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LISTADO DE ABREVIATURAS:

Abreviatura Significado

CP Plasma convaleciente / Convalescent plasma

OMS Organizacion Mundial de la Salud

WHO World Health Organization

SARS-CoV-1 | Severe acute respiratory syndrome coronavirus 1/
Coronavirus del sindrome respiratorio agudo 1

SARS-CoV-2 | Severe acute respiratory syndrome coronavirus 2 /
Coronavirus del sindrome respiratorio agudo 2

MERS Middle East respiratory syndrome / Sindrome respiratorio de
Oriente Medio

INFs Interferon/es

FDA U.S Food and Drug Administration

EUA Emergency Use Authoritation

IND Investigational New Drug

TRALI Transfusion related acute injury / Lesion pulmonar aguda
producida por transfusion

ADE Antibody-dependent enhancement / Potenciacion infecciosa
dependiente de anticuerpos

NAT Nucleic acid test / Test de acidos nucleicos

PRTs Pathogen reduction techniques / Técnicas de reduccion de
patégenos

ELISA Enzyme-linked immunosorbent assay / Ensayo por
inmunoadsorcién con anticuerpos unidos a enzimas

RR Rate ratio

OR Odds ratio

RCTs Randomized controlled trials / Ensayos aleatorizados con
grupo control

AEs Adeverse effects / Efectos adversos



https://www.cdc.gov/coronavirus/mers/index.html

RESUMEN: Los primeros casos de COVID-19 se notificaron a la OMS en
diciembre de 2019. La expansion internacional de la enfermedad fue inevitable y
3 meses después la Organizacion Mundial de la Salud ya habia declarado la
pandemia. Desde entonces se han destinado numerosos recursos al desarrollo
de tratamientos eficaces frente a la COVID-19 con el fin de disminuir, en la
medida de lo posible; el deterioro en la salud de los pacientes infectados mientras
se alcanza la inmunidad en la poblacién gracias a la vacunacion. El objeto de
estudio de este trabajo es uno de estos tratamientos; el uso de plasma de
pacientes recuperados (CP) o antisueros en nuevos infectados. Los
antecedentes historicos presentan un escenario esperanzador en el uso de esta
terapia, no obstante; en este trabajo se hace una revision del fundamento de esta
y una interpretacion de los resultados estadisticos al respecto mas relevantes
hasta la fecha.

PALABRAS CLAVE: COVID-19, plasma convaleciente, antisuero, anticuerpos

neutralizantes especificos, terapia, tratamiento.

ABSTRACT: The first cases of COVID-19 were reported to WHO in December
2019. The international spread of the disease was inevitable and 3 months later
the World Health Organization had already declared a pandemic. Since then,
numerous resources have been devoted to the development of effective
treatments against COVID-19 in order to reduce the deterioration in the health of
infected patients while immunity is achieved in the population thanks to
vaccination programs. The study topic of this work is one of these treatments; the
use of convalescent plasma (CP) in recently infected patients. The historical
background presents a hopeful scenario in the use of this therapy, however, this
work reviews the rationale for this therapy and interprets the most relevant

statistical results to date.

KEY WORDS: COVID-19, convalescent plasma, antiserum, neutralizing specific

antibodies, therapy, treatment.



1. INTRODUCCION:

La infeccion por virus estimula la sintesis de anticuerpos especificos capaces de
neutralizar quimica y biolégicamente al virus inductor. La presencia de estos
anticuerpos es determinante en el proceso de eliminacion viral ya que se trata
de la linea defensiva del sistema inmune mas especifica. Por tanto, al cursar una
enfermedad producida por una infeccion de un virus capaz de superar con
facilidad las primeras acciones del sistema inmune inespecifico (barreras fisicas
como la piel; proceso de inflamacidn, etc.), estos anticuerpos serdn esenciales
para superar la patologia. Es muy probable que en el plasma (fraccion liquida
acelular de la sangre) de una persona que haya superado una enfermedad
infecciosa viral permanezca una gran cantidad de los anticuerpos especificos
involucrados en la defensa inmune frente al virus. Este hecho abre una
oportunidad de tratamiento en otros pacientes infectados recientemente por el
mismo patdégeno viral; el uso de plasma convaleciente o CP (convalescent

plasma).

En diciembre de 2019 se notificaron a la OMS (Organizacién Mundial de la Salud)
varios casos de una neumonia viral desconocida en la ciudad de Wuhan, China.
Pocos dias después, el 10 de enero de 2020 se presento el primer borrador del
genoma de virus ligado a esta enfermedad. Fue denominado coronavirus de
sindrome respiratorio agudo severo 2 (SARS-CoV-2). A finales del mismo mes
se identifico la primera evidencia de transmision del SARS-CoV-2 entre humanos
y la capacidad de transmision en personas asintomaticas y presintomaticas. El
11 de febrero la OMS le da el nombre de COVID-19 a la enfermedad producida
por la infeccion del virus y un mes después, el 11 de marzo, se declara la
situacion de pandemia. El nimero creciente de afectados y fallecidos planteo la
necesidad urgente de un tratamiento eficaz frente a la COVID-19 al mismo
tiempo que la comunidad cientifica comenz6 a dar los primeros pasos en el
desarrollo de la vacuna frente al SARS-CoV-2 como medida de prevencidn para
la inmunizacion de la poblacion no infectada. En este contexto, el uso de plasma
de pacientes recuperados de la COVID-19 se posiciona como un tratamiento
potencial en base a su pronta disposicion (el 27 de marzo de 2020 se inician las
primeras transfusiones de plasma) y los antecedentes histéricos frente a otros

virus como el del Ebola o el MERS.



2. OBJETIVOS:

Los objetivos de este trabajo son:

1) Reunir informacion sobre la terapia con plasma, los fundamentos teéricos
sobre los que se sostiene, los procesos de obtencion de dosis terapéuticas
y procedimientos de acondicionamiento para la obtencion del producto
farmacologico.

2) Conocer los puntos a favor que justifican el estudio de esta terapia como
potencial tratamiento para la COVID-19. Asimismo, conocer las
consideraciones clinicas al respecto y los desafios logisticos que puedan
dificultar su estandarizacion terapéutica a gran escala.

3) Explorar e interpretar las evidencias cientificas del uso de plasma en
patologias anteriores y valorar los datos de eficacia y seguridad disponibles
con relacidon a la aplicacion de esta terapia en pacientes de COVID-19.

Valorar las alternativas terapéuticas en base a la evidencia estadistica.

3. MATERIALES Y METODOS:

Para la elaboracion de este trabajo se ha realizado una busqueda y seleccion de
articulos cientificos e informacién especifica. Se han utilizado buscadores como
PubMed o Medes empleando, entre otros; términos como: serum, convalescent
plasma, therapy, COVID-19, SARS-CoV-2, meta-analysis, MERS, SARS,
COVID-19 pathogenesis, treatement. Para la busqueda de informacion técnica
especifica (i.e.; legislacion al respecto, métodos de laboratorio registrados) se ha
recurrido a paginas web oficiales de las organizaciones, entidades o empresas
correspondientes. En la seleccién de articulos cientificos se han priorizado
aguellos que abordan la fisiopatologia de la COVID-19, los fundamentos de la
terapia con plasma y ensayos de eficacia y seguridad al respecto. El desarrollo
del trabajo ha coincidido con el avance de la propia pandemia de la COVID-19
de forma que se ha realizado una revision y actualizacién sistematica de la

informacioén estadistica mas relevante hasta la fecha.



4. RESULTADOS Y DISCUSION:

4.1. Patogénesis de lainfeccion por SARS-CoV-2 y dianas terapéuticas.
Con el fin de desarrollar terapias efectivas frente a la COVID-19, es preciso un
conocimiento minucioso de la patogénesis. La informacién disponible permite
diferenciar tres etapas clinicas que pretenden clarificar este proceso patogénico;
una fase pulmonar (i), una fase proinflamatoria (ii) y una fase protrombatica (iii) .

Las tres se explican brevemente a continuacion:

(i) La fase pulmonar inicia con la entrada del virus en el organismo a través de
las vias respiratorias. Una vez en el alveolo, los receptores ACE2 presentes en
los neumocitos de tipo 2 (los principales constituyentes celulares del epitelio
alveolar junto a los neumocitos de tipo 1), se unen a la proteina S de la
membrana viral provocando la union entre la célula hospedadora y la unidad viral
de SARS-CoV-2. Esta interaccion origina varios eventos. Inicialmente, el
complejo “virus-receptor” es introducido en la célula para la posterior replicacion
y liberacion de nuevas unidades virales o viriones. Debido a esto se desarrolla
una deficiencia de ACE2 que desencadena una sucesion de anomalias
fisiologicas (eg.,interrupcion de la conversion de angiotensina Il a angiotensina
1-7).

(i) Una vez en el interior de la célula hospedadora, diferentes receptores
internos de reconocimiento de patrones (Pattern recognition receptors, PRRS)
reconocen los patrones moleculares asociados al SARS-Cov-2 (Pattern-
associated molecular patterns, PAMPS). Esta union, desencadena una cascada
de sefializacion que activa varios factores involucrados en la transcripcion de
genes relacionados con el sistema inmune (esto es, RIG-I, TLRs y MDA5). La
transcripcion de estos genes diana conduce a la liberacion de citocinas, INFs y
guimiocinas proinflamatorias. De nuevo, de forma similar a la primera fase, esta
sucesion de eventos se termina manifestando en un desequilibrio que agrava el
proceso inflamatorio. Se desarrolla un edema alveolar (la elevada concentracion
de citocinas aumenta la permeabilidad del epitelio) afectando al intercambio
gaseoso generando procesos de disnea e hipoxia. Como indica la imagen
(Figura 1), la produccién masiva de citocinas o “tormenta de citocinas” (Cytokine

storm) es un evento realmente grave que termina produciendo efectos



extrapulmonares a diferentes niveles y en érganos clave (eg., corazon, higado,
riidn o intestinos).

(ili)  Finalmente, en una tercera fase, el proceso tromboético se ve muy
favorecido como consecuencia de los mecanismos patoldgicos desarrollados en
las etapas anteriores. Dos de los eventos que pueden explicar el aumento en el
riesgo de manifestar trastornos en la coagulacién son: En primer lugar, la
deficiencia crénica de ACE2 previamente comentada. Este desequilibrio termina
desarrollando una continua activacion de la angiotensina Il y en consecuencia
un contexto favorable para la trombosis. En segundo lugar, el proceso de
fibrinolisis mediado por plasmina (proceso regulatorio de la trombosis) esta
inhibido consecuencia de la elevada presencia de PAI-1 (inducida por la infeccién

de SARS-CoV-2) que inhibe a los activadores de la plasmina (1,2).

: blood vessels
Cytokine overproduction

Cytokine storm

Acute lung injury Mycardial injury Acute kidney injury E : Diarrhea and
ARDS Myocarditis Impaired transport Acute liver injury vomitting

Figura 1. La tormenta de citoquinas se extiende por el resto del organismo
agravando el alcance de la respuesta inflamatoria (1). Imagen tomada del trabajo
de Lee C. et al., afio 2021.

La respuesta inmune hiperinflamatoria es uno de los factores diferenciales para
la alta mortalidad en personas de edad avanzada y una de las razones para

agravar el desarrollo de la COVID-19 (2). Siguiendo esta légica, inhibir esta
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respuesta desproporcionada puede ser de gran eficacia a la hora de obtener
terapias frente a la infeccion por SARS-CoV-2. Como se indica en la Figura 2,
las opciones terapéuticas potenciales son diversas y cada una de ellas actia en
un punto concreto de ciclo viral. Las terapias basadas en el uso de anticuerpos
monoclonales y plasma convaleciente actian justo en el inicio del ciclo,
inhibiendo la union entre la proteina de union viral (La proteina spike presente
en la membrana del SARS-Cov-2) y su receptor (ACE2). El analisis y estudio de

estas terapias es el objetivo de este trabajo (2).
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Figura 2. Las diferentes etapas del ciclo viral (numeradas en la imagen) plantean
dianas terapéuticas potenciales. Los anticuerpos monoclonales y el plasma
convaleciente actian en la primer a de las fases, inhibiendo la formacion del
complejo antigeno-receptor (2). Imagen tomada del trabajo de Bhardwaj A. et al.,
afio 2021.



4.2. Terapia con plasma de pacientes convalecientes y antisueros.
4.2.a Uso clinico y antecedentes historicos.
La terapia con plasma convaleciente (CP) o antisueros es una de las opciones
para el tratamiento de la COVID-19. Histéricamente las terapias basadas en la
inmunidad pasiva han incluido diferentes componentes sanguineos desde el uso
de la sangre completa hasta el uso del plasma obtenido mediante aféresis;
siendo este Ultimo el de preferencia. Se trata de una técnica que ha estado

presente durante décadas y con una base teérica sencilla.

Se espera que la sangre de un paciente recuperado de una infeccion viral
contenga una elevada titulacion de anticuerpos frente al antigeno viral en
cuestion. De esta sangre se obtiene el plasma, que se inyecta (previa
preparacion) en un nuevo paciente recién infectado con el fin de que los
anticuerpos presentes en el plasma del donante reconozcan el antigeno viral, lo
neutralicen y activen la respuesta inmunitaria contra el virus, combatiendo de

esta manera la infeccion.

El uso de la sangre completa o el plasma del donante aporta, de forma adicional
a los anticuerpos especificos; un control sobre posibles eventos hemorragicos al
mantener el fibrindgeno y otros factores involucrados en la coagulacion. Esto es
interesante a la hora de tratar infecciones como la del virus del Ebola (durante
las primeras 24 horas, una transfusion de plasma donante puede asegurar la
viabilidad de las plaquetas y factores de coagulacion). No obstante, la separacién
y uso del suero es preferible en contextos donde lo realmente diferencial sea la

presencia de anticuerpos (3,4).

Las conclusiones elaboradas con relacion al uso del plasma convaleciente (CP)
en los casos concretos del virus del MERS y el SARS-CoV-1 pueden suponer un
buen antecedente para conocer, de forma inicial, las posibilidades de este
tratamiento potencial de la COVID-19. En el caso del MERS, el uso de CP con
titulo >1:80 mostro resultados satisfactorios (5). Un estudio realizado con 80
pacientes infectados con SARS, registr6 una mejoria en aquellos individuos
tratados antes del dia 14 que se vio reflejada en su salida del hospital antes del
dia 22. Dejo ademas indicios de que una pronta administraciéon del CP supone
una mayor probabilidad de éxito en el tratamiento (6). En otra ocasion, el uso de
CP con un titulo >1:640 de anticuerpos frente al SARS-CoV-1, reporto la
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recuperacién y supervivencia de pacientes con un desarrollo severo de la

enfermedad (4).

A pesar del optimismo que pueden suscitar los precedentes mencionados, la
realidad es que se trata de un recurso utilizado en contextos de urgencia tales
como pandemias o epidemias con poco margen de accion (ej., brote del Ebola
en el Este africano, MERS o SARS-CoV-1). De igual forma, los estudios
elaborados al respecto no son capaces de aportar conclusiones definitivas o
significativas sobre la eficacia del tratamiento. A esto se une también la aparente
dependencia directa del patégeno y diversos factores operacionales y logisticos
(ej., tiempo, volumen de muestra y dosis de administracion) en la eficacia final
(4). Tanto es asi, que la FDA (Food and Drug administration) permite de forma
temporal el uso de CP bajo una serie de condiciones relativas a la EUA
(Emergency Use Authoritation) dejando a un lado los restrictivos requisitos para
el uso de IND (Investigational New Drug), categoria donde la organizacion

incluye esta terapia (7).

4.2.b Riesgos y consideraciones
Casadevall y Pirofski advierten de los riesgos del uso del CP como terapia y los
diferencian en tres categorias; (i) infeccion por transfusion, (ii) TRALI (transfusion
related acute injury / lesion pulmonar aguda producida por transfusion) y (iii) ADE
(Antibody-dependent enhancement / Potenciacion infecciosa dependiente de

anticuerpos) :

(i) Aungue se debe tener en cuenta, el uso de técnicas de prevencion
modernas como NAT o PRTs junto al correcto emparejamiento donante-paciente
con grupos sanguineos complementarios, hace que este riesgo sea poco
probable en comparacion a los restantes.

(i)  De forma mas especifica se debe considerar el desarrollo de TRALI. Esta,
aungue extrafia, es también muy seria y supone una severa complicacién. Una
posible explicacion es la presencia de anticuerpos frente al antigeno leucocitario
humano (HLA) o al antigeno neutréfilo humano (HNA) en el plasma del donante,
de forma que puede ser necesario un ensayo conveniente adicional previo.

(iii)  Frente a la situacion ideal en la que el sistema inmune, mediante la accién
de anticuerpos neutralizantes, bloquea la union entre la unidad viral (proteina S)
y la celular hospedadora (ACEZ2) ; se plantea la posibilidad teorica de una accion

-10-



contraproducente. La presencia de anticuerpos no neutralizantes que se unen al
virus pero no neutralizan su capacidad, puede desencadenar la union de la
regibn constante o invariable de estos (Fc) a receptores celulares (FcR /
receptores de complemento) facilitando la internalizacion celular del virion que,
en primera instancia; estos anticuerpos pretendian neutralizar. Este es uno de
los posibles mecanismos de accion dados para la explicacion de este fendbmeno.
El uso de CP como terapia propone la obtencién de preparaciones de plasma
con altos niveles de anticuerpos neutralizantes especificos frente al SARS-CoV-
2, por tanto; si se acepta como valido el mecanismo de accion expuesto, no es
demasiado probable el desarrollo de ADE. Adicionalmente, las evidencias
disponibles en los casos concretos de uso de CP en pacientes con MERS,
SARS-CoV-1 e incluso casos aislados en pacientes con COVID-19, sugieren
que, en este sentido; la terapia es segura (3,6). De forma similar lo hacen los
resultados obtenidos al analizar la incidencia de eventos adversos graves en
5000 pacientes hospitalizados por COVID-19 (8).

4.3. Estrategias parala obtencion de CP donante.
Existen diferentes consideraciones a la hora de validar como terapia el proceso
de obtencion del plasma y su posterior transfusion. Una buena estrategia para la
obtencién de donantes, junto al testeo mediante ensayos debidamente
aprobados de la capacidad neutralizante frente al SARS-Cov-2 del CP y la
elaboracion de programas de dosificacion y conservacion son puntos esenciales
para asegurar la eficacia y el buen funcionamiento del protocolo terapéutico, asi

como la seguridad de pacientes y donantes (4).

4.3.a Localizacion y reclutamiento de donantes.
De forma 6ptima, con el fin de evitar las complicaciones que puedan derivar de
la mutacion de algunos antigenos virales (situacion ya presente en el caso del
SARS-CoV-2) ,es ideal que los donantes pertenezcan a la misma zona que los
pacientes que reciben el tratamiento. La influencia constante de numerosos
factores diferentes hace que esta no sea la tesitura habitual, dando paso a
estrategias mas realistas. Una primera opcién puede ser el cribado general de la
sangre de la poblacion donante en busca de muestras que presenten

anticuerpos. No es demasiado rentable, pero en zonas con alta incidencia se
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puede obtener un nimero notable de donantes e incluso llevar a cabo estudios

de seroprevalencia.

El seguimiento de pacientes que han sido dados de alta, para la obtencién de
potenciales donantes; presenta una relacion coste-beneficio prometedora, no
obstante; la necesidad de hospitalizacion es indicativo de pacientes de edad
avanzada con presencia de comorbilidades mayoritariamente, un perfil

incompatible con la donacion (3).

Una alternativa a las dos anteriores, es la identificacion de donantes entre los
pacientes positivos que realizan la cuarentena en su domicilio. Por una parte,
cabe esperar un exitoso “reclutamiento” al presentar estos un cuadro leve o
medio de la enfermedad (no requieren hospitalizacion al permanecer en casa)
(3). Por otra parte, se espera que el titulo de anticuerpos en donantes con este
grado de desarrollo de la enfermedad no sea demasiado elevado atendiendo a

estudios precedentes con relacion a infecciones como el MERS (9).

La sensacion de urgencia consecuencia de la pandemia de la COVID-19, no
permite desechar ninguna estrategia y aunque el titulo de anticuerpos
neutralizantes sea menor de lo deseado en el dltimo caso comentado; es un
recurso mas hasta que se disponga de un suministro suficiente que permita
centrarse Unicamente en plasma de titulacion mayor. Con el fin de evitar que la
extraccion del plasma cause una anemia innecesaria en el donante, este es
obtenido de forma directa mediante aféresis. Gracias a esta técnica se consiguen
adicionalmente mayores volumenes de plasma que los disponibles en las

donaciones de sangre completa (3).

4.3.b Determinacién del titulo de anticuerpos neutralizantes en la
muestra.
La capacidad de bloqueo o neutralizacion del virus esta relacionada con la
cantidad de anticuerpos presentes frente a diferentes epitopos del virion.

Este parametro es evaluado mediante una prueba de neutralizacién por
reduccion de placas (PRNT), que requiere personal cualificado y lineas celulares
competentes para la replicacion. El tiempo empleado en la preparaciéon y

elaboracion de este ensayo es notable y las instalaciones que requiere son
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costosas de manera que en contextos de urgencia o de falta de los recursos, es

necesaria una alternativa a la PRNT.

Los resultados de un estudio respaldan la opcién del método ELISA (ensayo por
inmunoadsorcién con anticuerpos unidos a enzimas), en concreto el
Euroinmmun ELISA 1gG; como alternativa de uso en la deteccion del titulo de
anticuerpos neutralizantes frente al SARS-CoV-2. El 60% de las muestras con

titulos > 1:100 son detectadas con un 100% de especificidad (3).

Actualmente la FDA (Food and Drug Administration) recomienda un titulo de
anticuerpos neutralizantes en sangre >1:2880 (4)(10). Este criterio es el seguido
en estudios donde solo donantes con una titulacion >1:2880 de 1gG con afinidad
por la proteina spike del virion (SARS-CoV-2) determinada mediante MSH-

ELISA son incluidos en el proceso de donacién mediante plasmaféresis (11).

4.3.c Inactivacion viral de la muestra. Técnicas de reduccion de
patdégenos (PRTS).
El objetivo principal de estos métodos es la eliminacidon o reduccion de la
presencia de patdgenos de la muestra y asi evitar infecciones derivadas de la
transfusién en los pacientes que reciben el tratamiento. Supone un filtro de
seguridad adicional dada la situacion de incertidumbre y apuro asociada al

desarrollo de la pandemia actual.

No se considera suficiente el uso de test de &acidos nucleicos virales
convencionales (NAT) (i.e., NAT para el virus de la Hepatitis C, virus de la
Hepatitis B y HIV) para afianzar la seguridad del tratamiento, es necesario el uso
de NAT adicionales y las PRTs pertinentes.

Actualmente existen dos PRTs de gran eficacia en el tratamiento del plasma

donante. Ambos basan su mecanismo de accidn en la fotoinactivacion.

El método INTERCEPT (Cerus) utiliza la combinacion de Amotosalen bajo

radiacion UV A para intervenir en la replicacion de DNA o RNA (3,12).

De una forma similar actia el método Mirasol (Terumo BTC), introduciendo en la
muestra riboflavina en presencia de luz UV B (3,13). Ha demostrado gran eficacia
al disminuir en un 87% la infeccion de malaria asociada a la transfusion (14). En

el caso del Ebola, la carga viral presente en el plasma (o sangre completa ) se
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ve reducida a niveles inferiores a los limites de deteccion; manteniendo
paralelamente la concentracion de anticuerpos dentro de los margenes de
referencia. Es destacable la eficacia demostrada frente al MERS al tratarse de
un virus perteneciente a la misma familia que el SARS-CoV-2 (4). De forma
adicional, el método Mirasol es capaz de inactivar leucocitos residuales en la
muestra, lo que supone un medida de prevencion frente a posibles reacciones

no deseadas durante la transfusion en los pacientes (13).

Whol
Blood Plasma Platelets
1. The product is transferred to the
Mirasol illumination/storage bag

2. Riboflavin solution is added and mixed
with the product

3. The mixture is then exposed to UV light

Figura 3. Proceso de utilizacion del PRT Mirasol en la inactivacion de patdogenos
en diferentes productos sanguineos (13). Imagen tomada de la pagina web oficial
de Mirasol® Pathogen Reduction Technology, afio 2021.

El tratamiento con solvente/detergente y posterior filtracion es otro método a
considerar, no obstante; su uso esta direccionado en mayor medida a grandes
reservas de plasma. Aunque ha sido utilizado como PRT para tratar pequefas

cantidades , incluso dosis Unicas; no es una opcién de gran valor por el momento

3).
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4.3.d Productos finales.
La Figura 4 esquematiza las diferentes vias y procedimientos de obtencion de
CP, sangre completa del donante o 1VIg (Inmunoglobulina intravenosa).

{ patient

Convalescent
whole blood

@ Convalescent
plasma

()

In-hospital Plasma manufacturer plant

v
Stored Separation | | Single units S/D-F Plasma mini-pool Large plasma
unseparated (centrifugation or (2-4 units/pool) fractionations pool ‘
<24h at 20-24°C sedimentaton [ Y ¥ (4 liters) J
<24h [
Heat '
\ 1
Freezing Methylene | Riboflavin/ | Amatosalen/ S/D plasma
<18°C blue light uv uv (pharmaceutical-grade
(Theraflex®) | (Mirasol®) | (Intercept®) convalescent plasma)
/—/ IgG-enrichment
) (virus-inactivated
y~ fractionated IgG)
A Y Y l
Whole plood Pletma Plasms Intravenous or intramuscular 'hyperimmune Plasma
(IgG, viable (19G, CF. alb) (19G, alb) serum/immunoglobulins (HS) (19G, CF. alb)
platelets, CF, alb) = o (1gG) i

| | [ |

Figura 4. Esquema de los productos potenciales derivados del plasma y sangre
obtenidos de donantes y sus procedimientos. Imagen tomada del trabajo de

Focosi D. et al., afo 2020.

Con relacion al almacenamiento y obtencién de reservas o pools de CP, para su
posterior tratamiento y dosificacion; existen varios enfoques. Una primera
opcion, es el uso de las unidades individuales de CP obtenido del donante
mediante aféresis. La unidad de CP se somete a uno de los PRTs explicados y
se obtiene el producto para la transfusion. En segundo lugar, como alternativa a
pequefia escala; se puede considerar la elaboracién de mini-pools que rednan
cuatro litros de CP aproximadamente, para su posterior fraccionamiento en
unidades individuales. La obtencién de grandes pools de plasma requiere

instalaciones de caracter industrial alcanzando cantidades de entre 2000 y 4000
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litros. Como se ha indicado en el apartado anterior, para la inactivacién de
patogenos de las dosis fraccionadas procedentes de estos grandes pools de

plasma, se utiliza mayoritariamente un tratamiento solvente/detergente (3).

Como alternativa al plasma, se puede obtener suero hiperinmune o IVig
hiperinmune mediante un enriqguecimiento del plasma fraccionado.
Independientemente de la variedad de procedimientos de elaboracién por parte
de los fabricantes; el producto final consiste en un concentrado de IgG junto a

cantidades menores de IgA e IgM con una vida media de 21 dias (15).

Al ser considerada como una terapia en investigacion, no existe una demanda
suficiente para la creacion de programas de obtencion de CP frente a SARS-
CoV-2 a nivel industrial. Actualmente las unidades de plasma utilizadas son
suministradas por los servicios publicos locales u obtenidas y preparadas en el

mismo centro donde se lleva a cabo la dosificacion.

4.4. Terapiacon Cp en COVID-19.
4.4.a Evidencia cientifica de eficacia del uso de plasma en el
tratamiento de COVID-19.
Durante la pandemia de la COVID-19 se han ido desarrollando numerosos
ensayos clinicos con el fin de evaluar la eficacia y seguridad del uso de CP. A
pesar de la heterogeneidad de estos y la falta de recursos para generar una
consistencia suficiente en los resultados, hay suficiente informacion para valorar

los beneficios y conflictos mas importantes hasta la fecha.

RECOVERY es uno de los ensayos mas consistentes al respecto. Es un ensayo
aleatorio con grupo control y sin enmascaramiento o abierto (RCT ; randomized
clinical trial). Se realizdé en 177 hospitales del NHS (National Health Service /
Servicio Nacional de Salud) en Reino Unido. Tras un proceso de aleatorizacion
(1:1) del total de los pacientes reclutados (n=11558), a 5795 pacientes se les
asigné al grupo tratado con CP (grupo CP) y a los 5763 restantes al grupo control
(16). La mortalidad a los 28 dias desde la aleatorizacion fue el parametro
seleccionado con el fin de evaluar la eficacia de la terapia con CP. La Figura 5
presenta el porcentaje de mortalidad en ambos grupos (grupo control y grupo
CP) a lo largo de este periodo. Segun la gréfica, el porcentaje de mortalidad en
ambos grupos a los 28 dias es similar, 24% (rate ratio RR 1.0; 95% IC 0.93-1.07;
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p=0.95). Asimismo, en base a la Figura 6, los resultados obtenidos al analizar el
uso de CP en los subgrupos de pacientes elaborados segun caracteristicas
establecidas antes de la aleatorizacion (edad; sexo; etnia; dias desde aparicion
de sintomas; asistencia respiratoria; uso de corticoesteroides; test de presencia
de anticuerpos frente SARS-CoV-2), no mostraron una diferencia significativa

entre grupo control y grupo CP (RR 1.0 95%IC 0.93-1.07; p=0.95).

100 ]
F
304
25=
9
~ 20 -
2
£
5 157
=
10+
5 -
Rate ratio 1-00 (0-93-1-07); log-rank p=0-95
0+ l T 1 |
0 7 14 21 28
Nuriberat ik Days since randomisation
Convalescent plasma 5795 5152 4725 4484 4373
Usual care 5763 5215 4740 4472 4339

Figura 5. Representacion del porcentaje de pacientes fallecidos en el grupo CP
y grupo control frente a los dias desde la aleatorizacion. ElI nimero total de
pacientes durante el ensayo se muestra en la tabla de la parte inferior de la

imagen. Gréafica tomada del trabajo de Abani et al., afio 2021.
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Convalescent Usual care RR(95%C1)
plasma group group
Age, years (xi=0-4; p=053)
<70 534/3705 (14%) 545/3748 (15%) 1.00(0-89-113)
70-79 495/1310(38%) 494/1281 (39%) 099(0-87-113)
280 370/780 (47%) 369/734 (50%) 094(0-81-1.09)
Sex (x}=1:3; p=0-25)
Men 953/3643 (26%) 97213787 (26%) 1:03(0-95-113)
Women 446/2152 (21%) 436/1976 (22%) 0-94(0-82-1.07)
Ethnicity (xi=0-8; p=037)
White 1111/4493 (25%) 1129/4421 (26%) 097(0-90-1:06)
Black, Asian or minority ethnic 198/833 (24%) 199/887 (22%) 1.07(0-88-1:31)
Days since symptom onset (y2=3-4; p=0-06)
<7 606/2226 (27%) 660/2240 (29%) 0-92(0-82-1.03)
>7 790/3564 (22%) 74813522 (21%) 1.06(0.96-1.17)
Respiratory support received (x}=3'5; p=0.06)
No oxygen received 56/442 (13%) 69/455 (15%) —— 0-83(0:58-118)
Oxygen only 1185/5051(23%) 1194/4993 (24%) 0-99(0-91-1:07)
Invasive mechanical ventilation 158/302 (52%) 145/315 (46%) 119(0-95-1:50)
Use of corticosteroids (xi=27; p=0-10)
Yes 1314/5370 (24%) 1299/5311 (24%) 1.01(0-94-1:09)
No 741391 (19%) 100/413 (24%) ] 078(0:58-1.05)
Patient SARS-CoV-2 antibody test result (yi=14; p=0-23)
Positive 575/3078 (19%) 501/2810 (18%) 1:06 (0.94-119)
Negative 642/2016 (32%) 558/1660 (34%) 096 (0-85-1.07)
Not done 182/701(26%) 349/1293 (27%) 098 (0-82-1.17)
All participants 1399/5795 (24%) 1408/5763 (24%) 1.00(0-93-1.07
p=0-95

Figura 6. Forest plots donde se representa el efecto del CP en los subgrupos

diferenciados segun las caracteristicas especificas establecidas. Valores

menores a 1.0 favorecen al grupo CP y valores superiores a 1.0 favorecen al

grupo control. Figura tomada del trabajo de Abani et al., afio 2021.

Estos resultados siguen la linea de otros estudios desarrollados con el mismo

objetivo. Al realizar un metaandlisis (Figura 7) con otros 10 estudios aleatorios

gue incluian un total de 1495 pacientes, no se obtuvo una asociacion entre el
uso de CP y una reduccioén en la mortalidad (RR 0.77 95%IC 0.57-1.04; p=0.08).
Al incluir los datos de RECOVERY en el analisis, el valor obtenido para el RR
fue 0.98 (95% IC 0.91-1.06; p=0.63; Figura 7), confirmando la interpretacion de

los valores anteriores (16).
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Deaths/patients randomised (%) Observed minus expected deaths* Ratio of death rates)
RR (95% C1)

Convalescent plasma  Usval care (0-E) Var (0-E)

group group
AlQahtani et al (2020)’ 1/20(5%) 2/20(10%) -05 07 < » 0:50(0-05-5:06)
Bajpai et al (2020)" 3114 (21%) 115 (7%) 11 09 —_— ) 332(042-264)
Avendano-Solaet al (2020 0/38 4/43(9%) -19 1.0 <« 0-14(0-02-1:05)
Balcells et al (2020)' 5/28 (18%) 2/30(7%) 16 16 — e 2:82(059-135)
Gharbharan et al (2020)" 6/43 (14%) 11/43 (26%) -2.5 35 -— 048(017-1:39)
Lietal (2020)" 8/51(16%) 12/50 (24%) -21 40 -t 060 (0-22-1:58)
Ray et al (2020)" 10/40 (25%) 14/40 (35%) -2:0 43 ——1 062(0:24-1.62)
0'Donnell et al (2021) 19/150 (13%) (18/73) %21 (25%) -59 6-8 « - 042 (020-0-89)
Simonovich et al (2021) 25/228 (11%) (12/105) x21 (11%) -03 71 ——— 095 (0-46-1.99)
Agarwal et al (2020)" 34/235 (14%) 31/229 (14%) 11 140 —_— 1.08 (0-64-1.82)
Subtotal: 10 trials 111/847 (13%) 137/826 (17%) -114 438 <> 077 (057-1.04)
RECOVERY 1399/5795 (24%) 1408/5763 (24%) -18 6927 1:00(0-93-1.07)
Alltrials 1510/6642 (23%) 1545/6589 (23%) -132 7365 098 (0.91-1.06)

p=063
f T 1 T |
025 05§ 1 2 4
+— —>
Favours convalescent plasma Favours usual care

Figura 7. Forest plots del metaanalisis realizado incluyendo otros diez ensayos
realizados durante 2020 y 2021. Figura tomada del trabajo de Abani et al., afio
2021.

La informacién que facilita este estudio con relacién a la efectividad del uso de
CP en pacientes de COVID-19 es bastante robusta teniendo en cuenta que se
trata del ensayo aleatorio de mayor volumen hasta la fecha. Existen algunos
factores de gran influencia en la eficacia de esta terapia y se deben considerar a
la hora de desarrollar el ensayo e interpretar los resultados de este. La titulacion
de anticuerpos neutralizantes frente al SARS-CoV-2 en la dosis de CP se ha
sugerido como uno de los elementos determinantes para la obtencién de
resultados beneficiosos (17). Con relacion a esta consideracion, en RECOVERY,
todas las unidades de CP utilizadas durante el ensayo fueron suministradas por
los UK National Blood Services siguiendo los protocolos pertinentes. Se utilizd
EUROIMMUN ELISA para el cribado de plasma donante valido para su uso en
el ensayo (un valor de 6.0 en la prueba fue el criterio de seleccion, mientras que
la FDA considera una titulacién elevada valores por encima de 3.5) y se
administré a los pacientes del grupo CP dosis de diferentes donantes, para
asegurar que al menos una de las unidades tuviese un titulo de anticuerpos

neutralizantes elevado (16).
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El subgrupo de pacientes que recibio la primera dosis de CP en los primeros
siete dias desde la aparicion de los sintomas no presentd una diferencia
significativa en la mortalidad al compararlo con los pacientes que recibieron la
primera dosis pasada la primera semana (RR 0.92 IC 95% 0.82-1.03; Figura 6).
No obstante, RECOVERY solo incluye pacientes hospitalizados, de forma que
no puede desechar la posibilidad de que la transfusion de CP dentro de un
periodo cercano a la infeccién por SARS-CoV-2 y anterior a la aparicion de los
primeros sintomas pueda ser beneficiosa. Esta opcion todavia no ha sido
estudiada de forma consistente. Existen ensayos al respecto que sugieren una
reduccion en la progresion de la enfermedad a un sindrome respiratorio grave
en un 48% cuando la transfusion se realiza en las primeras 72 horas desde la

aparicion de los primeros sintomas (18).

En un segundo metaandlisis se seleccionaron 30 ensayos. De estos 10 eran
RCTs y 20 eran MCS (Matched control study). Como muestra la Figura 8, al
analizar los 10 RCTs no se encontré una asociacion significativa entre una
reduccion en la mortalidad y los pacientes que recibieron el tratamiento con CP
(odds ratio OR 0.76 IC 95% 0.54-1.09). No obstante, en el estudio de Agarwal et
al.; los pacientes recibieron dosis de plasma con una titulacion baja de
anticuerpos neutralizantes e incluso indetectable (<1:80). Como se ha
mencionado anteriormente, la titulacion del CP ha demostrado ser un factor
determinante. Al excluir el ensayo de Agarwal et al. del analisis, el valor de OR
fue 0.65 (0.43-0.98 IC 95%, Figura 8). Tras este ajuste, la diferencia en la
mortalidad entre ambos grupos de pacientes es significativa y respalda los
ensayos que destacan la importancia de un titulo elevado de anticuerpos

neutralizantes en la dosis de CP.

Al analizar los datos de los 20 MSC se observé una mortalidad menor en el grupo
de pacientes tratados con CP frente a los pacientes no tratados, siendo un 21%
frente a un 29% respectivamente (OR 0.57 IC 95% 0.45-0.72, Figura 8).
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Figura 8. Efecto de CP en la mortalidad de pacientes con COVID-19. El Forest
plots ilustra el OR (IC 95%) de cada estudio y el OR total para cada grupo de
ensayos ( RCTs y MCS). Los datos de RCTs se presentan en azul mientras que
los de MCS se presentan en naranja. El peso o influencia de cada estudio se
indica en la columna de porcentajes. Valores menores a 1.00 favorecen a la
terapia con CP, valores superiores a 1.00 favorecen a terapias alternativas. La
ultima linea presenta la sintesis de la informacién total con exclusién del estudio

de Agarwal et al. (overall). Forest plots tomado de Klassen et al., afio 2021.

Los pacientes que recibieron la transfusion de CP presentaron una menor
mortalidad cuando se realizé el analisis de ambos tipos de estudios
conjuntamente, en concreto una reduccion del 42 % (OR 0.58 IC 95%; 0.47-0.71,
Figura 8). El desarrollo de metaanalisis que combinen RCTs y MCS con un
mismo objeto de analisis se recomienda con el fin de aclarar cuestiones que este
tipo de estudios no puedan resolver de forma individual (19). No obstante, es
interesante comparar Unicamente los resultados obtenidos en el metaandlisis de
los RCTs con la informacion que aporta RECOVERY puesto que siguen la misma
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linea de interpretacidn: no existe una asociacion significativa entre el uso de CP
y una reduccion en los registros de mortalidad de pacientes por COVID-19. Es
preciso destacar que la heterogeneidad (I?) del metaanalisis especifico de los

RCTs es baja (I2= 7%) e indica robustez en los resultados de la sintesis (20).

4.4.b Terapia con CP frente a tratamientos farmacoldgicos
alternativos.
De forma paralela a la exploracion del uso de plasma en el tratamiento de la
COVID-19, existen otras lineas de trabajo e investigacion que buscan definir una
terapia efectiva entre las presentes estrategias farmacoldgicas. Por esta razon,
una comparacion precisa de las potenciales posibilidades terapéuticas puede
aportar informacion de gran valor y guiar a la comunidad cientifica hacia la

solucién de este dilema.

F.De Crescenzo et al. realizaron una comparacion mixta de tratamientos en
forma de metaanalisis en red (Network Meta-analisys) donde incluyeron 42
estudios. Cada una de las terapias fue analizada con respecto al parametro de
la mortalidad. De igual forma, en términos de seguridad (efectos adversos; AES)
se analizaron 30 estudios. Tras la sintesis de toda la informacién se realizé una
comparativa de las terapias en base a los RR (rate risk) obtenidos del analisis de
los parametros mencionados (21) . La Tabla 1 resume la informacion extraida de
la comparativa inicial con relacion a los tratamientos mas representativos (i.e.;
remdesivir, hidroxicloroquina, lopinavir/ritonavir, corticoesteroides y plasma)
(21). En esta comparacion (Tabla 1) se incluyen los resultados relacionados a
los pacientes tratados con placebo o standard of care / SC (servicios clinicos
asistenciales bésicos estandarizados en relacion con la patologia, un ejemplo en

el caso de la COVID-19 es la respiracion asistida).

Con relacion a la mortalidad, solo los corticoesteroides mostraron una reduccion
significativa al compararlos con el placebo o standard care (RR 0.90 IC 95%
0.83-0.97; Tabla 1) y el tratamiento con hidroxicloroquina (RR 0.83 IC 95% 0.74-
0.84; Tabla 1). El tratamiento con plasma mostré resultados desfavorables
significativos en la asociacién con la presencia de efectos adversos (AEs) al
compararlo con el tratamiento con remdesivir (1.74 IC 95% 1.06-2.87; Tabla 1) y

la terapia de combinacion de lopinavir/ritonavir (0.49 IC 95% 0.25-0.95; Tabla 1).
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EFECTOS ADVERSOS (RR)

Standard

0.75 1.30 0.63 1.10 0.93
Carel

(0.63-0.89) (0.82-2.08) (0.39-1.03) (0.67-1.79) (0.37-2.32)
placebo
1.07 1.74 0.85 1.47 1.25

Remdesivir
(0.94-1.22) (1.06-2.87) (0.50-1.42) (0.87-2.46) (0.49-3.16)
1.07 1.00 0.49 0.94 0.72

Plasma
(0.8-1.42) (0.73-1.36) (0.25-0.95) (0.46-1.90) (0.26-1.99)
0.99 0.92 0.92 1.73 1.48
Lopinavir/Ritonavir
(0.90-1.08) | (0.78-1.09) (0.69-1.24) (0.87-2.24) (0.52-4.15)
0.93 0.87 0.87 0.95 Hidroxicloro- 0.85
(0.85-1.02) | (0.74-1.02) (0.65-1.18) (0.83-1.08) guina (0.30-2.39)
0.90 1.04 1.04 1.13 0.83 ) .
Corticoesteroides
(0.83-0.97) | (0.89-1.21) (0.78-1.40) (1.00-1.46) (0.74-0.84)
MORTALIDAD (RR)

Tabla 1. RRs obtenidos del Metaanalisis en red con relacidén a los parametros:
mortalidad (azul) y AEs (naranja). Las terapias siguen un orden alfabético y se
presentan en verde. La comparacion se debe hacer de izquierda a derecha. Los
valores de RR de las intersecciones entre terapias siguen la siguiente
interpretacion: RRs (mortalidad) > 1.00 favorecen a la terapia que define la
columna; RRs (AEs) > 1.00 favorecen a la terapia que define la fila. Modificado
a partir de F.De Crescenzo et al., afio 2021.

En una sintesis adicional (Figura 9), se analizé el efecto de varias terapias en el
parametro de mortalidad segun el cuadro de COVID-19 que cursaron los
pacientes de los estudios incluidos (Leve-Medio/Mild to moderate; Grave/Severe;
Critico/Critical ). En base a los datos presentados en la Figura 9 , el uso de
plasma no se muestra favorable en ninguna de los casos clinicos (RR 1.01 IC
95% 0.65-1.56 / RR 0.98 IC 95% 0.66-1.46 ) mientras que los corticoesteroides
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y el remdesivir se sugieren como opciones efectivas para pacientes que cursen
un curso grave de COVID-19 (RR 1.13 IC 95% 1.01-1.27; corticoesteroides / RR
1.18 IC 95% 1.01-1.38; remdesivir).

Mild to Moderate Severe Critical
Treatment RR (95% CI) RR (95% C1) RR (95% CI)
Corticosteroids 4 0.79 (0.62, 1.00) ——  113(1.01,1.27) i 1.28 (1.05,1.58)
Hydroxychloroquineg  —ad— 0.88(0.67,1.17) —at 0.94 (0.84, 1.06) et 0.92(0.72, 1.18)
Interferon B 1-a e 128(057,2.89) —— 0.920.75,1.12) e 0.78 [0.53, 1.15)
Lopinavir/Ritonavir  —- 0.83 {0.65, 1.06) RS 1.02(0.92, 1.14) . 057 (0.71, 1.31)
Plasma —r— 1.01 {0.65, 1.56) —_— 0.98 (0.66, 1.46) NA
Remdesivir et 140 (0.77, 2.90) —— 118(1.01 138) e 0.79(0.57, 1.09)
Tocilizumab NA ——  0.91(0.65, 1.28) NA
=T 1 T | T | —
05 1 15 05 1 15 05 1 15
Favours qum mtreatmem Favours I{mn meatment Favours SCFMO Fm treatment

Figura 9. El Forest plots representa los resultados en el metaanalisis de la
eficacia del tratamiento segun la gravedad del cuadro de COVID-19. Valores
para RR>1 favorecen a la terapia y valores para RR<1 favorecen el placebo o
SC. Figura tomada del trabajo de De Crescenzo et al., afio 2021.
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5. CONCLUSIONES:

1) El uso de plasma convaleciente (CP) y antisueros es un tratamiento basado
en la inmunidad pasiva y su eficacia depende de factores como la dosis, el titulo
de anticuerpos neutralizantes especificos en la muestra, las manifestaciones
clinicas de la patologia en el paciente o el momento de administracion.

2) Existen precedentes histéricos del uso de esta terapia en enfermedades
producidas por la infeccion de virus como el virus del Ebola, MERS 0 SARS-1,
gue incitan al estudio de su eficacia en nuevas patologias como la COVID-19.
3) Con relacion a la localizacién y seleccion de donantes. Se requiere un
resultado positivo en un ensayo de deteccion de anticuerpos especificos frente
al SARS-CoV-2 y un titulo de anticuerpos elevado utilizando como referencia los
ensayos aceptados por las autoridades competentes. Una sintomatologia grave
de la COVID-19 y la hospitalizacion se asocia a un mayor titulo de anticuerpos
en plasma, pero a su vez presenta una mayor incompatibilidad para la donacién
de productos sanguineos.

4) Hasta que no se trate de una terapia aprobada por las autoridades
competentes como la FDA o EMA, la obtencion de las dosis de plasma se
seguird realizando a pequefia escala ya que; los desafios logisticos que
presenta la producciéon industrial requieren demasiados recursos (volumen
economico, personal cualificado, etc.) que actualmente estan destinados al resto
de servicios de salud prioritarios para poner fin a la pandemia.

5) No existe suficiente evidencia cientifica para asegurar que el uso de CP en
pacientes de COVID-19 sea eficaz y son necesarios mas ensayos clinicos de
calidad al respecto.

6) No esta descartada la posibilidad de que la administracion de CP durante los
primeros dias después de la infeccién este asociada a una reduccion en la
gravedad de la sintomatologia y en la tasa de mortalidad.

7) El titulo de anticuerpos de las unidades de plasma utilizadas es un factor
esencial para la obtencion de resultados favorables significativos.

8) Existen otros tratamientos en investigacion frente a la COVID-19 con mejores
datos en eficacia y seguridad (presencia de efectos adversos) en comparacion
al uso de CP, que pueden dejar al tratamiento con plasma y antisueros en un
plano secundario al que recurrir en situaciones de emergencia de forma

experimental, como ha sucedido con la pandemia de la COVID-19.
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