eval-
uated the same parameters and also found improvement in
one or more of these endpoints. Thus, an impact on radi-
ological [21], clinical [22], or respiratory parameters [19,
20] has been observed in some studies, while in others,
improvement was observed for a combination of clinical
and radiological endpoints [18]. We administered a dose of
0.5Gy, which is in line with that administered to patients
with COVID-19 pneumonia in these previous studies, rang-
ing from 0.5 Gy [20] to 1.5Gy [21]. The mean age of study
participants is over 70 in almost all of these studies, includ-
ing one in which the mean age was 90 years [21]. Our study
sample also consisted of elderly and frail patients. Investi-
gating initially in frail patients not admitted to ICUs made
sense, as it allowed us to offer these patients the treatment
option under investigation. At the same time, if it resulted
beneficial, LD-RT could be considered in the future to treat
patients during the acute phase, before mechanical venti-
lation becomes necessary. This could be valuable in other
similar scenarios in which the health system could collapse,
resulting in a shortage of respiratory devices. We note that
a subgroup of these patients rapidly worsened, although that
was due to COVID-19 infection, not LD-RT, because this
deterioration was also reported in patients in the control

@ Springer

cohort who did not receive radiotherapy. This issue raises
the need to investigate this strategy in less frail patients
using LD-RT associated with SoC, including mechanical
ventilation and ICU admission.

This study has several weaknesses. The non-randomized
design cannot definitively establish causality. The retrospec-
tive nature of the control cohort may be of concern. The
comparability of the radiological imaging is not optimal for
establishing causality, because in patients treated with LD-
RT, thoracic CT was used, and in the patients of the con-
trol cohort, chest X-ray. Furthermore, better homogeniza-
tion between the control and the cohort groups was limited
owing to the fact that this study was conducted during the
COVID-19 outbreak and hospital personnel were clearly
overwhelmed. In addition, patients fitting our inclusion cri-
teria were limited, and difficulties were also encountered
regarding the organization of a study involving irradiation.
Although some parameters such as age, gender, comorbidi-
ties, and respiratory parameters were homogenous, others
such as grade of independence and cognitive decline were
more difficult to match between the groups. Several factors
hindered a higher homogenization between the two groups,
including the reluctance of potential candidates and physi-
cians to participate in a radiotherapy study, the advanced
age of patients, and agitation, which is a significant con-
traindication to radiotherapy. On the other hand, a strength
of the study is its sample size, which compares favorably
with previous studies, as well as the concordance of im-
provement in the three endpoints (respiratory function, mor-
tality at 1 month, and radiological assessment), suggesting
that LD-RT could be related to better outcomes observed
in the experimental group. The next steps in COVID-19 re-
search are difficult to predict, because they will depend on
how the pandemic evolves. Let us suppose it behaves as it
has so far, with successive waves of greater or lesser inten-
sity. In that case, a multicenter effort is needed to conduct
a prospective randomized clinical trial of SoC plus LD-RT
versus SoC plus sham irradiation, given that the data from
the studies conducted so far indicate a possible benefit of
this treatment, even though this has not yet been demon-
strated conclusively [15]. Also, the most pressing issues
would seem to be the leap to including less frail patients
in the sample and combining LD-RT in an experimental
regimen in patients admitted to the ICU.

In conclusion, although in this prospective, non-random-
ized comparative study, SoC plus LD-RT 0.5 Gy single dose
to treat frail patients with COVID-19 pneumonia did not
meet the primary endpoint, we observed an improvement
of respiratory parameters, 1-month mortality, and actuar-
ial overall survival compared to SoC alone, thus fulfilling
the secondary endpoints. No acute radiation-related adverse
events were observed. Further multicenter collaboration in
a large randomized trial including patients in earlier stages
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of infection is key to determining the actual value of LD-
RT for treating COVID-19 pneumonia.
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Abstract: Several studies have shown that the plasma RNA of SARS-CoV-2 seems to be associated
with a worse prognosis of COVID-19. In the present study, we investigated plasma RNA in COVID-19
patients treated with low-dose radiotherapy to determine its prognostic value. Data were collected
from the IPACOVID prospective clinical trial (NCT04380818). The study included 46 patients with
COVID-19 pneumonia treated with a whole-lung dose of 0.5 Gy. Clinical follow-up, as well as
laboratory variables, and SARS-CoV-2 serum viral load, were analyzed before LDRT, at 24 h, and
one week after treatment. The mean age of the patients was 85 years, and none received any of
the SARS-CoV-2 vaccine doses. The mortality ratio during the course of treatment was 33%. RT-
qPCR showed amplification in 23 patients. Higher mortality rate was associated with detectable
viremia. Additionally, C-reactive protein, lactate dehydrogenase, and aspartate aminotransferase
were significant risk factors associated with COVID-19 mortality. Our present findings show that
detectable SARS-CoV-2 plasma viremia 24 h before LDRT is significantly associated with increased
mortality rates post-treatment, thus downsizing the treatment success.

Keywords: COVID-19; pneumonia; low-dose radiation therapy; viral; load; RNA; prognostic; markers

1. Introduction

As of November 2022, Coronavirus disease 2019 (COVID-19), the highly transmissible
viral illness caused by severe acute respiratory syndrome coronavirus 2 (SARS-CoV-2),
has affected more than 600 million people and caused over 6 million deaths worldwide
(https://COVID19.who.int/, accessed on 10 November 2022). Even though the efforts
of the entire scientific community have led to unquestionable progress in unraveling the
pathogenesis of SARS-CoV-2, and together with mass vaccination campaigns, the persisting
spread of the virus has been limited, the emergence of potential new variants able to
threaten the global public health again is an issue of concern.

SARS-CoV-2 is an enveloped, positive-sense, single-stranded RNA virus from the Coro-
naviridae family [1,2]. Although the mortality rate of SARS-CoV-2 is around 2.3%, while
other members of the family, such as MERS-CoV, present an approximate mortality rate
of 35% [3], it spreads fasters than its viral antecessors. The SARS-CoV-2 genome presents
14 open reading frames (ORFs) encoding 31 proteins, of which 16 are non-structural, 4 are
structural proteins: spike (S), envelope (E), membrane (M), and nucleocapsid (N), and 11
are accessory proteins [4,5]. The clinical manifestation of COVID-19 is wide, ranging from
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mild illness to severe symptoms; however, the primary underlying cause of death of in-
fected patients is respiratory failure [6]. Viral pneumonia is the most common indication for
hospital admission and can lead to pulmonary dysfunction and acute respiratory distress
syndrome (ARDS) [7]. COVID-19 severity is mainly attributed to a hyper-inflammatory
response that leads to excessive secretion of pro-inflammatory cytokines [8,9].

Thus far, considerable progress in the therapeutic management of hospitalized patients
has been made; however, there is still a significant gap in our knowledge to treat those
patients that are not eligible for pharmacological intervention or mechanical ventilation, as
described in the official guidelines [10]. In this scenario, some authors highlight low-dose
radiotherapy (LDRT) as a novel therapeutic approach to treat COVID-19 pneumonia due
to its anti-inflammatory properties [11-14]. The aim of the present study is to analyze how
plasma viral load determination at the moment of irradiation, along with other clinical and
laboratory factors, could help to predict the effectiveness of LDRT treatment in terms of
survival in severe COVID-19 patients.

2. Materials and Methods
2.1. Participant Enrollment and Study Design

In this prospective and descriptive cohort study conducted at the Sant Joan University
Hospital, Reus, Spain, we enrolled 46 hospitalized patients who tested positive for SARS-
CoV-2 by RT-PCR from the IPACOVID clinical trial (NCT04380818) between June 2020 and
February 2021. Inclusion criteria included patients with a positive COVID-19 diagnosis
with moderate to severe pneumonia confirmed by chest X-ray requiring hospitalization
with supplemental O,, who, due to comorbidities or general status, were not eligible for
admission to the intensive care unit (ICU). Patients were treated with LDRT, specifically a
single dose of 0.5 Gy to the whole thorax, during the acute phase of COVID-19 infection.
The detailed protocol regarding the radiotherapy plan and sample collection has been
previously published [11]. The present study was approved by the Institutional Review
Board (IRB) of the Sant Joan University Hospital in Reus. Written informed consent was
obtained from each participant in accordance with the recommendations established in the
latest version of the Declaration of Helsinki, Fortaleza 2013.

The primary endpoint of the present study was to study baseline SARS-CoV-2 serum
viral load, whether as a continuous or a categorical variable, and its gene profiling among
patients in an LDRT-treated cohort. In this line, we wanted to analyze if pre-treatment
serum viral load could be used as a predictor of infection mortality, either on its own
or in combination with other relevant clinical and laboratory parameters that have been
previously related to worse outcomes. The secondary aim was to investigate the direct
association between SARS-CoV-2 serum viral load and the severity score CURB-65 (based
on age, urea level, vital signs, and presence of confusion) and of the latter with the in-
flammatory blood marker interleukin-6 (IL-6). The third objective was to study if serum
SARS-CoV-2 viremic individuals presented higher circulating total RNA serum concentra-
tion compared to aviremic patients. The fourth aim was to investigate whether differences
were found in the evolution of C-reactive protein (CRP), aspartate aminotransferase (AST),
and lactate dehydrogenase (LDH) concentrations throughout the 30-day follow-up of the
trial between the serum SARS-CoV-2 positive group and the serum SARS-CoV-2 negative
group. Finally, we wanted to examine the correlation between SARS-CoV-2 serum viral
load and other COVID-19 severity risk factors.

2.2. Blood Samples

Peripheral blood samples of 5 mL were obtained from each hospitalized patient at
four different time points: right before and 24 h, one week, and one month after LDRT.
After collection, blood was left undisturbed for 20-30 min at room temperature to allow
the clotting. Subsequently, tubes were centrifuged at 1000x g for 10 min to remove the
clot, whereas the serum was transferred into 0.5 mL cryovials and immediately stored at



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI

LA RADIOTERAPIA A DOSIS BAIXES: UNA ALTERNATIVA TERAPEUTICA EN PACIENTS ANCIANS AMB PNEUMONIA

SEVERA CAUSADA PER COVID-19
Berta Piqué Smith

J. Clin. Med. 2023, 12, 798

30f15

—80° until use. Blood samples were used to determine serum SARS-CoV-2 viral load and
biochemical markers.

2.3. RNA Serum Extraction

RNA was extracted from 500 pL of serum by using the High Pure Viral Nucleic Acid
Large Volume Kit (Roche, Basel, Switzerland), according to the manufacturer’s instruc-
tions. In summary, serum samples were mixed with a working solution of binding buffer
containing proteinase K and poly-A. Following 15 min of incubation at 70°, samples were
transferred into a spin column inside a 50 mL tube and centrifuged for 5 min at 4000 rpm
discarding the filtered liquid. Afterward, the spin column was placed in an elution tube
and subjected to several washing steps. Finally, sample RNA was eluted in 50 mL of elution
buffer, of which 10 uL were added to real-time RT-PCR Master Mix for amplification.

2.4. RT-PCR and SARS-CoV-2 Viral Load Quantification

SARS-CoV-2 serum RNA was amplified by RT-PCR using the TaqPath 1-Step Multiplex
Master Mix commercial kit (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA). This RT-PCR
assay for SARS-CoV-2 includes forward and reverse primers and probes specific to three
SARS-CoV2 genomic regions in the ORFlab, Nucleocapside (N), and Spike (S) genes. MS2
phage ribonucleoprotein RNA was used as an internal process control for RNA extraction
and amplification. RNA was quantified using a NanoDrop spectrophotometer (Thermo
Fisher Scientific) by analyzing 2 pL of each sample. Samples were considered RT-qPCR
SARS-CoV-2 positive if two of the three genes were amplified together with a Ct < 37 or the
OREF or S genes were amplified alone with a Ct < 35. When the N gene was amplified alone,
samples were considered negative for SARS-CoV-2 following the Interpretive Software
determined by the manufacturer (Thermo Fisher Scientific).

SARS-CoV-2 RNAemia was quantified using a standard curve generated with known
concentrations of viral load standards. The standard was the TagPathTM COVID-19 RNA
positive control provided by the TagPath 1-Step Multiplex Master Mix commercial kit.
10-fold serial dilutions of the SARS-CoV-2 RNA positive control were used, setting the
detection limit to approximately 4 copies/mL. Viral load expressed as log10 copies/mL
was calculated by interpolating the Ct value of each sample into the ORFlab gene standard
curve, given that it was consistently amplified in all positive samples and was less likely to
change among COVID-19 variants presenting spike protein mutations. Each RT-PCR assay
was run with its specific standard curve, and each sample was analyzed in duplicate.

2.5. Statistical Analyses

Wilcoxon rank-sum test was used to compare continuous clinical variables, and
Fisher’s exact test was used to assess differences between categorical variables. Actu-
arial survival analysis was calculated with Kaplan-Meier curves and a log-rank test. We
performed Cox proportional hazards regression for COVID-19 mortality to calculate hazard
ratios (HR) with 95% confidence intervals (CI) of different predictor variables. Significant
variables from the univariant analysis were then included in a multivariant analysis. In
order to do a broad screening of factors, the predictive efficacy for COVID-19 mortality in
LDRT-treated patients was measured with receiver operating characteristic (ROC) curves
and the area under the curve (AUC) for all the significant independent risk factors obtained
in the univariant model. In order to study the combination of these individual risk factors
with the aim of increasing the efficacy for predicting COVID-19 mortality, new variables
combining two predictors were presented in the form of predicted probabilities obtained
from a bivariant logistic regression model. These new combined predictors were analyzed
with ROC analysis. Spearman’s Rho test was employed to analyze the correlation between
two quantitative variables. Continuous variables are expressed as means and standard
deviation, and categorical variables are expressed as frequencies and percentages. Statis-
tical significance was set at p < 0.05. Statistical analyses, logistic regression, and graph
representations were performed on SPSS Statistics version 25 (IBM SPSS Statistics, Armonk,
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NY, USA), GraphPad Prism 8.01 (GraphPad Software, San Diego, CA, USA), and NCSS
Statistical Software 2022 version 12.0.10 (NCSS software, Kaysville, UT, USA).

3.

Results

3.1. Clinical Findings

Between June 2020 and February 2021, 46 COVID-19-positive, 25 male and 21 female
patients with a median age of 85 years, and all received dexamethasone treatment. None of
the patients received any of the SARS-CoV-2 vaccine doses. Participants were treated with
LDRT, specifically a single dose of 0.5 Gy to the whole thorax, during the acute phase of viral
infection. The mortality ratio during the course of treatment was 33%. Table 1 summarizes
the main clinical characteristics and laboratory findings categorized by survival at baseline.

Table 1. Baseline demographic and clinical characteristics of COVID-19 patients.

Characteristic Entire Cohort Recovered Deceased
(N =46) (N =31) (N =15)
Female 21 (45.65) P 15 (48.39) b 6 (40) b
Male 25 (54.35) b 16 (51.61) P 9 (60) P
Age 84.61 £ 6.6112 84.97 £5.3512 83.87 £+ 8.847 2
Comorbidities
Neurological diseases 13 (28.26) P 7 (22.58) b 6 (40) b
Cardiovascular diseases 37 (80.43) 25 (80.65) 12 (80)
Respiratory diseases 17 (36.96) 12 (38.71) 5 (33.33)
Other comorbidities 40 (86.96) 26 (83.87) 14 (93.33)
Pharmacological treatment
Corticosteroids (dexamethasone) 46 (100) P 31 (100) 15 (100)
Functional Status (Barthel Index)
Independent 8(17.39) b 7 (22.58) b 1(6.67)°
Minimally dependent 19 (41.30) 14 (45.16) 5(33.33)
Partially dependent 9 (19.57) 4 (12.90) 5 (33.33)
Very dependent 7 (15.22) 5 (16.13) 2 (13.33)
Total dependent 3(6.52) 1(3.23) 2 (13.33)
Geriatric Depression Scale (GDS)
No cognitive decline 23 (50) b 19 (61.29) b 4 (26.67)
Very mild cognitive decline 8 (17.39) 4 (12.90) 4 (26.67)
Mild cognitive decline 9 (19.57) 5 (16.13) 4 (26.67)
Moderate cognitive decline 1(2.17) 1(3.23) 0(0)
Moderately severe cognitive decline 2 (4.35) 2 (6.45) 0(0)
Severe cognitive decline 3 (6.52) 0 (0) 3(20)
Very severe cognitive decline 0(0) 0(0) 0(0)
Basal SpO, 9343 +£2.7132 94.03 +2.627 2 9220 +2.5412
Basal SaFi 283 £94.7202 305 £ 80.870 @ 237.40 :E 107.400
Mild 37 (80.43) b 28 (90.32) P 9 (60) P
Moderate 4 (8.70) 2 (6.45) 2 (13.33)
Severe 5(10.87) 1(3.23) 4 (26.67)
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Table 1. Cont.
Characteristic Entire Cohort Recovered Deceased
(N =46) (N =31) (N =15)
CURB-65 Score
Score 1 - - -
Score 2 12 (26.09) b 10 (32.26) b 2 (13.33)
Score 3 25 (54.35) 19 (61.29) 6 (40)
Score 4 9 (19.56) 2 (6.45) 7 (46.67)
Score 5 - - -
First radiological findings
CT lung involvement <5% - - -
CT lung involvement 5—25% 1(2.17)" - 1 (6.67)
CT lung involvement 26 —49% 7 (15.22) 6 (19.35) 1(6.67)
CT lung involvement 50—75% 22 (47.83) 17 (54.84) 5(33.33)
CT lung involvement >75% 16 (34.78) 8 (25.81) 8 (53.33)

SaFi: ratio of oxygen saturation (SpO2) to fractional inspired oxygen (FiO2); CURB-65: clinical criteria validated to
guide the treatment of community-acquired pneumonia based on confusion, BUN, respiratory rate, systolic blood
pressure, and age; CT: computed tomography. ® Data shown as means =+ standard deviations. P Data shown as
the number of patients and percentages in parenthesis.

3.2. RT-PCR and SARS-CoV-2 Viral Load Quantification Findings

Serum samples were collected at baseline and 1, 7, and 30 days after LDRT treatment
was performed. Regarding gene distribution at baseline, serum RT-qPCR showed amplifi-
cation for the ORFlab, N, and/or S gene in 23 (50%) patients out of 46. 9 (39.13%) patients
presented ORF, N and S gene amplification. One gene amplification was observed in 1
(4.35%) patient for the ORF gene, in 7 (30.43%) patients for the N gene, and in 2 (8.70%)
patients for the S gene. ORF and S gene amplification was reported in 1 (4.35%) patient,
ORF and N amplification was found in 3 (13.04%) patients, and none of the participants
was positive for both N and S genes (Figure 1a). However, from these 23 samples that
showed general amplification and following the standards of our laboratory, samples with
the S and ORFlab gene amplified alone with a Ct > 35 and the N gene amplified alone with
no consideration of the Ct value were considered negative. Consequently, only 14 out of
46 participants (30.43%) exhibited SARS-CoV-2 serum RNA above the quantification limit
(11log10 copies/mL) at the time of basal blood collection and were considered viremic or
SARS-CoV-2 RNA detectable participants. Among those individuals, the median serum
viral load was 2.678 logl0 RNA copies/mL (range 1.345-5.283 log10 RNA copies/mL;
Figure 2a). Serum SARS-CoV2 viral load was reported as a continuous and categorical
variable (detectable vs. undetectable), categorized as undetectable in all the samples below
the quantification range.

3.3. LDRT and SARS-CoV-2 Viral Load Quantification Findings

Of the 46 participants studied, 31 (67.39%) patients recovered during the LDRT treat-
ment, and 15 patients died (32.60%), of which 12 (26.09%) due to COVID-19 pneumonia and
3 (6.52%) due to other causes. When we considered the percentage of deaths, regardless of
the cause, a higher mortality rate was associated with detectable viral load, as 57% of those
patients with detectable serum viral load died compared to 22% in the undetectable viral
load group (Fisher’s exact p = 0.0377; Figure 1c). Regarding COVID-19 mortality, serum
viremia was also associated with increased mortality, as 57% of patients testing positive for
SARS-CoV-2 serum RNA died compared to only 14% of those with undetectable viral load
(Fisher’s exact p = 0.0085; Figure 1d). When analyzing viral load as a continuous variable,
higher serum viral loads were significantly associated with mortality (Wilcoxon rank sum
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test p = 0.0068; Figure 1e), with a median viral load of 1.345 log10 RNA copies/mL (range
0-3.866 log10 RNA copies/mL) in the deceased group compared to a median viral load
of 01og10 RNA copies/mL (range 0-5.283 log10 RNA copies/mL) in the recovered group.
Furthermore, patients were classified according to their CURB-65 score. Eleven (23.91%)
patients presented a CURB-65 score of 2, 26 (56.52%) patients of 3, and 9 (19.56%) patients
with a score of 4. The proportion of deceased patients with a CURB-65 score of 4 (77.8%)
was significantly higher compared to patients with a score of 3 (26.9%) and a score of 2
(9.1%, Chi-square test p = 0.0032; Figure 1f). In this line, greater CURB-65 scores were
correlated with SARS-CoV-2 plasma RNAemia (Figure 1g; Kruskal-Wallis p = 0.0006) and
with higher levels of the inflammatory marker IL-6 (Figure 1h; Kruskal-Wallis p = 0.041).
While the proportion of patients with SARS-CoV-2 plasma RNAemia was significantly
associated with mortality and illness severity, no significant association was found between
the length of hospitalization and the presence of SARS-CoV-2 plasma RNAemia among
participants (Figure 1i). Moreover, in the recovered group, there is no significant association
between the length of medical discharge and the presence of SARS-CoV-2 plasma RNAemia
(Figure 1j). Considering circulating viral RNA detected in the 46 serum samples from the
participants, no significant differences were found between serum SARS-CoV-2 positive
(378.7 & 33.21 ng/mL) and negative patients (385.9 &+ 51.32 ng/mL) (Figure 1).

In this line, Kaplan-Meier survival analysis was used to estimate the survival time of
patients in both the viremic and the aviremic groups, considering exclusively COVID-19
pneumonia as the cause of death. Kaplan-Meier analysis reported that those patients
presenting SARS-CoV-2 serum positivity at admission survived less than negative SARS-
CoV-2 serum patients. With a median follow-up of 15 days after hospital admission
(range 0-57 days), the 30-day overall survival (OS) estimation was 54.4% for the entire
studied cohort (Figure 2a). According to SARS-CoV-2 RNA serum presence, 30-day OS was
72.6% for negative serum SARS-CoV-2 patients and 30.5% for positive serum SARS-CoV-2
individuals (log-rank test p = 0.043; Figure 2b). Thus, it is confirmed that there is a significant
association between COVID-19 serum RNA positivity and higher mortality rates.

In order to validate the usefulness of COVID-19 serum positivity one day before
LDRT as a predictor of mortality, we wanted to analyze whether an association exists with
some of the most relevant clinical and laboratory parameters that have been previously
related to worse outcomes and disease severity. The univariate Cox proportional hazards
regression analysis showed that viral load, C-reactive protein (CRP), lactate dehydrogenase
(LDH), and aspartate aminotransferase (AST) were significant risk factors associated with
COVID-19 mortality. Moreover, we set a p-value cut-off point of 0.1 in the Wald Test for
identifying more potential candidates for further analysis, resulting in the addition of
the age factor to the multivariant model as well. Subsequently, these parameters were
incorporated into the multivariate Cox proportional-hazard model, which revealed that
age (aHR = 1.463 [95% CI: 1.062-2.014]; Cox regression analysis p = 0.020) and viral load
(aHR = 1.738 [95% CI: 1.009-2.992]; Cox regression analysis p = 0.046) were independent
significant predictors of survival (Table 2).

Afterward, we performed a receiver operating characteristics (ROC) curve analysis
with the significant variables from the univariate Cox analysis in order to perform a
more extensive screening of factors in addition to viral load and age. When considering
individual single parameters, AST showed the best results as per area under the curve
(AUC: 0.755, p = 0.003), followed by LDH (AUC: 0.7467, p = 0.0018) and viral load (AUC:
0.746, p = 0.0015) (Figure 3a). Then, we combined all the parameters with viral load and
also the combination of AST and LDH since they gave the best AUC values (Figure 3b).
New variables were generated in the form of predicted probability from a binary logistic
regression model.
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Figure 1. Gene profiling and SARS-CoV-2 RNA detection in serum at baseline before LDRT is
administered. (a) Distribution of N, S, and ORFlab gene amplification by qRT-PCR was detected
in 23 patients, from which 14 were subsequently considered positive for SARS-CoV-2 following the
guidelines of our laboratory. (b) SARS-CoV-2 viral load (VL) distribution; 4 patients presented viral
loads below the range of detection and were considered undetectable throughout the trial. p values
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are from a two-tailed Wilcoxon rank sum test. (c,d) Percent of participants with detectable and unde-
tectable serum SARS-CoV-2 viral load by mortality outcome, with (d) or without (c) consideration of
COVID-19 pneumonia as the cause of death. p values are from a Fisher’s exact test. (e) Quantification
of SARS-CoV-2 serum viral load at baseline in recovered and dead patients. (f) Distribution of
patients” mortality according to their CURB-65 scores. (g) Distribution of SARS-CoV-2 plasma viral
load of patients according to their CURB-65 scores. (h) Interleukin-6 concentration corresponding
to different CURB-65 scores. (i,j) Length of hospitalization (f) and medical discharge in detectable
and undetectable SARS-CoV-2 serum patients. (k) Serum viral RNA concentration of participants.
p values obtained from a two-tailed Wilcoxon rank sum test. ns stands for non-significant.
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Figure 2. Overall survival (OS) estimates of COVID-19 patients treated with LDRT considering deaths
due to COVID-19 pneumonia. (a) OS in the studied population (N = 47). (b) 30-day OS of patients
testing positive for SARS-CoV-2 serum RNA (N = 14) and patients testing negative for SARS-CoV-2
serum RNA (N = 29). p value obtained from a log-rank test.
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Figure 3. Receiver operating characteristics (ROC) curve analysis of different parameters in COVID-19
patients treated with LDRT to predict COVID-19 mortality. (a) ROC plot of single parameters (CRP,
LDH, AST, Viral Load, CURB-65, Age). (b) ROC plot using a combination of parameters (Viral Load
and C-reactive protein, Viral Load and LDH, Viral Load and AST, Viral Load and Age, Viral Load
and CURB-65, AST and LDH).

Combined parameters were considered in order to improve the diagnostic efficacy of
our predictors in the differentiation between the survivors and the deceased group during
the first 30 days after LDRT administration. When combining AST and LDH with the other
factors, AUC values were not as optimal as when these factors were combined with viral
load. The viral load and AST combination showed the best diagnostic efficiency (AUC:
0.8589, p = 0), followed by viral load and LDH (AUC: 0.8468, p = 0; Table 3) in predicting
COVID-19 mortality during a period of 30 days after LDRT treatment. Thus, a personalized
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analysis of viral load and AST parameters for each patient could help to predict the survival
probability after LDRT treatment and be useful to distinguish which patients can benefit
more from this treatment.

Table 2. Bivariate and multivariate Cox proportional hazards regression model for COVID-19 mortality.

Univariate Cox Regression Analysis Multivariate Cox Regression Analysis
Risk Factors
HR (95% CI) p Value HR (95% CI) p Value
Age 1.125 (0.990-1.279) 0.071 1.463 (1.062-2.014) 0.020
Sex (Female) 0.897 (0.325-2.481) 0.835 - -
Viral Load 1.596 (1.166-2.184) 0.004 1.738 (1.009-2.992) 0.046
RNA serum 1.005 (0.991-1.019) 0.466 - -
concentration
Neurological disease 1.542 (0.525-4.525) 0.431 - -
Cardiovascular disease 1.355 (0.378-4.865) 0.641 - -
Respiratory disease 1.111 (0.394-3.130) 0.843 - -
Other comorbidities 2.578 (0.338-19.648) 0.361 - -
Days with symptoms 1.075 (0.782-1.476) 0.657 - -
IL-6 1.000 (0.995-1.005) 0.927 - -
Ferritin 1.000 (1.000-1.000) 0.143 - -
C-reactive protein 1.075 (1.017-1.138) 0.011 0.979 (0.841-1.141) 0.789
LDH 1.004 (1.001-1.007) 0.005 1.007 (1.000-1.014) 0.064
Hemoglobin 1.244 (0.953-1.625) 0.108 - -
CD#4 cells 0.998 (0.994-1.003) 0.486 - -
CD8 cells 0.999 (0.994-1.004) 0.708 - -
CD4/CD8 ratio 0.961 (0.774-1.192) 0.715 - -
D-dimer 1.000 (1.000-1.000) 0.278 - -
CURB-65 3.153 (1.348-7.373) 0.008 1.795 (0.398-8.081) 0.446
Glucose 1.002 (0.996-1.008) 0.485 - -
Respiratory Frequency 1.000 (0.981-1.019) 0.986 - -
AST 1.019 (1.005-1.034) 0.009 0.996 (0.974-1.018) 0.706
ALT 1.010 (0.992-1.029) 0.255 - -
Leukocytes 1.000 (1.000-1.000) 0.951 - -
Lymphocytes 0.999 (0.998-1.001) 0.348 - -
Platelets 1.000 (1.000-1.000) 0.165 - -

IL-6: interleukin-6; LDH: lactate dehydrogenase; CURB-65: clinical criteria validated to guide the treatment of
community-acquired pneumonia based on confusion, BUN, respiratory rate, systolic blood pressure, and age;
AST: aspartate aminotransferase; ALT: alanine aminotransferase.

Table 3. Area under the curve for various factors in COVID-19 patients.

95% Confidence Interval

Variable AUC p Value
Lower Bound Upper Bound

Viral Load 0.7460 0.0015 0.5352 0.8693
CURB-65 0.7377 0.0019 0.5309 0.8616
LDH 0.7467 0.0018 0.5293 0.8720
AST 0.7552 0.0003 0.5670 0.8685
CRP 0.7313 0.0032 0.5184 0.8588
Age 0.6698 0.0201 0.4747 0.8022
Viral Load + CRP 0.7957 0.0001 0.5774 0.9078
Viral Load + LDH 0.8468 0.0000 0.6313 0.9409
Viral Load + AST 0.8589 0.0000 0.6894 0.9392
Viral Load + Age 0.8320 0.0000 0.6590 0.9214
Viral Load + CURB-65 0.8196 0.0001 0.5790 0.9297
AST + LDH 0.7768 0.0001 0.5846 0.8864

CURB-65: clinical criteria validated to guide the treatment of community-acquired pneumonia based on confusion;
LDH: lactate dehydrogenase; AST: aspartate aminotransferase; CRP: C-reactive protein. New variables were
generated by combining two factors in form of predicted probability from a binary logistic regression model.

Then, we analyzed longitudinal measurements of CRP, LDH, and AST concentra-
tions in both groups, the viremic and the aviremic participants. Although statistical
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significance was not found, we observed that after LDRT administration and during the
following 30 days, there is a trend toward homogenization of CRP, LDH, and AST con-
centration values between patients with SARS-CoV-2 detectable serum viremia and those
without (Figure 4).

(2]
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Figure 4. Longitudinal measurements of selected factors. Analysis of CRP (a), LDH (b), and AST (c)
levels from baseline at day 0 to 30 days after LDRT. Treatment with LDRT was performed on day 1,
indicated with a red arrow. Two-tailed Wilcoxon signed rank test did not show significant p values.
SEM values are plotted.

Finally, we studied the correlation between the significant factors from the univariant
Cox regression analysis and viral load (Figure 5). There was a significant moderate correla-
tion between CURB-65 and viral load (r: 0.511, p < 0.001) (Figure 5d) and a low significant
correlation between LDH and viral load (r: 0.317, p = 0.032) (Figure 5a). In the case of
CRP/AST/Age and VL (Figure 5b,c,e), no statistical significance was achieved.
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Figure 5. Correlation between viral load and other factors at baseline. Analysis of the association
between LDH (a), CRP (b), AST (c), CURB-65 (d) and Age (e) with serum viral load. p values are
obtained from Spearman correlation coefficient rho.

4. Discussion

The present study appears to be the first to analyze baseline SARS-CoV-2 plasma viral
load in 46 LDRT-treated patients before irradiation and to investigate the usefulness of this
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parameter as a predictor of COVID-19 mortality during a 30-day follow-up period after the
LDRT treatment. Our present findings show that detectable SARS-CoV-2 plasma viremia
24 h before LDRT is significantly associated with increased mortality rates post-treatment,
thus downsizing the treatment success. Furthermore, we demonstrate that the patients
with the larger scores in CURB-65 are the ones with the highest SARS-CoV-2 plasma viral
load and that this pneumonia severity scale is significantly associated with inflammation,
specifically with the cytokine IL-6. Furthermore, we report a significant positive correlation
between SARS-CoV-2 viral load and LDH. Lastly, we suggest a potential novel mortality
factor combining viral load and AST values that should be further investigated.

On March 11th of the year 2020, the WHO declared COVID-19 as a pandemic charac-
terized by a broad clinical spectrum, being severe pneumonia and respiratory failure the
main cause of death [7]. In this scenario, with the absence of specific antiviral drugs and
sanitary systems collapsing over the globe, LDRT was resurrected as a potential treatment
against COVID-19. The beneficial effects of LDRT treatment, based on its anti-inflammatory
properties, date back to the last century. LDRT showed real curative benefits in the man-
agement of a variety of clinical conditions in which inflammation plays an important role,
such as epicondylitis [15], osteoarthritis [16], necrotizing abscesses [17], and pneumonia.
Several studies show that LDRT improves respiratory parameters and lung involvement
and reduces serum inflammation markers [13,18-20]. A comparative cohort study reported
a reduction in mortality among moderate COVID-19 patients treated with LDRT compared
to the control group [21]. Furthermore, a systematic review, including nine clinical trials,
supports that LDRT improves clinical parameters, radiological findings, and mortality rates,
while at the same time, no side effects of radiation, such as acute toxicity, are found [22].
Regarding the biochemical mechanisms underlying LDRT, a recent study has broadened
our knowledge, reporting an increase in serum PON1 activity while reducing inflammatory
markers [12]. Although LDRT has shown promising results, considering the small sample
and the lack of a randomized design in the majority of these studies, together with the
knowledge gap in the understanding of the mechanistic behind LDRT, further research
must be done.

In light of the results achieved thus far, LDRT could be an effective therapeutic strategy
in cases of moderate and severe COVID-19, although there are some aspects regarding
safety and dose that should be further investigated. For this reason, in our study, we
propose a predictive method to maximize treatment success in terms of survivability based
on the detection of SARS-CoV-2 viremia at baseline and thus be able to determine the most
suitable patients for LDRT treatment. Several studies reported that SARS-CoV-2 serum
viral load is associated with a higher risk of death, systemic inflammation, and disease
progression [6,23,24]. The results of the present study confirm that the detection of serum
viremia is related to higher mortality rates, and when quantified, there is a significant
relationship between an increase in SARS-CoV-2 serum viral load and higher scores in the
CURB-65 scale. Since the benefits of LDRT have not yet been demonstrated conclusively,
together with the fact that not all hospitals have a radiotherapy department able to carry out
LDRT in controlled safety conditions, we suggest this method to target LDRT treatment to
the groups that can benefit most from its results. Furthermore, we found that patients with
higher CURB-65 scores before treatment had larger baseline concentrations of IL-6, which
has been highlighted to play a key role in the cytokine storm characterizing COVID-19
patients [25]. Both CURB-65 [26] and IL-6 [27] have been pointed out as reliable prognosis
markers of COVID-19 patient outcomes, suggesting that SARS-CoV-2 baseline viral load
could also be an effective severity predictor because of the relationship, either direct or
indirect, we have demonstrated with both CURB-65 and IL-6.

We also analyzed other potential risk factors associated with COVID-19 mortality in
LDRT-treated patients. In the present study, the univariate Cox regression model revealed
other risk factors, apart from baseline serum viral load, including age, higher serum
concentrations of CRP, LDH, and AST, and higher CURB-65 scores at baseline, which
was consistent with findings of recent studies [28-31]. However, when multivariate Cox
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regression was performed, only viral load and age remained significant risk factors. In
spite of this, we wanted to explore broadly possible prognosis predictive factors, and
therefore we chose the ones from the univariate analysis. When we explored the predictive
capacity of COVID-19 mortality of these individual parameters, AST, LDH, and viral
load at baseline showed the best AUC values. Furthermore, we investigated whether
the combination of different factors would give better AUC values in discriminating
between patients who died after LDRT treatment over the 30-day follow-up of the study
and those who did not, and indeed when combining viral load and AST factors, we
maximized AUC values (AUC = 0.847). Liver damage causes elevated levels of both
aspartate aminotransferase (AST) and alanine aminotransferase (ALT), which have been
reported in COVID-19 patients [32]. Lei et al. reported that of these two enzymes, AST, in
particular, is the one most closely associated with mortality [33]. Finally, CRP, LDH, and
AST serum concentrations were monitored during the 30-day follow-up of the trial, and
although no statistical differences were found, there is a tendency towards homogenization
after LDRT is performed between SARS-CoV-2 serum detectable and the SARS-CoV-2
non-detectable group, we hypothesize it could be due to LDRT effect however, further
research should be done.

Different studies have shown the presence of proinflammatory Th1l and Th2 cytokines
in the serum of SARS patients compared to healthy controls, with significantly higher
concentrations of TNF-, IL-6, IL-8, IL-10 and IL-12 in the stage early stage of SARS-CoV
infection [34,35]. In the present study, we confirmed the role of the T cell response through
the cytokine IL-6. Decreased serum cytokine levels have been reported to correlate with
recovery from SARS-induced pneumonia. On the contrary, elevated levels of IL-4, IL-5,
and IL-10 have been associated with fatal cases of SARS [36]. This cytokine response has
been demonstrated with other viruses. Thus, in MERS-CoV, the increased secretion of
IL-1, IL-6, IL-8, IL-12, and IFN, has been documented as a consequence of an antiviral
and inflammatory response [36]. In addition, it has been shown that in, MERS-CoV the
cytokines IL-8 and IL-12 are produced in greater amounts compared to the response to
SARS-CoV [37]. It is interesting to highlight that increased plasma IL-6 concentration in
SARS patients has been documented to be significantly increased in severe cases but not in
convalescent or control subjects, suggesting a positive correlation between serum IL-6 level
and disease severity [37]. Our findings confirm that plasma IL-6 levels are associated with
severe COVID-19 disease and that IL-6 levels decrease in the convalescent period.

Our study has some limitations. First and most important, a control group could
not be assembled. This control cohort would have consisted of patients receiving the
standard of care (S50C) treatment without LDRT, enabling a comparative analysis of plasma
COVID-19 viral load evolution, mortality ratio, length of hospitalization, viral RNA, and
IL-6 concentration with the experimental cohort treated with SoC plus LDRT. Moreover, a
longitudinal analysis of plasma SARS-CoV-2 viral load dynamics after LDRT could have
provided more value to the results reported; however, our study was limited due to early
discharges or COVID-19 negativization that did not facilitate further blood draws. In
future studies, we would like to determine a cut-off point for the potential novel prognostic
factor combining baseline AST concentration and plasma viral load that we have already
pointed out. Furthermore, sample size was limited owing to difficulties encountered when
matching different patient characteristics to form a homogenous group. Moreover, the
limited number of patients in the hospital fitting in our inclusion criteria, along with the
obstacles for every single one to be included in the trial, made it challenging to increase
our sample size. On the other hand, the main strength of the present study lies in the fact
that it is the first one to analyze baseline SARS-CoV-2 plasma viral load and to propose
this parameter to be a good predictor for COVID-19 mortality in a LDRT-treated cohort.
This would allow us to specifically treat patients that can benefit the most. In addition, we
have demonstrated the association between plasma SARS-CoV-2 viral load and CURB-65
and LDH and, at the same time, the correlation between CURB-65 higher scores and larger
IL-6 concentrations. Finally, in the present study, we highlight a novel COVID-19 mortality
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predictor combining viral load and AST concentrations that should be further investigated.
Currently, it might appear that focusing efforts to further understand LDRT treatment
is not required since COVID-19 progress is being restrained. However, we consider it
important to broaden our knowledge on LDRT effects and underlying mechanisms due
to new variables may emerge in world areas where massive vaccine campaigns are not
being implemented, and also because we consider that LDRT treatment could open a new
therapeutic window not only for COVID-19 treatment but also in several diseases where
inflammatory response plays a role.
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RESUM DELS RESULTATS

Article 1

Treatment of COVID-19 pneumonia with low-dose radiotherapy plus
standard of care versus standard of care alone in frail patients: The SEOR-
GICOR IPACOVID comparative cohort trial.

Arenas M, Piqué B, Torres-Royo L, Acosta JC, Rodriguez-Tomas E, De Febrer
G, Vasco C, Araguas P, Gomez JA, Malave B, Arquez M, Algara M, Montero A,
Montero M, Simé JM, Gabaldé X, Parada D, Riu F, Sabater S, Camps J, Joven
J.

Strahlenther Onkol, 1-10, 2023. Doi: 10.1007/s00066-023-02067-9.

El primer estudi és un assaig clinic no randomitzat prospectiu, registrat com
IPACOVID (NCT04380818) al Clinical Trials338, que consta d’'un grup control i un
grup intervencid, que rep una dosi unica de RT-DB (0,5 Gy). Cada grup esta
format per 50 pacients hospitalitzats que han estat diagnosticats de COVID-19

per qRT-PCR nasofaringia i que presenten pneumonia.

Entre el 15 de juny de 2020 i el 28 de febrer de 2021, es van reclutar un total de
100 pacients ingressats a I'Hospital Universitari Sant Joan de Reus per a
participar en aquest estudi, dels quals 50 formarien part del grup intervencio i 50
del grup control. L'edat mitjana dels participants, tant dels pacients controls com
dels pacients tractats és de 85 anys i un 46% son dones. Les caracteristiques
demografiques, cliniques i radioldgiques pulmonars dels participants estan

descrites a la Taula 1.

En termes de supervivéncia, 34 pacients sobreviuen després de 30 dies del
tractament en el grup tractat amb RT-DB, respecte 24 pacients en el grup control
(64% vs. 48%). Tot i que aquesta diferéncia de mortalitat entre els dos grups no
és estadisticament significativa, els valors numérics revelen una millora

remarcable en el grup que ha rebut tractament. Pel que fa als parametres
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respiratoris dels participants, no es mostren diferéncies entre ambdds grups 24
hores després de la RT-DB. Al cap d’'una setmana del tractament, pero, si que
es reporten millores en la funcioé respiratoria en el grup tractat, respecte als
participants controls, concretament incrementa significativament la SpO2 (97%
vs. 94%; p = 0.0052) i la SaFi (405 vs. 334; p = 0.0157) i es redueix la FiO2 (27%
vs. 35%; p = 0.038). Després d’un mes, la millora dels parametres respiratoris no
nomeés es mante, sind que és més notable en el grup RT-DB, respecte al grup
control, pel que fa als valors de SpO2 (97 vs. 95; p < 0.0051), de FiO2 (21% vs.
36; p = 0.0002), de SaFi (462 vs. 326; p < 0.0001) i de PaFi (473 vs. 302; p <
0.0001). Més enlla de les millores en la funcio respiratoria observades en el grup
tractat amb RT-DB, també es produeix una disminucié significativa dels dies
d’hospitalitzacio (19 vs. 20 dies; p = 0.01), un avangament de les altes mediques
(23 vs. 31 dies; p = 0.047) i una disminucio de la durada dels simptomes (5 vs.

7; p = 0.015), respecte al grup control.

L'analisi de regressié logistica multivariant revela que quan s’incorporen al model
les variables de confusié génere, comorbiditats (neurologiques, respiratories,
cardiovasculars i altres tipus), edat i nombre de dies amb simptomes, el
tractament amb RT-DB és un factor de proteccié (OR 0.302, IC 95% [0.106—
0.859]; p = 0.025) per a la mortalitat deguda a la COVID-19, mentre que I'edat és
un factor de risc (OR = 1.147, IC 95% [1.033-1.272]; p = 0.010). Per tant, el
tractament amb RT-DB és un factor independent que redueix el risc de mortalitat
per COVID-19. En aquesta linia, la supervivéncia actuarial és significativament

més gran en el grup RT-DB respecte al grup control (log-rank p = 0.027).

En el grup de pacients tractats, es produeix una millora dels resultats de 'examen
radiologic que reflecteix una disminucié de I'afectacié pulmonar a la setmanai al
mes d’haver realitzat el tractament amb RT-DB. No obstant aix0, la comparativa
amb els pacients control no va ser possible a causa de diferéncies en les proves

radioldgiques dutes a terme en cada grup.
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Article 2

SARS-CoV-2 Serum Viral Load and Prognostic Markers Proposal for COVID-

19 Pneumonia in Low-Dose Radiation Therapy Treated Patients.

Piqué B, Pefia K, Riu F, Acosta JC, Torres-Royo L, Malave B, Araguas P,

Benavides R, de Febrer G, Camps J, Joven J, Arenas M, Parada D.

J Clin Med, 12(3):798, 2023. Doi: 10.3390/jcm12030798.

El segon article de la tesi inclou 46 pacients del grup RT-DB que formen part de
I'estudi prospectiu i descriptiu de cohorts IPACOVID (NCT04380818), descrit
anteriorment. Els pacients es van reclutar entre el juny del 2020 i el febrer del

2021 a I'Hospital Universitari Sant Joan de Reus.

Les caracteristiques demografiques, cliniques i radioldogiques dels participants
estan descrites a la Taula 1. La distribucio dels gens del SARS-CoV-2 amplificats
per RT-gPCR al sérum dels pacients revela que en 23 pacients (50%) respecte
al total es detecta amplificacié6 d’'ORF, N i/o S. D’aquests, 9 pacients (39%)
presenten I'amplificacié dels tres gens simultaniament, i pel que fa a I'amplificacio
d’un sol gent hi ha 1 pacient (4.35%) amb el gen ORF, 7 (30.43%) amb el gen N
i 2 (8.70%) amb el gen S. Finalment, 1 pacient (4.35%) presenta amplificacié
d'ORF i S, i 3 pacients (13.04%) d’ORF i N. En el temps basal, 14 pacients
(30.43%) presenten RNA de SARS-CoV-2 per sobre del limit de quantificacio i
es consideren virémics. La carrega viral del SARS-CoV-2 al serum en el temps
basal esta significativament associada a major mortalitat per pneumonia deguda
a la COVID-19 als 30 dies post-tractament, ja que el 57% dels pacients amb
viremia moren en comparacié amb el 14% dels pacients amb RNA viral
indetectable a la sang (p = 0.0085). A més, quan s’avalua de forma continua
segons el nombre de copies/mL, també es demostra que les carregues virals
més elevades estan associades a una major mortalitat (o = 0.0068).

Quan els participants es distribueixen segons l'escala de CURB-65, unes

puntuacions més elevades en aquesta estan associades a un increment de la
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mortalitat (p = 0.0032) i a la vegada a una major carrega viral al serum (p =

0.0006) i unes concentracions més elevades d’IL-6 (p = 0.041).

Pel que fa a la supervivéncia 30 dies després del tractament, hi ha diferéncies
significatives entre els pacients aviremics, que presenten una supervivéncia del
72.6%, respecte als pacients virémics que és del 30.5% (p = 0.043), considerant

la COVID-19 com la causa de mortalitat.

Davant els resultats obtinguts en la primera part de I'estudi on vam demostrar
que la carrega viral en serum estava associada significativament amb la
mortalitat per COVID-19, vam voler ampliar aquesta analisi estudiant I'efecte
d’altres factors de risc, préviament documentats a la literatura, relacionats amb
el risc de mort per pneumonia causada pel SARS-CoV-2. Com ja hem comentat
anteriorment, I'analisi de regressié de Cox univariant revela que la carrega viral
(HR 1.596, IC 95% [1.166—2.184]; p = 0.004), la CRP (HR 1.075, IC 95% [1.017—-
1.138]; p = 0.011), la LDH (HR 1.004, IC 95% [1.001-1.007]; p = 0.005) i FAST
(HR 1.019, IC 95% [1.005-1.034]; p = 0.009) sén factors de risc associats amb
la mortalitat per COVID-19 en els nostres pacients. Amb I'objectiu d’identificar
més factors de risc potencials en 'analisi multivariant posterior i poder entendre
la influéncia conjunta dels diferents parametres de manera més realista, vam
establir un punt de tall del valor de p a la prova de Wald a p = 0.1. D’aquesta
manera, a I'analisi multivariant es van incloure totes les variables significatives
de I'analisi univariant i es va afegir el factor edat. El nostre model va revelar que
'edat (aHR = 1.463, IC 95% [1.062-2.014]; p = 0.020) i la carrega viral al sérum
(@aHR =1.738, IC 95% [1.009-2.992]; p = 0.046) son factors de risc independents

associats a la mortalitat de la COVID-19.

Encara que nomeés les variables de I'edat i la carrega viral al serum van mostrar
significanga en l'analisi multivariable, vam decidir incloure tots les variables
significatives de la regressio univariant en I'analisi ROC posterior. Aquest estudi,
secundariament a l'analisi de la carrega viral, t¢€ com a objectiu proporcionar una
visio general del potencial predictiu de diversos parametres sanguinis a nivell
tedric. L'analisi ROC demostra que els factors amb més poder de prediccié per
a la mortalitat de COVID-19 s6n 'AST (AUC: 0.755; p = 0.003), la LDH (AUC:
0.7467; p = 0.0018) i la carrega viral al serum (AUC: 0.746; p = 0.0015).
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Posteriorment, les noves variables generades en forma de probabilitat estimada
a partir de la combinacié de dos dels parametres anteriors, revelen que la
variable carrega viral i TAST (AUC: 0.8589; p < 0.001), aixi com la carrega viral
i la LDH (AUC: 0.8468; p < 0.001) sén les que presenten la major capacitat

predictiva.

En resum, aquest segon article demostra que la carrega viral al sérum 24 hores
abans del tractament amb RT-DB, esta associada a una major mortalitat per
COVID-19 en els seglents 30 dies. També demostra que la carrega viral esta
correlacionada positivament amb el CURB-65 i la LDH. Quan la carrega viral en
sérum es combina amb d’altres factors de risc, concretament I'AST i la LDH,
s’obtenen bones correlacions que poden ser utils com a marcadors predictors de

pronostic i de mortalitat per COVID-19 en els pacients de 'estudi.
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DISCUSSIO

La pandémia de la COVID-19 ha infectat més de 760 milions de persones i ha
causat més de 6 milions de morts confirmades arreu del mon®.
Inquestionablement, la pandémia ha posat a prova la capacitat dels sistemes de
salut que s’han vist greument desbordats. La col-laboracié de la comunitat
cientifica mundial ha permes el descobriment de noves terapies especifiques per
a la COVID-19 i el disseny de vacunes efectives per a les diferents variants del
SARS-CoV-2, que han frenat el seu aveng. No obstant aixdo, molts dels
tractaments que s’empren en I'abordatge terapéutic de la COVID-19 ja existien i
estan indicats per a d’altres malalties. En aquest context, I'is de la RT-DB per al
tractament de la pneumonia, que es remunta a principis del segle XX, ha
ressorgit com una terapia potencialment efectiva per a la pneumonia causada
per la COVID-19, tant pels seus efectes antiinflamatoris com

immunomoduladors.

El primer estudi d’aquesta tesi és un assaig clinic no randomitzat prospectiu amb
un grup control i un grup intervencié que rep tractament amb RT-DB, format
cadascun per 50 pacients hospitalitzats diagnosticats de COVID-19 per qRT-
PCR nasofaringia i pneumonia. S’han avaluat diversos parametres respiratoris
que inclouen la SpO2, la FiO2, la SaFi i la PaFi als 7 dies i al cap d’'un mes del
tractament amb RT-DB. Després d’'una setmana del tractament, s’observa una
millora de tots els indicadors respiratoris, llevat de la PaFi, mentre que després
d'un mes del tractament tots els parametres milloren significativament en
comparacié amb els pacients del grup control. Es podria hipotetitzar que aquesta
millora de la funcio respiratoria es deu als efectes antiinflamatoris de la RT-DB
qgue inclouen, per una banda, la capacitat de promoure un fenotip funcional
antiinflamatori i reduir la produccié de ROS als macrofags disminuint aixi I'estres
oxidatiu3'®, i per Jlaltra, la de promoure [lalliberament de citocines
antiinflamatories com el TGF-B48 i paral-lelament inhibir la secrecié de citocines
proinflamatories com la IL-6 i el TNF-a a les cél-lules alveolars pulmonars3¢, com
s’ha demostrat en estudis in vitro i amb model de ratoli. Aquesta modulacié de
les citocines podria reduir I'estat d’hiperinflamacié causada per la CS, la qual
caracteritza la infeccio de SARS-CoV-2 severa, frenar alhora el dany pulmonar i

ajudar a la resolucid6 de la pneumonia. A nivell clinic, aquestes millores
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significatives de la funcié respiratoria concorden amb els resultats obtinguts en
altres assajos clinics publicats anteriorment®339343 Els estudis realitzats per
Ganesan et al.®*? i Sanmamed et al.'°, tot i que no contemplen un grup control
en el seu disseny experimental, reporten millores significatives a la ratio SaFi
després de 3i 7 dies post-tractament en comparacié amb els valors basals o pre-
tractament. El nostre estudi és el primer en analitzar els valors de PaFi, que
proporcionen informacié clinica de gran rellevancia, ja que permeten determinar
els nivells d'hipoxia, i que a més es correlacionen amb diferents graus de gravetat
de I'ARDS, segons els criteris de Berlin3®. Aquests valors sén essencials per a
l'avaluacié de la funcio respiratoria i fonamenten una base objectiva per a la

classificacié de la severitat de la malaltia.

Diversos estudis han analitzat factors de risc de mortalitat i severitat de la
COVID-19. L’edat és un dels factors de risc més significatius®6? degut a que les
persones d’edat avangada presenten una resposta retardada de I'lFN-y durant la
infeccid, un augment de 'estrés oxidatiu, una resposta immune adaptativa menys
coordinada i un estat d’inflamacié basal caracteritzat per un augment d’IL-1B i IL-
18383, A més, tot i que aquesta ha estat associada amb una major preséncia de
comorbiditats, certes patologies han estat definides com a factors de risc
independents que influeixen en la severitat i la mortalitat deguda a la COVID-19.
Aquest és el cas de malalties respiratories®®, cardiovasculars®® i neurologiques®’.
Per a determinar si la RT-DB estava relacionada amb una major o menor
probabilitat de mort es van tenir en compte totes aquestes variables, ja que
podien influir en I'efecte del tractament en els nostres pacients. A més, vam
incloure a I'analisi multivariant les variables de génere i el nombre de dies en que
el pacient presentava simptomatologia. Seguint els criteris d'inclusié de I'estudi,
tots els participants eren reclutats amb menys de 8 dies des de linici dels
simptomes i en la fase aguda de la infeccio. Tot i aixi, vam considerar necessari
incloure aquesta variable com un possible factor de confusio, ja que linici dels
simptomes es relaciona amb el comencament de la fase simptomatica de la
COVID-19 i, a partir de la seva aparicid, la durada d’aquests pot ser un indicador
del moment en que es troba el pacient en el curs de la infeccid. Els teorics posen
emfasi en que l'eficacia del tractament amb RT-DB esta intrinsecament vinculada

al moment de I'evolucié de la infeccié en el qual s’inicia. Quan s’administra en
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els estadis primerencs o intermedis de la infeccié per SARS-CoV-2, la RT-DB pot
alleujar la inflamaci6 i prevenir-ne la cronicitat, mentre que quan ja s’ha produit
la CS, aquest tractament pot perdre part de la seva eficacia. Aixo es deu, en part,
a que la RT-DB estimula I'activitat de les NK i la secrecio d'IFN-y que indueix
'expressio de gens que juguen un paper clau en les defenses antivirals de
I'noste3?!. Consegiientment, la RT-DB podria revertir parcialment els efectes
d’evasio del SARS-CoV-2 sobre la resposta interferonica a les fases agudes de
la infecci6??®. Per aquesta rad, alguns autors han hipotetitzat que la finestra
terapéutica de la RT-DB es troba entre la fase pulmonar primerenca i I'aparicio

de I'estat hiperinflamatori que pot conduir a I'aparicio ’ARDS3%L,

Els nostres resultats, perd, no van trobar una associacié significativa entre el
nombre de dies amb simptomes dels pacients i la mortalitat per COVID-19.
Concretament, de tots els factors que es contemplaven, només l'edat i el
tractament amb RT-DB tenen una influéncia significativa en la mortalitat causada
per la COVID-19 en els nostres pacients, ja sigui per un efecte perjudicial o un
efecte protector, respectivament. En aquesta linia, degut a que el grup
intervencié veia reduida en un 70% la probabilitat de mortalitat deguda a COVID-
19, vam voler determinar si la RT-DB afectava la supervivencia dels pacients al
cap d’'un mes. Els nostres resultats confirmen que el tractament amb RT-DB
augmenta la supervivéncia actuarial després de 30 dies del tractament, en
comparacié amb els pacients control. Es podria pensar que aquesta millora en la
supervivencia esta en part relacionada amb els efectes immunomoduladors de
la RT-DB que s’han demostrat de manera preclinica, tant per I'increment de la
secrecio de I'INF-y per part de les NK321, que permetria revertir I'evasié del
SARS-CoV-2 sobre sistema immune, com per poder reduir la limfopenia3?® i
promoure una major funcié de cél-lules immunes, com les DC33!. Des del punt
de vista clinic, alguns assajos clinics han documentat també aquesta disminucio
de la mortalitat dels pacients tractats amb RT-DB, tot i que el fet que una gran
part d’aquests no comptin amb la presencia d’un grup control impedeix I'analisi
de la supervivencia. També, perquée els estudis que presenten grup control no
recullen 'analisi de supervivéncia dins dels seus objectius primaris. Un estudi de
fase Il no randomitzat que feia un seguiment durant 14 dies després de la RT-

DB amb 20 pacients a cada grup, mostrava que el grup intervencio presentava

131



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI

LA RADIOTERAPIA A DOSIS BAIXES: UNA ALTERNATIVA TERAPEUTICA EN PACIENTS ANCIANS AMB PNEUMONIA
SEVERA CAUSADA PER COVID-19

Berta Piqué Smith

una tendencia a una major supervivencia que el grup control (77% vs. 68%), tot
i que no va ser estadisticament significativa®. Ja sigui, degut al disseny
metodologic o per la mida reduida dels grups reclutats per a participar, creiem
que fins al moment, només el nostre assaig clinic i el d’Ortiz et al.**® han
demostrat que la supervivencia actuarial augmenta de manera estadisticament
significativa en el grup tractat un mes després del tractament amb RT-DB en

comparacio al grup control.

Una altra manera d’avaluar la severitat de la COVID-19 és a partir de les proves
radiologiques, sent la TC el métode més efectiu per a detectar anormalitats en
els pulmons de pacients amb COVID-193%4, Evidéncies prévies recolzen que els
resultats de 'examen radioldgic presenten una bona associacié amb la gravetat
de la malaltia®®®, concretament, es constata que existeix una correlacié
significativa entre una afectacié pulmonar de més del 23% amb l'aparicié de
COVID-19 critica i l'ingrés a 'UCI®®®, Les nostres troballes radiologiques en el
grup tractat amb RT-DB no podien ser comparades amb els pacients control
degut a que en aquest ultim grup, la imatge radiologica va ser obtinguda amb
radiografia de torax ateses les dificultats en la planificacié i I'is de les
instal-lacions. Tot i aixi, les proves d’'imatge revelen que en el grup intervencio,
hi ha un 96% dels pacients que presenten una afectacié pulmonar de més del
25% abans de la RT-DB mentre que passat un mes no arriben al 5%. Es a dir,
després del tractament s’observa una millora radioldogica en termes de
disminucié de les alteracions pulmonars. En base a les correlacions teoriques
anteriors i de manera simplificada, podem dir que nomeés una minoria seguiria
requerint I'entrada a I'UCI després de la RT-DB. Tot i aix0, i per tal de poder
establir una relacié causal directa entre la RT-DB i la disminucié de 'afectacié
pulmonar, caldria en futures investigacions realitzar la TC també en el grup
control i poder determinar aixi si existeixen diferéncies significatives entre les
cohorts. En aquesta linia, 'assaig clinic de Hess et al., analitza les diferencies
entre grups i demostra que al dia 21 post-irradiacio, el 90% del grup de pacients
tractats presenta millores radiografiques significatives respecte del 57% en el

grup control®.

Com s’ha dit anteriorment, el principal temor de I'acceptacié de la RT-DB com a

tractament, per una part important de la comunitat cientifica mundial, rau en el
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risc de carcinogénesi induida per la radiaci6. Alguns autors s’oposen al
tractament amb RT-DB?3¢’, argumentant que els riscs potencials sobrepassen els
possibles beneficis i que abans d’iniciar assajos clinics cal fonamentar els
mecanismes d’accio de la RT-DB amb estudis in vitro i amb models animals i
consolidar aixi I'evidéncia preclinica d’aquest tractament. No obstant aix0, la gran
majoria d’experts que han teoritzat sobre els efectes de la RT-DB en la COVID-
19368370 defensen que una dosi de RT és eficient en termes de cost i temps, a
més de ser potencialment capag d’alleugerir la simptomatologia respiratoria dels
pacients amb COVID-19 i, fins i tot, poder augmentar la supervivéncia sense

generar efectes secundaris significatius a llarg termini.

Fins a la data, els assajos clinics que estudien la RT-DB amb dosis menors d’1
Gy per al tractament de la COVID-19, el nostre inclos, no han reportat senyals
de toxicitat aguda derivada del tractament®9:342.343348349  Només I'estudi de
Papachristofilou et al. és I'tinic que no reporta cap efecte beneficiés de la RT-DB
pel que fa a reducci6 dels requeriments d’oxigen o disminucié de CRP i ferritina,
ni a la supervivencia dels pacients, mentre que si que s’observa limfopénia en el
grup tractat amb RT-DB3%°. En resposta als resultats d’aquest estudi, que
contradiuen les troballes cliniques de la resta d’assajos clinics, Bevelacqua va
escriure una carta a I'editor en que hipotetitzava que la finestra terapéutica de la
RT-DB abans de la fase hiperinflamatoria no era respectada en I'estudi de
Papachristofilou, on I'estat dels pacients era massa critic per a presentar marge

terapéutic de millora34L.

La determinaci6é del risc de carcinogénesi induida per la RT-DB és dificil de
quantificar, ja que fora necessari realitzar un seguiment dels pacients a llarg
termini, considerant que alguns tumors solids que han rebut RT poden presentar
un periode de laténcia per produir un cancer radionduit de fins a 60 anys. Gracies
a I'us de models computacionals s’han pogut fer estimacions del risc en pacients
COVID-19 tractats amb RT-DB, les quals han revelat que en pacients de 80 anys
0 més, el risc de carcinogénesi de la RT-DB per al tractament de la COVID-19
és menor a I'1%3%2. Aquest aspecte es va tenir en compte en els nostres criteris
d’inclusio, i per aquest motiu els participants a I'estudi eren pacients hospitalitzats
de més de 70 anys, amb una mitjana d’edat de 85 anys. A més, aquests pacients

no eren aptes per a rebre ventilaci6 mecanica invasiva ni candidats a entrar a
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'UCI, tot i la gravetat de la seva patologia, degut a la preséncia de comorbiditats.
La proposta de participar en I'assaig clinic va brindar a aquests pacients amb un
pronostic molt desfavorable, una terapia alternativa que, tot i que encara es
trobava en fase d’investigacio, podia oferir beneficis clinics. Es va considerar que
els beneficis terapeéutics del tractament amb RT-DB eren superiors als riscs
potencials de carcinogénesi a llarg termini, ja que els participants, tots ells d’edat
avancada, presentaven una infeccié de COVID-19 severa i no comptaven amb

tractaments curatius eficacos.

El nostre estudi clinic prospectiu, comparatiu i no randomitzat, evidencia que una
Gnica dosi de 0,5 Gy pot millorar la funcidé respiratoria, incrementar la
supervivéncia 1 mes despreés del tractament i disminuir 'afectacié pulmonar en
pacients diagnosticats amb la COVID-19 que presenten pneumonia resultant de
la infeccié per SARS-CoV-2. A més, també vam demostrar que la RT-DB reduia
significativament la duracioé dels simptomes i els dies d’hospitalitzacio, respecte
als pacients control. Aquestes observacions son molt rellevants, especialment en
el context d’'una pandémia com la de la COVID-19 que va sobrecarregar i

literalment col-lapsar els hospitals.

Algunes de les limitacions del nostre estudi inclouen que es tracta d’'un assaig
no randomitzat, aixi com també es constata la dificultat d’homogeneitzacio entre
el grup control i el grup tractat pel que fa als graus d’independéncia i
deteriorament cognitiu. Aquestes es poden explicar tenint en compte que aquest
estudi es va dur a terme en el moment algid de la pandémia de la COVID-19 i en
el moment de maxima saturacié del sistema sanitari. La situacié general a
I'hospital va obstaculitzar en part la planificacié de les instal-lacions de RT, aixi
com el reclutament de pacients i el compliment dels criteris de inclusio per tal de
poder participar a I'estudi. Aixd també va causar que en el grup control no es
pogués realitzar 'examen radioldgic amb TC sindé amb radiografies de rajos X,
impedint aixi la comparativa entre els grups. No obstant aixo, i tot i les
circumstancies adverses, el nostre assaig clinic prospectiu, comparatiu i no

randomitzat, és el més gran realitzat al mon fins al dia d’avui.

Un cop demostrats els beneficis terapéutics de la RT-DB en els pacients, vam
investigar especificament el grup intervencio, és a dir, aquells participants amb

COVID-19 i pneumonia que havien completat la pauta de tractament amb RT-

134



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI

LA RADIOTERAPIA A DOSIS BAIXES: UNA ALTERNATIVA TERAPEUTICA EN PACIENTS ANCIANS AMB PNEUMONIA
SEVERA CAUSADA PER COVID-19

Berta Piqué Smith

DB. Tot i que el risc de carcinogenesi és baix en pacients d’edats tan avancades,
la necessitat de mobilitzar i sotmetre a radiacidé pacients greus, aixi com la
disponibilitat d'instal-lacions de RT en el context de la pandemia, ens van conduir
a estudiar possibles marcadors de risc presents abans del tractament amb RT-
DB que poguessin estar associats amb una major mortalitat durant els 30 dies
post-tractament. En el futur, l'objectiu seria poder oferir una terapia
personalitzada, basant-nos en la preséncia de biomarcadors en sang abans del

tractament.

La principal causa de mort deguda a la COVID-19 és la parada respiratoria, tot i
aixi, hi ha diverses manifestacions de la malaltia a nivell extrapulmonar que
poden ser letals, com la sindrome de disfuncié multiorganica. La carrega viral en
sang indica que el virus ha entrat al torrent circulatori i que pot afectar a altres
organs més enlla de l'aparell respiratori, per la qual cosa s’ha associat amb un
pitjor pronostic i una manifestacié severa de la COVID-19%%372 Tot i aixi, la
majoria d’articles publicats préviament que investiguen I'associacio de la carrega
viral amb la mortalitat per COVID-19 ho fan de manera qualitativa a partir de I'us
dels valors del llindar de cicle (Ct que prové de I'anglés cycle tresholds) de la RT-
gPCR373-375 que s6n una estimacio indirecta de la carrega viral. El nostre estudi,
mitjangant I'is de corbes estandards de copies d’RNA de concentracions
conegudes de SARS-CoV-2 ha pogut quantificar la carrega viral al serum dels
pacients. Hem demostrat que la carrega viral a les 24 hores abans del
tractament, ja sigui de forma categorica (detectable vs. no detectable) o continua
(nombre de copies/mL), esta associada amb una major mortalitat per pneumonia
derivada de la infeccié de SARS-CoV-2 als 30 dies post-tractament. En aquesta
linia, aquesta tesi demostra que la supervivencia actuarial després d’'un mes del
tractament amb RT-DB també augmenta significativament en els pacients
aviremics, amb un 72,6% de probabilitat de sobreviure, respecte als pacients que
presenten RNA de SARS-CoV-2 detectable en serum, amb només un 30,5% de

probabilitat.

A meés de la carrega viral, hi ha un gran nombre de publicacions prévies que
identifiquen altres factors de risc que també augmenten la gravetat i la mortalitat
de la COVID-19%%:376 Un d’ells és el valor al CURB-65, que és un sistema de

puntuacié que permet determinar la severitat i guiar el tractament de les
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pneumonies adquirides a la comunitat. Per aguesta rad, alguns especialistes
I'han utilitzat en el context de la pneumodnia causada per la infeccio del SARS-
CoV-2 i diferents autors han mostrat el seu valor predictiu en la mortalitat
atribuida a la COVID-1973377, En aquesta linia, els nostres resultats mostren que
unes puntuacions més elevades de CURB-65 s’associen amb una major
mortalitat al cap de 30 dies després del tractament i amb concentracions més
elevades d’IL-6, una de les citocines proinflamatories que s’allibera durant la CS
i que té un paper clau en induir la inflamacié generalitzada caracteristica de la
COVID-19 severa®’®, A més, i de manera novedosa, hem demostrat una
correlacio positiva significativa entre les puntuacions del CURB-65 i la carrega

viral al sérum.

Més enlla de la simptomatologia respiratoria, el SARS-CoV-2 es pot propagar
sistémicament a d’altres organs i causar manifestacions gastrointestinals,
hepatiques i neurologiques, entre d’altres’®. La preséncia d’'RNA de SARS-CoV-
2 al sérum suggereix una lesié significativa a les EC pulmonars3”® i un augment
de la permeabilitat dels vasos sanguinis deguda a la inflamacié, que permet
I'entrada del virus al torrent sanguini?t. La viremia en si és a la vegada un reflex
del dany pulmonar que s’esta produint i un predictor de severitat que assenyala
que la infeccido s’esta expandint i afectant altres dorgans. En aquest estudi
confirmem que la carrega viral en sérum és un predictor de mortalitat
independent en els pacients tractats amb RT-DB i que es correlaciona
positivament amb les concentracions de LDH. Aquesta és un enzim intracel-lular
que participa en el metabolisme energetic de la cél-lula i que es troba a les
cel-lules de la majoria dels teixits, amb diferents isoformes, catalitzant el pas
bidireccional de piruvat a lactat. Quan es produeixen lesions als teixits, la LDH
s’allibera a la sang, per la qual cosa és un signe inespecific de dany tissular.
Concretament, aquesta proteina té un valor pronostic en l'aparicio i la gravetat
de malaltia pulmonar intersticial i de fibrosi pulmonar®’®. En el cas de la
pneumonia per COVID-19, hi ha un gran nombre d’evidéncies que relacionen els
nivells elevats de LDH amb una major gravetat de la infecci63®. Els nostres
resultats en pacients tractats amb RT-DB, també revelen un poder de prediccio
significatiu de la LDH en la mortalitat causada per la COVID-19 després de 30
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dies del tractament, que millora quan aquesta variable es combina amb la

carrega viral en serum.

A més de la LDH, un dels factors relacionats amb una major mortalitat el qual
s’ha recomanat per a monitoritzar I'estat dels pacients amb COVID-19 és I'enzim
AST?3®0, Diversos simptomes gastrointestinals com per exemple, vomits, diarrea,
nausees i dolor abdominal han estat reportats en pacients amb COVID-19. El
SARS-CoV-2 envaeix el fetge a partir de la uni6 a 'ACE2 que es troba
majoritariament expressat als colangiocits que recobreixen els conductes
biliars3®! i produeix dany tissular a partir de la infeccié directa, o indirectament, a
partir de la resposta inflamatoria que es desencadena3®?, Un estudi amb 5.771
pacients amb pneumonia per COVID-19 va analitzar diversos marcadors de dany
hepatic i va concloure que especificament 'AST, amb unes concentracions
majors de 40 U/L, esta associat significativament a una major mortalitat3>°. El
nostre estudi demostra que I'AST, individualment o combinat amb el factor
carrega viral, podria tenir capacitat predictiva de la mortalitat per COVID-19 en
els participants tractats amb RT-DB.

Respecte les limitacions del nostre segon estudi, primerament, €s important
destacar que aquest estudi no disposa d’un grup control i per tant, no s’ha pogut
realitzar una comparativa de I'evolucio de la carrega viral al sérum entre el grup
control i el grup tractat amb RT-DB. Aquesta hagués estat interessant per a
determinar si el tractament amb RT-DB influeix en I'evolucié de la carrega viral
al serum. A més, la mida de la mostra és reduida, pel que cal interpretar amb
precaucié els resultats de predicci6 de mortalitat. L’objectiu principal era
investigar la carrega viral en la nostra cohort tractada amb RT-DB, i de manera
secundaria, fer un cribratge preliminar, aixi com presentar un esbés de la
capacitat predictiva d’alguns factors de risc previament documentats a la
literatura. En un futur, per tal de poder establir un biomarcador predictiu eficac
del benefici del tractament de RT-DB en termes de mortalitat, caldria augmentar
la grandaria mostral per incrementar la poténcia estadistica i, segons el context
clinic i el proposit, afavorir més la sensibilitat o I'especificitat. Podriem hipotetitzar
que comptar amb I'ajuda d’aquest biomarcador permetria poder realitzar la RT-
DB en pacients en etapes primerenques de la infeccid viral, els quals presenten

una simptomatologia menys greu i majors expectatives de millora. Tal i com s’ha
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dit anteriorment, el moment en el transcurs de la infeccio viral per COVID-19 en
el que s’administra el tractament és clau per al seu exit. Per tal de realitzar un
triatge dels pacients, destinat a seleccionar aquells que podrien respondre millor
al tractament, seria interessant monitoritzar els seus parametres inflamatoris i
determinar si ja s’ha entrat en I'estat hiperinflamatori caracteristic de la COVID-

19 severa.

Encara queden un gran nombre d’incognites sobre I'is de la RT-DB pendents de
resoldre, incloent I'edat idonia dels pacients, l'interval de temps en I'evolucié de
la infeccid viral que permeti maximitzar I'accio terapéutica, i la dosi optima de
radiacio. Un dels grans obstacles per a donar resposta a aquests interrogants és
I'heterogeneitat en el disseny dels assajos clinics pel que fa als criteris d’inclusio
dels participants o I'is de diferents indicadors clinics per avaluar I'eficacia del
tractament. A més, pocs assajos clinics compten amb un disseny metodologic
randomitzat i amb una irradiacié simulada, que és el millor plantejament per
determinar si existeix causalitat entre els efectes de la RT i les millores que se’'n
deriven sense interferéncies externes. També, la grandaria de la mostra en la
majoria d’assajos clinics és generalment petita i a més, un gran nombre dels
estudis no compta amb un grup control. Aquestes discrepancies respecte dels
criteris d’inclusié dels participants i dels sistemes de mesura per a determinar
I'eficiencia del tractament, aixi com les diferéncies en el disseny dels assajos
clinics, dificulta una possible estandarditzacié del tractament de RT-DB per als
pacients infectats amb SARS-CoV-2. Per altra banda, tot i que hi ha evidencia
preclinica in vitro i amb models animals sobre els efectes antiinflamatoris i
immunomoduladors de la RT, alguns d’aquests estudis daten del segle passat i
han quedat obsolets. Per aquesta rad, és essencial continuar la recerca per tal
de comprendre completament els mecanismes subjacents i les vies moleculars
implicades en els efectes de la RT, que no es coneixen en la seva totalitat. Aixo
és de vital importancia perqué meés enlla de l'aplicaci6 de la RT-DB en el
tractament de la pneumonia causada per la COVID-19, es podria obrir una nova
finestra terapéutica per a I'abordatge d’altres malalties en les quals la inflamacio

i la desregulacié del sistema immune juguen un paper important.

En conclusid, cal desestigmatitzar el tractament amb RT-DB, ja que més enlla

dels resultats del nostre assaig clinic, el més gran realitzat fins al moment, que
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demostra una millora en la funcié respiratoria i uns efectes protectors de la RT-
DB associats a una millora de la supervivéncia actuarial, hi ha un gran nombre
d’assajos clinics que també reporten beneficis clinics mentre que no informen
d’efectes adversos aguts ni tardans que se’n derivin. En un futur, podria ser
interessant comptar amb marcadors sanguinis que ajudin a predir I'eficacia del
tractament en cada pacient. La carrega viral al serum esta associada amb una
major mortalitat i podria, individualment o en combinacié amb d’altres factors de
risc, presentar-se com un possible marcador pronostic per a realitzar una terapia
personalitzada en aquells pacients que més se’n puguin beneficiar. Aquesta tesi
fonamenta i suposa un avenc molt rellevant en el coneixement dels beneficis i
els possibles efectes radiobiologics de la RT-DB en la pneumonia causada per
la infeccié de la COVID-19. Més enlla d’aquesta infeccio viral, creiem que la RT-
DB presenta un potencial terapéutic que cal ser investigat, atés que les millores
cliniques observades es podrien extrapolar a d’altres infeccions sense opcions

terapeutiques i com a tractament alternatiu per a malalties amb base inflamatoria.

139



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI

LA RADIOTERAPIA A DOSIS BAIXES: UNA ALTERNATIVA TERAPEUTICA EN PACIENTS ANCIANS AMB PNEUMONIA
SEVERA CAUSADA PER COVID-19

Berta Piqué Smith

140



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI

LA RADIOTERAPIA A DOSIS BAIXES: UNA ALTERNATIVA TERAPEUTICA EN PACIENTS ANCIANS AMB PNEUMONIA
SEVERA CAUSADA PER COVID-19

Berta Piqué Smith

PERSPECTIVES DE FUTUR

141



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI

LA RADIOTERAPIA A DOSIS BAIXES: UNA ALTERNATIVA TERAPEUTICA EN PACIENTS ANCIANS AMB PNEUMONIA
SEVERA CAUSADA PER COVID-19

Berta Piqué Smith

142



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI

LA RADIOTERAPIA A DOSIS BAIXES: UNA ALTERNATIVA TERAPEUTICA EN PACIENTS ANCIANS AMB PNEUMONIA
SEVERA CAUSADA PER COVID-19

Berta Piqué Smith

PERSPECTIVES DE FUTUR

L'OMS va declarar el 5 de maig del 2023 que la COVID-19 deixava de ser una
emergéncia de salut publica d’interés internacional3®3. El gran ventall de vacunes
disponibles contra la COVID-19, aixi com una millor distribucié d’aquestes
sobretot als paisos del continent africa, clarament desproveits en el moment algid
de la pandémia, han permeés frenar la propagacio viral. Com a resultat, s’ha reduit
substancialment el risc d’aparici6 de noves variants més contagioses i
patogéniques, o amb una capacitat incrementada per evadir el sistema immune
en els pacients vacunats. Aquest nou escenari sens dubte esperangador, pot
desplagar a un segon pla, pero, l'interés de la comunitat cientifica per a seguir
avancant en la recerca de la COVID-19, aixi com la necessitat d’investigar els
efectes terapéutics de la RT-DB. La realitzaci6 de nous assajos clinics
randomitzats, amb irradiacio simulada i doble cec, que és el disseny metodologic
optim per a continuar amb la recerca de la RT-DB, es veura clarament limitat. Per
una banda, per la dificultat en el reclutament de pacients que compleixin amb els
criteris d’inclusié pel que fa a gravetat i edat i, per I'altra, perqué les UCI, que han
recuperat els nivells d’ocupacié prepandemics, podrien acceptar gran part dels
pacients que anteriorment es quedaven fora del circuit. En el context de la RT-
DB per al tractament de la COVID-19, tot apunta al fet que malgrat el gran aveng
que s’ha produit en aquest camp, algunes incognites quedaran sense resposta,
inclosos el temps idoni per a I'administracio de la RT-DB en el transcurs de la
infeccid de la COVID-19, la dosi ideal i I'edat en qué els beneficis terapéutics sén

meés grans respecte als riscs potencials que se’'n poden derivar.

No obstant aix0d, I'ordre ciclic de la historia ha demostrat que en moltes ocasions
la clau per entendre el futur es basa en estudiar el nostre passat. Només en un
quart de segle, tres Betacoronavirus altament patogenics, el SARS-CoV a la
Xina, el MERS-CoV a I'Orient Mitja i ara el SARS-CoV-2, han estat els
responsables de causar tres epidémies que han posat a prova els sistemes de
salut publica arreu del mén. Tots ells, son patdgens zoonodtics que es
caracteritzen per una fisiopatologia comuna que afecta majoritariament el tracte
respiratori i que, en els casos més severs, pot desencadenar pneumonia i ARDS.

Actualment, el creixement sense fre de la poblacié humana a nivell mundial,
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juntament amb una major necessitat d’explotacio dels recursos naturals, té com
a resultat la destruccid dels ecosistemes naturals i fa que les interaccions entre
les poblacions humanes i les espécies d’animals salvatges siguin cada vegada
meés frequents. Aixo porta a hipotetitzar que la transmissio de virus, especialment
de coronavirus, des dels animals als humans sera cada vegada més comuna i
que l'estudi en 'ambit preclinic de la RT-DB per al tractament de la pneumonia
atipica encara és de vital importancia. Cal tenir present, que tot i haver posat fi a
I'dltima pandémia per coronavirus, aquesta podria ser nomeés una de les moltes
que queden per arribar i que continuar la recerca en aquest ambit és necessari

per evitar un altre col-lapse sanitari com el que s’ha viscut.

Historicament, el tractament amb RT per a malalties benignes s’ha vist amb recel
per una gran part de la comunitat cientifica, a causa del temor d’aparicié de
carcinogenesi induida per radiacio, de la falta d’estudis randomitzats prospectius
que permetin determinar els efectes de la RT comparant amb un grup control o
amb un grup amb tractament estandard, i de la falta de finangcament o de
disponibilitat de les instal-lacions adequades als centres sanitaris. Alemanya és
un dels pocs paisos al mén que utilitza la RT de manera rutinaria per al
tractament de malalties inflamatories, hiperproliferatives i degeneratives
osteoarticulars, en pacients amb contraindicacions o refractaris per als
tractaments estandard’. La nostra recerca amb RT-DB, en linia amb els resultats
d’altres assajos clinics®343:348 demostra que aquest tractament no causa toxicitat
en els pacients, siné que, en canvi, presenta amplis beneficis terapéutics. La
investigacio en el camp de la RT és essencial per a millorar 'escassa acceptacio
que té la RT per al tractament de patologia no neoplasica a escala mundial i
potser en un futur, poder adoptar un model semblant a I'alemany. Tot i aixi, cal
considerar de manera individual cada cas per saber si els beneficis clinics sén
superiors al risc estimat de carcinogenesi que se’n derivi, o si els tractaments

estandards poden resultar més perjudicials que la mateixa RT.

La RT es va fer servir com a tractament alternatiu per a la pneumonia bacteriana
i atipica majoritariament a la primera meitat del segle XX. Tot i que reduia
significativament la mortalitat, 'aparici6 de les sulfonamides i posteriorment de la
penicil-lina, van portar al seu desus i es va perdre l'interés per a continuar amb

la recerca’. El gran nombre de publicacions cientifiques realitzades sobre la
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pneumonia de la COVID-19 que reporten els beneficis terapéutics de la RT-DB,
juntament amb tota I'evidéncia clinica que data del segle passat, podria incentivar
en un futur I'ds d’aquest tractament com a complement o alternativa a la pauta
terapeutica convencional en pacients amb pneumonia greu. A més, I'aparicio de
soques resistents de patogens respiratoris, com és el cas del Streptococcus
pneumoniae i el Mycobacterium tuberculosis, als antibiotics és un greu problema
en l'actualitat que cal abordar, ja que es considera que aquesta sera una de les
grans amenaces per a la salut publica del futur384. Per a poder fer front a aquesta
crisi, cal descobrir noves rutes terapéutiques, més enlla dels antibidtics, que
puguin ser eficients per a tractar la pneumonia i 'ARDS, sent la RT-DB un

tractament amb un gran potencial curatiu.

Les indicacions de la RT en patologia benigna, com ja hem comentat, inclouen
malalties artrodegeneratives com l'artrosi i trastorns inflamatoris28:38 j s’indica
també per a la prevencié de l'ossificacio heterotopica?’4, en la reestenosi
vascular després duna angioplastias®, aixi com en sindromes
hiperproliferatives?’®, entre d’altres indicacions establertes. Malgrat tot, pensem
que el seu Us podria presentar beneficis clinics en altres camps de la medicina i
nosaltres hipotetitzem de manera innovadora que la RT-DB podria ser una
alternativa terapéutica en els pacients que presenten una lesié de la medul-la
espinal (SCI) que no tenen més opcions de tractament. De manera resumida,
immediatament després d’'una SCI, es produeix en el lloc de la lesié un ambient
molt reactiu que bloqueja, juntament amb la incapacitat de les neurones del
sistema nervidos central per activar un programa geénic proregeneratiu, el
recreixement axonal. Primerament, després d’una SCI, es produeix una resposta
inflamatoria primerenca per part de macrofags proinflamatoris i la microglia que
és necessaria per a eliminar les restes cel-lulars i els teixits danyats387-388  agixi
com per alliberar factors de creixement i citocines®°. En la majoria dels casos,
perd, una subpoblacié de macrofags proinflamatoris romanen al lloc de la lesio
durant setmanes i s’acaben imposant sobre altres macrofags que alliberen
citocines antiinflamatories necessaries per a resoldre la inflamacié inicial que
s’ha produit. Aquests macrofags proinflamatoris, que alliberen mediadors
inflamatoris com la IL-1B, IL-6, IL-12, IL-23, TNF-a i IFN-y3% acaben causant la

cronificacié de la resposta inflamatoria que deriva en neurotoxicitat i dany
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secundari®®'. En paral-lel, induira també la mort cel-lular dels oligodendrocits
produint la desmielinitzacié dels axons i la pérdua dels potencials d’accié3®. La
preséncia de macrofags proinflamatoris o antiinflamatoris en el moment adequat
després d’'una SCI és clau i determinara el seu desenllag posterior. En aquest
context, es podria teoritzar que la capacitat de la RT-DB per induir canvis cap a
un fenotip funcional més antiinflamatori dels macroéfags i disminuir aixi la secrecié
de citocines proinflamatories®'831°, podria ser Gtil després de la SCI, i que una
unica dosi de RT-DB (0,5 Gy) al lloc de la lesi6 podria reduir la resposta
inflamatoria mal adaptativa i impedir la seva cronificacié posterior. D’aquesta
manera, es podria teoritzar que la RT-DB podria obrir una finestra terapéutica en
un camp totalment nou, el de la regeneracié axonal, pel seu potencial per a
modular 'ambient reactiu que es genera després d’'una SCI i que inhibeix, en

part, el recreixement axonal.

En conclusid, les perspectives de futur de la RT-DB sén amplies i molt diverses.
Per aquesta rao, cal continuar investigant tant els mecanismes subjacents
involucrats, com els possibles efectes terapéutics potencials de la RT-DB en
malalties inflamatories, fins ara sense opcions terapéutiques, ja que la RT podria

obrir noves rutes terapeéutiques que exigeixen ser explorades.
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CONCLUSIONS

Les conclusions del primer i del segon estudi realitzats en la present tesi doctoral

son que el tractament amb RT-DB (0,5 Gy) en pacients amb un diagnostic de

SARS-CoV-2 positiu i que presenten pneumonia:

. Millora la funcié respiratoria en termes d’un augment de la SpOz, la PaFi i

la SaFi i una disminucié de la FiO2 després d’'un mes d’haver realitzat el
tractament.
Incrementa la supervivéncia dels pacients tractats respecte als pacients

controls.

3. Redueix el periode d’hospitalitzacié i la durada dels simptomes.

4. Actua com un factor de proteccié disminuint la probabilitat de risc de

mortalitat en els pacients tractats.

La carrega viral al sérum dels pacients, tant de manera categorica
(detectable vs. no detectable) o continua (nombre de copies/mL), 24 hores
abans de la RT-DB esta associada amb una major mortalitat als 30 dies
després del tractament.

La carrega viral al serum es correlaciona positivament amb unes
puntuacions més elevades de CURB-65 i unes majors concentracions de
LDH.

La supervivéncia actuarial als 30 dies després del tractament amb RT-DB
és significativament major en els pacients que sén avirémics 24 hores
abans del tractament respecte als individus virémics.

Els parametres sanguinis AST, LDH i carrega viral al serum 24 hores
abans del tractament tenen una capacitat predictora mitjana de mortalitat
als 30 dies després del tractament, que millora quan es combina la

carrega viral amb I'AST i la carrega viral amb la LDH.
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