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Listado de abreviaturas

A continuacion, se detalla la lista de acronimos y abreviaturas, por orden alfabético, usados
en el presente estudio de investigacion.

ACE Enzima convertidora de angiotensina

ACE2 Enzima convertidora de angiotensina tipo 2

ADAM-17 Disintegrin and metalloproteinase-17

ADN Acido desoxirribonucleico
ALT Alanina aminotransferasa
ALP Fosfatasa alcalina

Ang Angiotensindgeno

Ang-1 Angiotensina I

Ang-II Angiotensina II

Ang-(1-5) Angiotensina-(1-5)
Ang-(1-7) Angiotensina-(1-7)

Ang-(1-9) Angiotensina-(1-9)

ARAITI Antagonista de los receptores de angiotensina-II
AST Aspartato aminotransferasa

ATR Receptor angiotensina-II tipo 1

AT2R Receptor angiotensina-II tipo 2

AUC Area under the curve

CH Central hélix

Crea Creatinina

ColT Colesterol total

COVID-19 Coronavirus disease 19

CTD1 C-terminal domain 1



CTD2

cv

DD

DIS

DM

DM2

ECMO

ECV

EHC

EPOC

ERC

FIB

FUM

FP

FPPR

GDF-15

GGT

Glc

Hb

Hem

HR1

HR2

HTA

HCoV

IC

ICs

C-terminal domain 2
Validacion cruzada

Dimero D

Dislipemia

Diabetes mellitus

Diabetes mellitus tipo 2
Extracorporeal membrane oxygen
Enfermedad cardiovascular
Enfermedad hepatica cronica
Enfermedad pulmonar obstructiva cronica
Enfermedad renal crénica
Fibrinégeno

Fumador

Fusion peptide

Fusion-peptide proximal region
Factor 15 de crecimiento/diferenciacion
Gamma-glutamiltransferasa
Glucosa

Hemoglobina

Recuento de hematies
Heptad repeat 1

Heptad repeat 2

Hipertension arterial

Human coronavirus
Insuficiencia cardiaca

Intervalos de confianza




IECA
IL-6
IMC
INR
IQR
IRA
IRC
Leucos
Linfos
MAPK
MAS
MNP
MERS-CoV
mRNA
ND
NTD
NSPs
OBE
OMS
ORF

PLPIO

ppla
pplb
p50

PCR

PA

Inhibidores de la enzima convertidora de angiotensina
Interleucina-6

Indice de masa corporal

Ratio internacional normalizado
Rango interquartilico
Insuficiencia renal aguda
Insuficiencia renal cronica
Recuento de leucocitos
Recuento de linfocitos
Mitogen-activated protein kinases
Mitochondrial assembly

Main protease

Middle east respiratory syndrome
Messenger ribonucleic acid

No datos

N-terminal domain

Proteinas no estructurales
Obesidad

Organizacion mundial de la salud
Open reading frames

Papain-like protease

Poliproteina 1a

Poliproteina 1b

Percentil 50

Proteina C reactiva

Presion arterial




PAM
PLT
POL

PS

qPCR
RBD
RBM
RdRP
rthsACE2
ROC
RT-PCR
S1/82
sACE2
SARS-CoV
SARS-CoV-2
SCA
SDRA
SRAA
sFlt-1
SLC
SNP
ssRNA
TFG

TG
TGF-8

™

Presion arterial media

Recuento de plaquetas
Polimorfismo

Presion sanguinea

Quantitative polymerase chain reaction
Receptor binding domain

Receptor binding motif
RNA-dependent RNA polymerase
Recombinant human sACE2
Receiver operating characteristics
Reverse transcription polymerase chain reaction

Furin-clevage site

Forma soluble de la enzima convertidora de angiotensina tipo 2

Severe acute respiratory syndrome coronavirus
Severe acute respiratory syndrome coronavirus 2
Sindrome coronario agudo

Sindrome de diestrés respiratorio agudo
Sistema renina angiotensina aldosterona
Forma soluble de Fs-like tyrosine kinase-1
Sindrome por liberacién de citoquinas
Single-nucleotide polymorphism

Single- stranded ribonucleic acid

Tasa de filtracion glomerular
Triglicéridos

Transforming growth factor beta

Transmembrane anchor




TMPRSS2

TNF

TP

TTPA

VPN

VPP

ucCl

VEGF

WES

Transmembrane protease serine 2

Tumor necrosis factor

Tiempo de protrombina

Tiempo de tromboplastina parcial activado
Valor predictivo negativo

Valor predictivo positivo

Unidad de cuidados intensivos

Vascular endothelial growth factor

Whole-excome sequencing
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1. Introduccion

1.1. Coronavirus humanos y SARS-CoV-2
La enfermedad Coronavirus Disease 2019 (COVID-19) es causada por el virus Severe Acute

Syndrome Coronavirus 2 (SARS-CoV-2), cuya infeccion fue declarada pandemia el 11 de marzo
de 2020 por la Organizacion Mundial de la Salud (OMS)(1). Los coronavirus tienen la
capacidad de adaptarse a una amplia gama de hospedadores debido a la alta tasa de

recombinacién y mutaciones que dan lugar a una gran variedad de especies(2).

De manera sencilla puede decirse que los coronavirus pertenecen al orden Nidovirales, familia
Coronaviridae, subfamilia Orthocornaviridae; dentro de esta subfamilia existen cuatro géneros
(Abphacoronavirus, Betacoronavirus, Gammacoronavirus 'y Deltacoronavirus) que pueden verse
representados de forma esquematica en la figura 1(3). Esta descripcién taxondmica es una
simplificacién de la compleja clasificacion de los virus, que puede ser consultada en la
International Commitee on Taxonomy of Viruses. Los alfacoronavirus y los betacoronovirus son
los unicos géneros que infectan a mamiferos, los gammacoronovirus y deltacoronavirus

infectan principalmente a pajaros, pero algunos de ellos pueden infectar a mamiferos(2,4,5).

Actualmente, se conocen siete tipos de coronavirus que pueden causar infeccién en humanos
son los Human Coronavirns (HCoV). Cuatro de ellos causan infecciones respiratorias leves,
son el HCoV-229E, HCoV-OC43, HCoV-NL63 y HCoV-HKU1(6,7). Los tres restantes son
los coronavirus responsables del Severe Acute Syndrome Coronavirns (SARS-CoV), el Middle East
Respiratory Syndrome (MERS-CoV) y el SARS-CoV-2 que tienen como origen hospedadores
animales que han transmitido la infeccién a los humanos, estas zoonosis han causado

epidemias respiratorias con miles de casos y decenas de muertes(3).

El SARS-CoV (2002) seguido del MERS-CoV (2012) fueron los dos primeros coronavirus
altamente patogénicos para los humanos de propagacion mundial en el siglo XXI. Respecto
al SARS-CoV, cuyo origen fue en China, se han registrado un total de 8096 casos en 27 paises
diferentes y con una mortalidad cercana al 10%. Aunque, los dltimos casos se reportaron a
finales del afio 2003, desde entonces, se ha registrado que virus similares al SARS-CoV en
murciélagos pueden infectar células humanas, lo que indica que este virus podria volver a
emerger si volviese a estar en contacto con huéspedes que puedan acceder a seres humanos,

como por ejemplo animales salvajes enjaulados en mercados, principalmente civetas, como

asi ha ocurrido con el SARS-CoV(6,8).
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Diez afios después del SARS-CoV, se detectd en Arabia Saudi el primer caso de MERS-CoV.
Segun la OMS se han confirmado 2600 casos con una mortalidad sumamente elevada,
entorno al 35%(6,9), la tasa de deteccion disminuy6 con la llegada del SARS-CoV-2; y aunque
las medidas sanitarias y restrictivas impuestas con la llegada de la COVID-19 hayan
contribuido a la disminucién de la transmision del MERS-CoV entre personas, la transmision
entre dromedarios y camellos es improbable que haya disminuido. Por ello, en la actualidad,
sigue habiendo riesgo de transmisién zoondtica del MERS-CoV, considerandose un virus
activo(8,10). Por otro lado, tanto SARS-CoV como MERS-CoV se han originado a partir de
murciélagos que infectan a otras especies animales que estan en contacto mas estrecho con

humanos (civetas y dromedarios, respectivamente), como ha ocurrido con la especie que nos

ocupa, el SARS-CoV-2(11).
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Figura 1. Representacion de los géneros de la subfamilia Orthocoronaviridae. Aparecen representados los
Althacoronavirus (Alftha-CoV) y Betacoronavirus (Beta-CoV) que contienen especies que infectan a
humanos (HCoV-229E, HCoV-0OC43, HCoV-NL63, HCoV-HKU1, MERS-CoV, SARS-CoV y SARS-

CoV-2) Deltacoronavirus (Delta-CoV) y Gammacoronavirus (Gamma-CoV). Imagen adaptada del articulo
de Wang et al(3).
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Los coronavirus son virus envueltos y esféricos con un tamafio entre 100-160 nm de
diametro. Su genoma es de ARN de una sola cadena (single-stranded ribonuclezc acid - ssSRNA)
con sentido positivo, es decir de 5’ a 3°, por lo que puede actuar como un ARN mensajero
(messenger ribonuclezc acid - mRNA), con un tamafo entre 27-32 kb. Desde 5°, dos tercios del
genoma codifica para dos poliproteinas no estructurales: 1a (ppla) y 1b (pplb). Estas, daran
lugar a las proteasas virales implicadas en la replicaciéon y la transcripcion viral. El otro tercio
del genoma, codifica para cuatro glicoproteinas estructurales: la proteina spike (S), la proteina
de membrana (M), la proteina de la envuelta (E) y la proteina de la nucleocapside (N) y otros
genes accesorios implicados en la replicacion viral y que son especificos de cada especie. Se
caracterizan por una elevada recombinacién genética y altas tasas de mutacion, lo que da
lugar a su elevada diversidad ecolégica en cuanto a hospedadores(2,12). En la figura 2 puede

observarse una representacion esquematica de la estructura de los coronavirus.

ppla pplb S EM N

Figura 2. Representacion de la particula viral (parte superior) y del genoma (parte inferior) de los coronavirus
humanos. Las proteinas spike (S), envuelta (E), membrana (M) y nucleocapside (N) son propias de cada

especie de coronavirus. Imagen adaptada del articulo de Cui et al(2).

El agente causal de la COVID-19, SARS-CoV-2, comparte con SARS-CoV un 80% de
similitud en su secuencia de ssRNA genémico, como peculiaridad, cabe destacar que ambos
virus tienen el mismo receptor en humanos, la enzima convertidora de angiotensina tipo 1I
(ACE2), en los siguientes apartados se discutira sobre las implicaciones de este receptor en

la enfermedad(13). En la figura 3 podemos observar el genoma del SARS-CoV-2 de forma
detallada.
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Figura 3. Representacion del genoma de SARS-CoV-2, los dominios funcionales aparecen representados como
rectangulos. La primera parte del genoma codifica para proteinas no estructurales a partir de dos poliproteinas
(ppla y pplb) dando lugar a 16 proteinas no estructurales (NSPs). En la segunda parte del genoma se
encuentran las cuatro proteinas estructurales (S, E, M y N) y entre ellas estin codificadas diferentes

proteinas accesorias (3a, 3b, 6, 7a, 7b, 8, 9b, 9c y 10). Imagen adaptada del articulo de Yang et al(14).

El genoma de SARS-CoV-2 tiene un tamano de casi 30 kb, contiene 14 marcos de lectura
abiertos (gpen reading frames - ORFs) y codifica para 29 proteinas virales. Aproximadamente,
dos tercios del genoma (si miramos la figura 3 desde 5’UTR) codifica para dos poliproteinas:
lay 1b (pplay pplb). Las pplay pplb son escindidas por dos proteinas virales codificadas
dentro de las 16 proteinas no estructurales (NSPs), esenciales para la replicaciéon y
transcripcion viral, entre las que se encuentran dos proteasas wain protease (MP™), papain-like
protease (PLF) y la RNA-dependet RNA polymerase (RARP)(14). Cuatro ORFs hacia 3’UTR del
genoma viral codifica para las proteinas estructurales que incluyen: la proteina de la
nucleocapside (N), proteina spike (S), proteina de membrana (M) y proteina de la envuelta
(E). Estas proteinas son responsables del ensamblaje del viridén y también participan en la
supresion de la respuesta inmunitaria. En la figura 4 se puede observar un modelo de la
distribucién de las proteinas estructurales, de su receptor la ACE2 y su correceptor la
Transmembrane Protease Serine 2 (TMPRSS2), cuyas funciones e interacciones con SARS-CoV-
2 se explicaran en los siguientes apartados(14,15). Por otro lado, el genoma contiene una
serie de genes que codifican para proteinas accesorias (3a, 3b, 6, 7a, 7b, 8, 9b, 9c y 10) que se

localizan entre los genes de las proteinas estructurales(14).
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Figura 4. Representacion esquematica del SARS-CoV-2 y las proteinas implicadas en la entrada del virus a la
célula. En la izquierda se observa una imagen tridimensional del virus y sus proteinas de superficie:

, membrana (M) y spike (S). En la derecha se puede ver la proteina de la nucleocapside (IN) asociada al
ssRINA de cadena simple; ademas se observa las dos subunidades (S1y S2) de la proteina spike y su interaccion
con la enzima convertidora de angiotensina tipo 2 (ACE2), posterior a esta union se produce la interaccion

con la transmembrane protease serine 2 (TMPRSS2). Imagen adaptada del articulo de Kumar et al(15).

1.2. Sistema Renina-Angiotensina-Aldosterona y ACE2

El Sistema Renina Angiotensina Aldosterona (SRAA) es el regulador principal del volumen
plasmatico y su funcién es la de mantener la homeostasis cardiovascular e hidroelectrolitica,
esencial para hacer frente a la hipotension y a la pérdida hidrosalina. Debido a ello, su
desregulacién tiene implicacion en el desarrollo de enfermedades cardiovasculares(16). La
activacion de la via principal de este sistema comienza en el aparato yuxtaglomerular con la
liberacién de renina a partir de su precursor prorenina, como consecuencia de reflejos sobre

los barorreceptores, estimulos 3-adrenérgicos o moleculares sobre la macula densa(17).

La renina escinde el angiotensinégeno (Ang), sintetizado en el higado, en angiotensina I
(Ang-1)(17). Este decapéptido, se escinde a su vez en un octapéptido, la angiotensina I (Ang-
II), gracias a la enzima convertidora de angiotensina (ACE) sintetizada mayoritariamente en
células endoteliales de pulmoén. La Ang-11 ejerce sus efectos sobre el receptor de angiotensina
IT tipo 1 (ATR), induciendo a la vasoconstriccion sistémica y a eventos proliferativos. Entre

sus funciones esta la liberacién de la aldosterona desde la corteza adrenal para promover la
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retencion de agua y sodio. En cambio, la unién al receptor de angiotensina II tipo 2 (AT:R)
se producen los fenémenos contrarios, los de vasodilatacion y antiproliferativos(18). Aunque
esta es la via “clasica” o principal, se ha puesto en evidencia que existen otras vias locales del
SRAA que serfan independientes a la principal, una de estas vias “no clasicas” es la llevada a
cabo a través de ACE2(19,20). En la figura 5 se puede observarse un esquema resumido del

SRAA y como el ACE2 actia para mantener el equilibrio de este sistema.

Sistema Renina-Angiotensina-Aldosterona

( Angiotensinégeno ]

\ 4
( Angiotensina | J— =

ACE

Y Y

( Angiotensina I )—" Ang 1-7 Y Ang 1-5

Y

4
Receptor Receptor Receptor
AT2 AT1 MAS
Vasoconstrictor A Vasodilatador

Proinflamatorio Antiproliferativo
Profibrético Antiinflamatorio
Protrombético Antifibrotico
Arritmogénico Antitrombético

Figura 5. Representacién del SRAA. En la parte izquierda de la imagen se observa la via clasica de este sistema
y como la Ang-II induce a efectos vasoconstrictores, proiinflamatorios, profibréticos, protrombéticos y
arritmogénicos a través de AT1R. En la parte derecha se observar la via no clasica, llevada a cabo por el
receptor MAS, que induce a efectos vasodilatadores, antiproliferativos, antiinflamatorios, antifibréticos y
antitromboticos. ACE: Enzima Convertidora de Angiotensina; ACE2: Enzima Convertidora de Angiotensina
tipo 2; Ang-1-9: Angiotensina-(1-9); Ang-1-7: Angiotensina-(1-7); Ang-1-5: Angiotensina-(1-5); AT|R: receptor
de angiotensina-II tipo 1. Imagen adaptada de Haug et al(21).

17



El descubrimiento de ACE2 permitié conocer un sistema “no clasico” del SRAA, que
permitirfa actuar sobre la Ang-II como un mecanismo regulador. La angiotensina-(1-7) (Ang-
(1-7)) se produce mediante la escisiéon de la Ang-II llevada a cabo por ACE2(22). Ademas, la
ACE2 también escinde la Ang-I en angiotensina-(1-9) (Ang-(1-9)). La Ang-(1-9) puede
transformarse de forma secundaria en Ang-(1-7) por la acciéon de ACE. El papel fundamental
de esta via “no clasica” serfa llevada a cabo por la Ang-(1-7) y su capacidad para unirse a los
receptores transmembrana acoplados a proteina G tipo mitochondrial assembly (MAS). Esta
unién induce a acciones vasodilatadoras, antiinflamatorias y cardioprotectoras mediadas por
oxido nitrico, que limitan el efecto vasoconstrictor de la Ang-11(23,24). La Ang-(1-7)

finalmente sera degradada a angiotensina-(1-5) (Ang-(1-5)) por ACE(21).

En la enfermedad cardiovascular (ECV), el SRAA suele estar desregulado, ejerciendo la
mayoria de sus efectos patoldgicos mediante la Ang-1I. Por el contrario, la ACE2 y sus
productos, la Ang-(1-7) y la Ang-(1-9)) forman la rama reguladora del SRAA, y tiene efectos

protectores a nivel pulmonar (antifibrético) y cardiovascular (vasodilatador) (25-27).

El SRAA se encontraria ligado a la respuesta del organismo frente a la infecciéon por SARS-
CoV-2 a través del su receptor, ACE2, pudiendo provocar la desregulacion del mismo a nivel
pulmonar y sistémico. En la revision de Gheblawi et al.(28), se indica que la activacién de
SRAA debido a la unién de SARS-CoV-2, ocasiona de forma directa la pérdida de ACE2
para regular este sistema y esta pérdida también se produciria de forma indirecta, ocasionada

por las manifestaciones sistémicas de la COVID-19.

1.3. Relacion entre el virus SARS-CoV-2 y la ACE2
La ACE2 ha sido propuesta como receptor celular del SARS-CoV-2. Esta carboxipeptidasa

se expresa de forma ubicua por todo el organismo: en células del intestino, del pancreas, del
1ifién, del tejido adiposo, del pulmoén, del corazén, de los vasos sanguineos, de los testiculos,
de la placenta, entre otros; esto ha sido confirmado mediante técnicas de
inmunohistoquimica e inmunoblot en tejido(28—-31). Entre sus funciones destaca el ser parte
del SRAA actuando como contraregulador de la ACE. Como se destacd en el apartado
anterior, la ACE2 actuarfa como un limitador de la activacién continuada del SRAA por la

ACE.



La ACE2 es el receptor de los virus SARS-CoV y el SARS-CoV-2 es esencial para que se
produzca la entrada del virus en las células; asi lo han demostrado estudios z vitro e in vivo
como el de Kuba et al.(32) para el SARS-CoV, en el que utilizaba &nockout mice y cultivos de
células humanas y en el estudio de Hoffmann et al.(33) para el SARS-CoV-2, también en
células humanas. Estos hallazgos fueron confirmados por estudios genéticos en los que
utilizaban células humanas de diferentes 6rganos y ratones mutantes para ACEZ2, estos
experimentos dedujeron que la ACE2 es el receptor esencial para SARS-CoV-2 en

infecciones tanto z vitro como in vivo(34).

Para la entrada del virus a la célula también se requiere de una proteina adicional en la célula
hospedadora, considerada como correceptor es la  Transmembrane Protease Serine 2
(TMPRSS2)(35). La TMPRSS2 es una serina proteasa que ayuda en la escision de la proteina
spike para la fusion y entrada del virus, tanto en SARS-CoV como en SARS-CoV-2(33). Al
igual que ACE2, TMPRSS2 tiene una expresion ubicua en el organismo, se expresa en la
prostata, tejido mamario, conducto biliar, rindn, colon, intestino delgado, pancreas, ovario,
glandula salival, estémago, pulmén, ademas de todo el tracto aerodigestivo(36,37). El gen
TMPRSS2 es activado en presencia de androgenos, esto ha sido demostrado en células de
cancer de prostata en la que su presencia esta aumentada cuando estas son dependientes de
andrégenos, ademas la fusién de los genes TMPRSS2-ETS genera un oncogén visto en

aproximadamente el 50% de los canceres de prostata(36,38).

La proteina viral spike es una proteina de fusién que esta compuesta de dos subunidades (S1
y S2). La S1 es la responsable de unirse al receptor de membrana en la célula humana, la
ACE2, a través del Receptor Binding Domain (RBD) y la subunidad S2 facilita la fusién de la
membrana viral con la membrana celular, gracias a la accién serina proteasa de

TMPRSS2(11,39).

Alo largo de la pandemia mediada por SARS-CoV-2 se han observado modificaciones en la
estructura biologica de la proteina spike dando lugar a las diferentes variantes y subvariantes
del virus que se han ido detectando(40). Algunas revisiones recientes como las de Hattab et
al.(41), indican que la duracién de la pandemia y la continua transmisibilidad entre individuos,
junto con la presion selectiva ejercida sobre el virus para intentar erradicarlo han contribuido

a la aparicion de un amplio numero de variantes.

La subunidad S1 de la proteina spike esta formada por cuatro dominios: el N-Terwinal Domain

(NTD) el dominio RBD y dos dominios C-terminal, C-Terminal Domain 1 y 2 (CTD1 y



CTD2). La subunidad S2 esta formada por los dominios: fusidn peptide (FP), fusiin-peptide
proximal region (FPPR), beptad repeat 1y 2 (HR1 y HR2), central hélix (CH) y transmembrane anchor
(TM). Ademas, donde termina la S1 y comienza la S2 esta el dominio furin-clevage site

(S1/52)(15,39).

En la figura 6 podemos observar los diferentes dominios de la proteina spike y su
conformacion tridimensional de la primera variante aislada Wuhan-Hu-1 con la mutacion
D614G, una de las primeras mutaciones conocidas en la variante primigenia y que permanece
en todas las variantes. En la parte inferior de la imagen de izquierda a derecha, observamos
la conformacion tridimensional de la variante Wuhan-Hu-1 y de la variante con la mutacién
D614G donde el dominio RBD estda mas expuesto y el bucle 630 que une la subunidad S1-
S2 tiene una conformacién mas ordenada y por tanto, mas estable, en las siguientes dos
imagenes tridimensionales se puede ver como queda expuesto el dominio RBD preparado
para la interacciéon con ACE2 y el drastico cambio conformacional impulsado por HR1 para

la insercién del FP en la membrana celular(39).
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Figura 6. Representacion de los diferentes dominios de la proteina spikey los cambios conformacionales para
la unién al receptor. En la parte superior de la imagen, se puede observar la secuencia proteica de la proteina
spike, cabe destacar el dominio Receptor Binding Domain (RBD) y ( )
donde se encuentran tres sitios antigénicos (AS-1, AS-2 y AS-3) y lugar de unién con el receptor ACE2. En la
parte inferior de la imagen, se observa la estructura tridimensional de la proteina spike y los cambios

conformacionales para la fusién con la membrana celular. Imagen adaptada de Jackson et al(39).

El gen § del genoma de SARS-CoV-2 y de los coronavirus similares como SARS-CoV,
codifica para la proteina spike, esta region de su genoma es un “punto caliente” de
recombinacion, posiblemente para aumentar la afinidad por el receptor ACE2; esto no deja
de ser una adaptacion evolutiva, especialmente cuando ocurre en el dominio RBD, pero que
puede tener otras consecuencias como la transmision entre especies diferentes (zoonosis) y
la evasion del sistema inmune(42). Los analisis 7 silico e in vivo han demostrado que
numerosos animales tanto domésticos como salvajes son candidatos a ser infectados por el
SARS-CoV-2, como gatos, perros, hurones, hamsteres y ovejas, pero no roedores ni cerdos;
al menos en la variante original de Wuhan(43,44). Sin embargo, la variante Omzcron, si que
tiene tropismo por los roedores, esto demuestra la adaptabilidad de los coronavirus a

multiples hospedadores(45).

El dominio RBD de SARS-CoV-2 consta de 21 kDa perfectamente conservados y
optimizados para la interacciéon y unién con el dominio extracelular N-terminal de ACE2.
Ademas, la subunidad S1 de SARS-CoV-2, comparte un alto grado de homologfa estructural
con la subunidad S1 de SARS-CoV y este exhibe entre 5-10 veces mas afinidad por la unién
a ACE2. La mayor diferencia entre ambas en la sustitucion de cinco residuos de aminoacidos
que estan directamente implicados en la unién con ACE2, estas sustituciones suponen
cambios en la conformacion de los enlaces de hidrogeno e las interacciones hidrofébicas que

aumentan la afinidad por la unién(46).

En la figura 7 puede observarse la representacion tridimensional de la proteina spike y como
las diferentes variantes tienen mutaciones en el dominio RBD para aumentar su afinidad por

ACE2 y su potencial transmisibilidad.

La presién selectiva por las infecciones naturales, tratamientos y vacunas promueven el
desarrollo de mutaciones aleatorias, y esto ocurre en aquellos dominios proteicos mas
expuestos al sistema inmunitario como es el dominio RBD. Este dominio es la diana principal

de los anticuerpos para neutralizar la entrada del virus a la célula, lo que supone una presion



selectiva constante e induce a la aparicién de variantes SARS-CoV-2. Algunos ejemplos son:
B.1.1.7 (Apha), B.1.351 (Beta) y P.1 (Gamma) variantes que ha adquirido de forma
independiente la mutacién N501Y en el dominio RBD que confiere un incremento de la
afinidad por ACE2. Ademas, las variantes Beta y Gamma tienen mutaciones en los residuos
K417 y E484 que introducen una hélice adicional en su conformacién tridimensional que la

hace mas resistente a la uniéon de anticuerpos neutralizadores(15,39,46).
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Figura 7. Representacion de la unién del SARS-CoV-2 a ACE2 y como las diferentes variantes del virus afectan
a la unién. A) Representacion a la izquierda la proteina spike no glicosilada y a la derecha la glicosilada; los
glicanos estan colorados en azul oscuro. B) Comparacion entre las subunidades S1 y S2 de la proteina spike
de los vitus SARS-CoV y SARS-CoV-2, la localizacién de los residuos clave para la uniéon con ACE2 estin
marcados con estrellas rojas. C) Representacion de la proteina spike con las mutaciones en verde que
definen la variante Omicron, en rojo esta representado el dominio RBD y las modificaciones de los

. D) Afinidades de unién a ACE2 entre SARS-CoV, SARS-CoV-2 de tipo salvaje y las variantes de
SARS-CoV-2 Alpha, Beta, Gamma, Delta, Omicron. Las alteraciones de aminoacidos clave en el dominio
RBD de las variantes se representan con rombos azules. En general, las variantes preocupantes del SARS-
CoV-2 tienden a tener una mayor afinidad de unién hacia la ACE2 en comparacién con el SARS-CoV-2

primigenio. En la patte de la derecha se observan datos de vacunacion (09/02/2022) en relacion con la fecha
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de designacién de la variante. Se pone de manifiesto que la inmunidad natural y mediada por las vacunas supone
una presion selectiva para que nuevas variantes escapen a esta vigilancia inmunitaria. Imagen adaptada de Oudit

et al(46).

Con el curso de la pandemia, aparecieron otras variantes como la B.1.617.2 (Delfa) que superd
a las otras variantes. La variante De/fa posee dos mutaciones clave: 1.452R y T478K que
quedan de forma periférica al punto de contacto entre RBD-ACEZ2, estas junto con las
modificaciones antigénicas vistas en el dominio N-terminal fueron probablemente
impulsadas por la presion selectiva en el reconocimiento inmunoldgico. En esta situacion de
equilibrio entre mantener la fuerte afinidad por ACE2 mientras se escapa del reconocimiento
inmunoldégico, aparece la variante B.1.1.529 (Omzicron)(15,39,46). La variante Omicron tiene un
total de 37 alteraciones genéticas en la proteina spike, 15 de ellas situadas en el dominio RBD
que aumentan la afinidad por ACE2, lo que demuestra la importancia de esta unién para la

propagacion del virus(15,46).

Otras variantes conocidas con mutaciones en el dominio RBD: la variante B1.427 (Epsilon)
que también posee la mutacion 1.452R como la variante B1.617.1 (Kappa) que ademas tiene
la E484Q). Ambas tienen una moderada evasion frente a anticuerpos, pero la variante Kappa,
ademas posee otras mutaciones que sugieren que incrementan la escision de S1-S2. Por
ultimo, la variante C.37 (Lambda) con mutaciones 1.452Q) y F490S entre otras tendria un

incremento de la infectividad, pero una menor evasion frente a anticuerpos(15,39).

En conjunto todas las variantes del virus, tanto presentes como probablemente futuras,
muestra una gran afinidad y avidez por la unién ACE2 lo que explica el aumento de la
infectividad y transmisibilidad en las variantes consecutivas a la variante original de

Wuhan(39,46).

En figura 8 puede observarse la unién entre el dominio RBD de SARS-CoV-2, el dominio
N-terminal de ACE2 y el punto de contacto entre ambos, con las mutaciones clave

previamente citadas.
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La mutacién de K41 7, E484 y L452 La mutacion N501Y aumenta la
facilita escapar de los anticuerpos union de la proteina S a ACE2

Figura 8. Representacion de la interaccion entre SARS-CoV-2 y ACE2. En la izquierda de la imagen se observa
el Receptor Binding Motif (RBM) entre ACE2 y el dominio RBD de SARS-CoV-2. En la parte derecha, se
observa el dominio RBM ampliado donde participan 20 residuos de ACE2 y 17 del dominio RBD de SARS-
CoV-2. Aparecen destacados los residuos mutados de RBD (K417, E484, 1452, N501Y) y los residuos de
ACE2 (D30, K31, K353, Y41) con los que interactian. Imagen adaptada de Jackson et al(39).

El servidor web Nextstrain se puede consultar la epidemiologia genémica de SARS-CoV-2 a

nivel mundial, actualizada cada 6 meses (https://nextstrain.org/ncov/gisaid/global/6m). Se
puede ver que el numero de variantes y subvariantes no deja de aumentar. Las consecuencias
de las mutaciones en la proteina spike y no solo en el dominio RBD comentado
anteriormente, implican cambios estructurales en la proteina que aumentan su estabilidad,
afectan a la unién a anticuerpos neutralizantes, a la flexibilidad del dominio RBD y por tanto
a la accesibilidad de unién a ACE2. Su analisis permite ver las diferentes tacticas evolutivas
y adaptativas de las variantes de SARS-CoV-2 que la hacen mantenerse y seguir

expandiéndose(15).

Las multiples manifestaciones clinicas ocasionadas por SARS-CoV-2 que ocurren en otros
tejidos que no son el pulmoén estan asociadas a la distribucion y expresion amplia de ACE2.
Se sabe que la enfermedad COVID-19 se desarrolla inicialmente en el tracto respiratorio
superior, en la zona nasofaringea. Desde aqui, el virus se puede diseminar hasta el alveolo
pulmonar donde desarrolla la neumonia caracteristica de esta enfermedad. Esto no deja de
ser el reflejo de la distribucién celular especifica de ACE2 y también de las distintas proteinas
que pueden estar implicadas en la entrada viral. Una vez que la colonizacién pulmonar y el

dafo ocasionado es severo, la difusién del virus puede realizarse a otros tejidos, esto se
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evidencia con el dafio ocasionado en multiples 6rganos en aquellos casos mas graves de

COVID-19(28 47).

Respecto al sistema respiratorio, la expresion de ACE2 es elevada en las células caliciformes
y ciliadas nasales; y aunque disminuye su presencia, también es detectable en células basales,
ciliadas, club y alveolares tipo II de las vias respiratorias inferiores(48). El SARS-CoV-2 a
diferencia del SARS-CoV, se replica de forma mas eficiente en el tracto respiratorio supetrior,
esto contribuye a que la transmisién de la infeccion sea mas eficiente en el SARS-CoV-2,
debido a que los principales lugares de replicacion del SARS-CoV son el tracto respiratorio
inferior y las células alveolares o neumocitos(49). La principal proteasa para la entrada del
virus tras la uniéon con ACE2 es la TMRSS2, el SARS-CoV-2 ha evolucionado para utilizar
otras proteasas del huésped como son la catepsina B, la catepsina L y la furina para la escision
de la proteina spike(28). Las variantes Omicron y sus subvariantes parecen realizar esta escision

de forma independiente a TMPRSS2(50).

El ACE2 existe en dos formas, una unida a membrana y otra soluble (sSACEZ2); esta ultima,
es una forma mas corta que se elimina por los fluidos corporales y circula en sangre en baja
concentracién; ademas, la SACE2 conserva el dominio catalitico, y por tanto conservaria la
capacidad de unién a SARS-CoV-2, lo que podria modular su infectividad(51,52). La
presencia viral podria desencadenar la escision proteolitica aberrante de ACE2 a la
circulaciéon, por mecanismos virales directos o de forma indirecta a través de la respuesta
inflamatoria producida, esto se ha visto en el SARS-CoV que también utiliza el ACE2 como

receptor; como consecuencia, reduce los efectos reguladores locales sobre el SRAA(53).

La activacion de la via de Ang-11 a través de AT R y el receptor del factor de necrosis tumoral
(Tumor Necrosis Factor - TNF) inducen a la expresion de la disintegrin and metalloproteinase-17
(ADAM-17) y su actividad proteolitica sobre ACE2, esto también se observa cuando se
activa la via de las proteinas quinasas activadas por mitégenos (Mitogen-Activated Protein Kinases
- MAPK), debido a la inflamacién y al estrés celular(54). Concentraciones de sACE2 elevadas
y mantenidas en el tiempo refleja una supuesta elevacion patoldgica de la actividad de
ADAM-17 e inflamacién, que estarfa asociada con el incremento de la gravedad, mortalidad
e incidencia del dafio agudo de miocardio en la COVID-19(47). Estos hallazgos, la

inflamacién inducida por el virus y el estrés celular con la desregulacién de la ACE2,



contribuirfa al dafio multiorganico y a la severidad que ha sido asociada a SARS-CoV y SARS-
CoV-2.

Se han encontrado algunos estudios en los que la relacion de la actividad y la concentracion
de sACE2 con la COVID-19 no es clara. En la investigacion de Chirinos et al.(55), en el que
se ha estudiado a pacientes con fallo cardiaco y COVID-19, tienen menores concentraciones
de sACE2 y esto esta asociado a pacientes de sexo masculino, edad avanzada, fumadores,
con hipertension arterial (HTA) y la obesidad (OBE). En cambio, el estudio prospectivo de
Wallentin et al.(506), realizado en pacientes con fibrilacion auricular y COVID-19 asociaron
que elevadas concentraciones ACE2 daban lugar a mayores concentraciones de sACE2 a
nivel local y peores resultados clinicos. Por otro lado, en el estudio de Narula et al.(57), han
encontrado que alta actividad de sACE2 en suero estan asociadas de forma independiente a
los factores de riesgo cardiovascular tradicionales, a una alta probabilidad de incidencia y
causa de muerte por IAM y fallo cardiaco. El resultado de todos estos estudios nos lleva a
pensar que queda un considerable campo por estudiar en relacion a la concentracién y la
actividad de sACE2, debido a que son dos medidas dificilmente comparables, considerando
que una alta concentracién de sACE2 no tiene por qué corresponderse con una alta actividad
enzimatica y viceversa. Por ello, se hace necesario mas investigaciones que permitan llegar a

una convergencia sobre la utilidad de los receptores solubles como el sACE2.

1.4. Polimorfismo rs2106809 del gen ACEZ2

El gen ACEZ2 se encuentra localizado en Xp22.2 y se han encontrado numerosos
polimorfismos que pueden inducir a una mayor o menor expresion de su forma soluble. Por
ello, es importante tener en cuenta, que la concentraciéon de ACE2 y por tanto de sACE2
podria estar influida por diferentes polimorfismos del gen ACEZ. Se han identificado varios
polimorfismos que pueden influir en la expresion de ACE2(58-60). El polimorfismo
rs2106809 (NG_012575.1:¢.7132 T>C) es una variante intronica, estas variantes
clasicamente se han descrito como poco patogénicas(61). Concretamente se localiza en el
intrén 2 y segun los datos de Sabater et al.(62), mediante analisis [z silico (Mutation Taster) no
genera un sitio de splicing alternativo. En cambio, otro articulo mas reciente de Karakas et
al.(63), indican que con la herramienta Human Splicing Finder esta variante podria generar un
sitio de empalme intrén-exén. A pesar de las discrepancias encontradas, hay articulos como

el de Pan et al.(58), en los que relacionan esta variante con una mayor probabilidad de HTA



y dislipemia. En relaciéon con la COVID-19 Sabater et al.(62), ha encontrado que este
polimorfismo de un solo nucleétido (S7ngle-Nucleotide Polymorphism - SNP) esta asociado con
un incremento del riesgo de ser hospitalizado y de desarrollar un curso mas grave de la

enfermedad.

Si nos centramos en la variabilidad de ACEZ2, hay diferentes polimorfismos implicados en su
actividad. El polimorfismo rs2106809 (alelo C) se ha asociado a una mayor actividad
enzimatica en mujeres, esto podtia contrarrestar la sintesis de Ang-II y su mayor degradacion
llevada a cabo por ACE2 en Ang-(1-7), lo que significa que tendria un papel protector frente
ala COVID-19 al compensar la acciéon del SRAA(64). Por otro lado, la presencia del alelo T
(mujeres TT) se ha asociado a sindrome metabdlico (alta concentracion de triglicéridos, baja
concentracion de colesterol HDL) e HTA(58,64,65); esto podria favorecer el desarrollo de
una COVID-19 mas severa y ser susceptibles al desarrollo de episodios de HTA y dafio
circulatorio que ocasionaba el Sindrome por Liberaciéon de Citoquinas (SLC) en las primeras
olas. Serfa de gran interés establecer la asociacion entre el polimorfismo rs2106809 de ACE2
y la enfermedad COVID-19, como parece ser que ha encontrado Sabater et al(62). en su
estudio. Ademas del polimorfismo rs2106809, se han descrito otros polimorfismos de ACEZ2
asociados a enfermedades cardiovasculares y pulmonares(66). Por ello, diferentes
polimorfismos del gen ACEZ2 podrian estar implicados en el curso y la severidad de la
COVID-19(67), hecho que aun no ha sido suficientemente estudiado. Aunque en este
estudio solo se analice el polimorfismo rs2106809, todas las investigaciones parecen indicar
que las variantes genéticas en el gen ACEZ2 podrian estar implicados en el curso de la
COVID-19. Por esta razon, resulta de gran interés el estudio de la concentracion de ACE2
y del polimorfismo rs2106809 en pacientes diagnosticados y tratados de esta enfermedad;
para asi, poder entender las implicaciones clinicas que tienen los virus, ademas del SARS-

CoV-2, que utilizan el receptor ACE2 como via de entrada a nuestro organismo.

1.5. Fisiopatologia de la COVID-19 y la participacion de la ACE2

La fisiopatologia y dafio multiorganico asociado a la COVID-19 es causada por la infeccion
llevada a cabo por SARS-CoV-2. Esta puede producirse debido a un efecto citotoxico directo
sobre las células infectadas que daran lugar a procesos de trombosis e inflamacién cuando
ocurren en el endotelio vascular y, de forma indirecta, a través de la desregulacion del SRAA

y de la respuesta inmunitaria(68).



La principal diana del virus es el sistema respiratorio, inicialmente causada por dafio en el
tejido a nivel local, seguida de una segunda fase en las que infecta las células de todo el
organismo, desencadenando una respuesta inmunitaria sistémica. Algunos de los pacientes
con infeccién grave por SARS-CoV-2 desencadenaban el SLC, también conocida como la
“tormenta” de citoquinas, debida a la activacién masiva del sistema inmune. Esta respuesta
inmunitaria ocasionaba una respuesta inflamatoria tanto local como sistémica, dando lugar a

una disfuncién y provocando dafio en otros sistemas del organismo(69).

Los cambios patologicos que se producen en pacientes COVID-19 con enfermedad grave,
como el aumento de la permeabilidad vascular, la lesion tisular local y la fibrosis, se han
atribuido a una disminucion de la actividad de la ACE2 debida a la presencia del virus SARS-
CoV-2(70,71). A continuacion, se detallan los diferentes eventos que ocurren a nivel tisular

durante la COVID-19, su representacion simplificada se puede ver en la figura 9.
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Figura 9. Representacién esquematica de la fisiopatologfa de la COVID-19. De izquierda a derecha estin
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respuesta inmunitaria. Imagen adaptada de Gupta et al(68).



1. Efecto citotdxico directo por la entrada del virus.

La entrada del virus al organismo se produce a través del tracto respiratorio debido a la
alta expresion de ACE2 en multiples tipos de células epiteliales de las vias aéreas, primero
las vias respiratorias altas y luego las bajas, incluyendo las células del epitelio alveolar tipo
IT situadas en el pulmon(48,72). Esta replicacion viral, causa en los casos mas graves

neumonia y el Sindrome de Diestrés Respiratorio Agudo (SDRA)(68,73).

Una vez que se produce la infeccion en el sistema respiratorio el virus se disemina por la
sangre infectando otros tejidos que también expresan ACE2 y TMPRSS2. Entre las
células afectadas se destacan: colangiocitos, colonocitos, queratinocitos del esofago,
células epiteliales gastrointestinales, células 3 pancreaticas, células del tibulo proximal
renal y podocitos(74—77). Estos hallazgos indicarfan que el dafio multiorganico podria

ser debido en parte al dafo viral, provocando la sintomatologia mas alld del pulmoén.

2. Desregulacién del SRAA.

Como se mencioné previamente, la disminucién de ACE2 de las membranas celulares
produce un desbalance en el mecanismo de regulacion del SRAA a nivel local. Esta
disminucién del receptor de SARS-CoV-2 provoca un aumento de Ang-I y Ang-11
respecto a Ang-(1-7) y Ang-(1-9), favoreciendo los efectos vasoconstrictores y

profibréticos(24,28).

3. Dafo en las células endoteliales v tromboinflamacion.

A causa de la infeccion viral en las células endoteliales, se produce un ambiente de
inflamacién y protrombosis que seria responsable de la fisiopatologia de la COVID-
19(70). El aumento del factor de von Willebrand junto con la activacién de neutrofilos y
macréfagos ocurre cuando se produce dafio sobre el endotelio vascular en los diferentes
tejidos. En los pacientes con COVID-19, se ha encontrado una excesiva produccién de
trombina, la inhibicién de la fibrindlisis y la activacion de las vias del complemento. Esto
también se ve favorecido por la activacion de plaquetas, neutréfilos y macréfagos que
liberan citoquinas proinflamatorias, causando el SLC, mas conocido como tormenta de
citoquinas. Marcando asi el inicio de una tromboinflamacién que generara disfuncion del

sistema vascular(78—80).



4. Desregulacién de la respuesta inmunitaria.

Se produce como consecuencia de una liberacién masiva de citoquinas que causan la
activacion excesiva del sistema inmune innato junto con la disminucién de linfocitos T,
esto es caracteristico de los pacientes que desarrollan una COVID-19 grave(81). Se ha
visto que los pacientes cursan la enfermedad de forma grave tienen elevacion en suero
de marcadores inflamatorios como la proteina C reactiva (PCR), la ferritina, el dimero D
(DD), el fibrinégeno (FIB), la enzima lactato deshidrogenasa o la interleucina-6 (IL-0).

Estas elevaciones se han asociado a un peor prondstico(82,83).

1.6. Interés en el ambito cientifico y profesional

La proteina ACE2 escinde la Ang-I en Ang-(1-9) y la Ang-1I en Ang-(1-7), actuando como
enzima reguladora del SRAA al competir con la proteina ACE, la cual escinde la Ang-1 en
Ang-II. El aumento de la actividad y concentracion de ACE produce un aumento del tono
vascular, esto indica que la posibilidad de la elevacion de ACE2 se produzca como parte de
la respuesta compensatoria a la HTA(84,85). Por ello, la medida de su actividad y

concentracion en el organismo resulta de interés principalmente en estos pacientes(25-27).

Como se ha comentado anteriormente, es importante considerar que la ACE2 es una
proteina transmembrana que se expresa en multiples tejidos y que su forma soluble, sACE2,
circula en sangre a concentraciones bajas dependiendo de la escision llevada a cabo por la
ADAM-17. Los sucesos que tienen lugar a nivel post-traduccional regulan el equilibrio entre
la forma unida a membrana, ACE2, y la soluble, sACE2, por lo que esta metaloproteasa

tendrfa implicacion directa en su concentracioén(86).

Respecto a su relacion con la enfermedad COVID-19, la sACE2 podtia no ser capaz de
mediar la entrada del SARS-CoV-2, debido a que no se encuentra unida a membrana, pero
podria mantener la afinidad con la proteina viral spike; por ello, podria competir con el
receptor de membrana interfiriendo en la unién de las particulas virales al mismo bloqueando
su entrada a las células diana. En este sentido, serfa de gran interés establecer la asociacion
ente la concentracion de sACE2 y los diferentes estados clinicos de la enfermedad COVID-

19, ademas de su relacion con la fase de recuperacion tras la infeccion viral.

Una concentracion basal baja de sACE2 podria predisponer a una peor evolucion de la

enfermedad COVID-19, posiblemente debido a la relacion directa con el SARS-CoV-2 y por



su papel como regulador del SRAA, como se ha visto en otros virus similares (SARS-
CoV)(87). Sumado a ello, la presencia del virus produce una disminuciéon de la ACE2, que
esta insertado en la membrana, provocando la menor presencia de este en el ambiente tisular.
Como consecuencia a esto, deja de ejercer su funcién reguladora del SRAA, ocasionando
que se incremente la concentracion local de Ang-1I1, debido a que no es metabolizada a Ang-
(1-7), siendo este un metabolito con efecto vasodilatador y antinflamatorio. Probablemente,
el incremento de la Ang-1I tenga influencia sobre el dafio agudo y los procesos de fibrosis

que ocasiona el SARS-CoV-2 sobre el tejido pulmonar(88).

Los receptores solubles son comunes en el sistema inmunitario, cuando ocurre un proceso
inflamatorio que desencadena una activacion de los linfocitos, se produce la escision de los
receptores de membrana en su forma soluble, ejemplos de ello son: la interleucina 2 y el
TNF(89,90). Como estos, se pueden ver otros ejemplos en la literatura como el receptor
soluble del activador del plasminégeno uroquinasa que se ha estudiado como marcador
pronodstico de la COVID-19(91). En el caso que nos ocupa, la forma soluble de ACE2,
sACE2; se origina a través de la ADAM-17, estimulada por la Ang-1II, como se ha comentado

anteriormente(92).

El riesgo o el beneficio de la presencia de sSACE2 en el contexto de la infeccién por SARS-
CoV-2 es controvertido. Swird et al.(93), propusieron que concentraciones elevadas de
sACE2 reflejan una alta concentraciéon de ACE2 y probablemente una mayor escision de
ACE2 a través de ADAM-17 vy, por tanto, podtia tener valor como indicador de riesgo de
infecciéon grave por SARS-CoV-2. En cambio, Leow(94), describe los potenciales beneficios
que tendrian las concentraciones elevadas de sACE2, ya que este podria mantener la afinidad
y unirse al SARS-CoV-2 a través de proteina spike sin mediar la entrada del virus en la célula.
Por otro lado, el estudio de Yeung et al.(52), indica que la sACE2 podria unirse con la
vasopresina y la proteina spike, formando un complejo, internalizindose en las células
mediante endocitosis al producirse la unién con receptores de vasopresina 1B presente en
las células renales. Del mismo modo, también indican que sACE2 podria unirse a la proteina
spike de SARS-CoV-2 y promover la endocitosis del virus mediante la interaccién con AT R.
Este estudio 77 vitro, realizado a nivel de lineas celulares modificadas sugiere que podria haber
una relacién entre las concentraciones elevadas de sACE2 en el tejido y la pérdida de
proteccion frente a la activacion del SRAA tisular, debido a una disminucién de la ACE2,

aunque se necesitan mas estudios para aclarar qué concentraciéon de ACE2 y por tanto de



sACE2 serfa necesaria para que ocurra la endocitosis. Por otro lado, Cocozza et al.(95), en
su estudio utiliza vesiculas extracelulares que contienen ACE2, estas fueron capaces de
bloquear la infecciéon de manera mas eficiente que con sACE2, por lo que, aunque sACE2
conserve afinidad por la proteina spike, la eficiencia con la que ocurria la unién serfa menor
que con ACE2, ya que como hemos comentado anteriormente se necesitan otras proteinas

para la internalizacion viral como la TMPRSS2.

Hay otros estudios en los que, utilizando modelos 7 vitro, se ha estudiado la recombinant human
sACE2 (thsACE2) para inhibir la infeccion y entrada celular por SARS-CoV-2. En el estudio
de Zoufaly et al.(96), se indica que el tratamiento con rhsACE2, tiene beneficios
hemodinamicos en pacientes COVID-19 con hipertension arterial pulmonar. Por otro lado,
el estudio de Monteil et al.(34), demuestran que la thsACE2 puede bloquear la infeccién por
SARS-CoV-2 actuando como un agente neutralizante, aunque la efectividad de esta
neutralizacién fue dependiente de la cantidad inicial de indculo viral y de la dosis de thsACE2.
Por ello, la terapia basada en SACE2 es una estrategia que podtia ser util en la prevencién y
tratamiento de infecciones por SARS-CoV-2, aplicable a diferentes variantes de este virus y

otros coronavirus zoonoticos que tengan ACE2 como su receptor celular.

Lo que si que parece claro es que se hace necesario mas investigaciones, sobre todo en tejido
pulmonar donde ocurre la infeccién primaria, que permitan aclarar la relacién y las
implicaciones de la interaccién de sACE2 con multiples proteinas a nivel de todo el
organismo, para asi poder establecer la implicacion de este receptor soluble en el SRAA y en

la infeccién mediada por SARS-CoV-2 u otros coronavirus.

En el estudio de la progresion de las enfermedades sistémicas se hace necesario incluir
marcadores de inflamacién y de dafio tisular. En la actualidad, existen gran variedad de
marcadores bioquimicos de inflamacién y dafio tisular asociados con el pronéstico de SARS-
CoV-2, en funcién de los aspectos mas especificos que se deseen caracterizar(97). Los
marcadores bioquimicos de activaciéon del sistema inmune, como los mediadores de
citoquinas potenciadoras de la inflamacion, como la IL-6, y proteinas con diversas funciones
que pueden ser activadas en estados proinflamatorios (la PCR, el factor 15 de
crecimiento/diferenciacién (GDF-15) y la forma soluble de Fzs-like tyrosine kinase-1 (sFlt-1)),

podrian contribuir a la identificaciéon de los pacientes COVID-19 mas graves. La IL-6 y la



PCR son conocidas por su asociaciéon con los procesos inflamatorios en la infeccién por
SARS-CoV-2 grave(67,94,98—101). Respecto a otros marcadores bioquimicos que podrian
ser interesantes en la infeccion causada por SARS-CoV-2 estan el GDF-15y el sFlt-1, como

indicadores de dafio isquémico y endotelial(102—104).

El GDF-15 es una proteina de la superfamila de las citoquinas #ransforming growth factor beta
(TGF-B), expresada por diferentes tipos celulares, entre ellas las células cardiacas. Su
concentracién se ve aumentada en la ECV en respuesta a hipoxia, inflamacion, lesion y
remodelado tisular. Ademas, es un marcador que refleja una situacion de gravedad, ante una
agudizacion en pacientes con Sindrome Coronario Agudo (SCA) e Insuficiencia Cardiaca
(IC)(105-107). En enfermedades como la COVID-19, el GDF-15 aumenta como respuesta
al dafio tisular y parece ser un buen predictor de un peor desenlace en pacientes en estado
critico con COVID-19(108). En el estudio de Babalghith et al.(109), analizan el papel de
GDF-15 en la COVID-19, debido a que juega un papel esencial en el crecimiento celular, la
apoptosis y la activacién de la inflamacion; posiblemente, el aumento de la concentracion de
GDF-15 en pacientes COVID-19 sea un mecanismo compensatorio antiinflamatorio para

estabilizar y contener la hiperinflamacién y la respuesta inmune exagerada que se genera en

la COVID-19 grave.

Por otro lado, la sFlt-1 es una proteina antiangiogénica, también conocida como variante
soluble del receptor 1 del vascular endothelial growth factor NVEGF), que se correlaciona con la
disfuncion cardiaca y de otros 6rganos a través del dafio endotelial(110). Una de las utilidades
de este marcador de dafio endotelial es en el diagnodstico de la preeclampsia y la
sepsis(110,111). Respecto a la COVID-19, las comorbilidades mas comunes y con un
impacto significativo en la supervivencia son: la HTA, la diabetes mellitus (DM) y la OBE; y
estas, estan caracterizadas por una disfunciéon endotelial créonica(78,83). En el estudio de
Negro et al.(112), llegan a la conclusién de que la sFlt-1 podria ser una herramienta fiable
para monitorizar la disfunciéon endotelial en pacientes con COVID-19; el aumento de sus
concentraciones podria indicar a los clinicos que serfa necesario realizar cambios en el

tratamiento de los pacientes para aumentar la probabilidad de su supervivencia.



Los factores de riesgo implicados en el desarrollo de una enfermedad mas grave por la
infeccion SARS-CoV-2 son el ser hombre, la edad, la HT'A, la OBE, la dislipemia (DIS), y la
DM(82,113-116). Esto podria deberse en parte a que todas ellas estan correlacionadas de
forma negativa con la actividad de ACEZ2; la infeccién viral podtia contribuir al desarrollo de
arterioesclerosis y, por tanto, contribuirfa en el deterioro la ECV en los pacientes de

riesgo(117,118).

Respecto al sexo, se ha visto que las hormonas esteroideas participan en la expresion y
actividad de ACE2, los androgenos de forma inhibidora y los estrogenos de forma activadora,
por lo que el sexo, podria influir en una mayor probabilidad de desarrollar una COVID-19
mas grave(38,119). Ademas, se debe considerar al correceptor TMPRSS2, esta serina proteasa
cuya accion esta regulada por andrégenos, podria marcar las diferencias encontradas entre
hombres y mujeres. Algunos articulos, indican que los hombres presentarfan una mayor
predisposicion a la infeccion por SARS-CoV-2 y a desarrollar una enfermedad mas grave que

las mujeres(36,38,120).

En cuanto a la edad, se evidencia que la presencia de ACE2 en los tejidos disminuye en
ancianos, por ello, podria situarlos en un riesgo mayor de enfermedad grave, ademas de las
comorbilidades que suelen tener este grupo de pacientes. En general, se han encontrado
concentraciones mas elevadas en nifios que en adultos(121), y esto podtria estar relacionado
con el hecho de que los pacientes pediatricos presentan un curso de la COVID-19 mas leve
que los adultos y que raramente tienen un mal desenlace, como se indica la revision

sistematica llevada a cabo por Ludvigsson(122).

Estados patolégicos, tal como el fallo cardiaco, la HT'A, la DM y la OBE, podrian modificar
las concentraciones de ACE2(46). En el estudio de Zhou et al.(83), en el que tenfan 813
adultos hospitalizados por COVID-19, la comorbilidad mas comun fue la HTA seguida de
la DM. Esto también es apoyado por otros articulos como el de Guan et al.(123), en su
estudio de 1099 pacientes, en los que la HTA y la DM estaban mas representadas en los

pacientes con una enfermedad mas grave.

Respecto a la relacion de la COVID-19 con la OBE y la DM, podtian ser comorbilidades
que facilitaran el desarrollo de un curso grave de la enfermedad. Ambas entidades,
predisponen a los individuos a una respuesta proinflamatoria excesiva, a resistencia a la
insulina y a una reduccion de la reparacion vascular, lo que podria asociarse a un mayor riesgo

de morbimortalidad en la COVID-19(124). Se ha encontrado que tanto las células de los



islotes pancreaticos como los adipocitos podrian servir como sitio para la replicacion del
SARS-CoV-2(125). Si esto es asf, la infeccion viral de los adipocitos induciria a la
desregulacion de la secrecion de citoquinas del tejido adiposo y a la resistencia a la insulina y

esto podria exacerbar la gravedad de la COVID-19(126).

Asi, teniendo en cuenta las comorbilidades, los marcadores bioquimicos GDF-15 y sFlt-1,
junto con el SACE2, podrian dar un marco adecuado de la situacion del paciente en los casos

mas graves.
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2. Hipétesis y objetivos

Existe una necesidad clinica no cubierta de predecir mejor la evolucion de la COVID-19 en
pacientes con infecciéon por SARS-CoV-2 para poder aportar valor en la evaluaciéon de los
pacientes y garantizar un tratamiento oportuno. Aunque se sabe que la sSACE2 interviene en
la fisiopatologia de la COVID-19, este marcador no ha sido investigado a fondo como un

marcador bioquimico de la enfermedad.

2.1. Hipétesis y finalidad del estudio
En este estudio se parte de la hipdtesis de que la concentracion de sACE2 esta relacionada
con la infeccion por SARS-CoV-2 y el estado clinico del paciente durante la enfermedad
COVID-19. De forma que la concentraciéon de sACE2 puede ser util para el prondstico de
la gravedad y desenlace de la infeccion, asi como la probabilidad de que sucedan
complicaciones posteriores a la infeccion, tanto de forma independiente como junto a otros

marcadores bioquimicos como el GDF-15 y el sFlt-1.

2.2.Objetivo principal
Dado que la sACE2 es un nuevo marcador bioquimico, en este proyecto de tesis doctoral se
ha pretendido evaluar su posible valor prondstico, apoyandonos para ello en otros
marcadores bioquimicos conocidos y bien caracterizados que estan implicados en procesos
variados de inflamacién y dafio tisular (PCR, GDF-15, IL-6 y sFlt-1). Esta evaluacion se
realizara mediante el estudio de pacientes con y sin infecciéon por SARS-CoV-2 que
presentaron diferentes estados clinicos, y también se estudiara una parte de los pacientes en
los que se realiz6 seguimiento al afio de la resolucién de la infeccion por SARS-CoV-2, con

el fin de valorar la evolucién de estos marcadores en dicho periodo temporal.

El objetivo principal de este proyecto es demostrar la hipotesis de que la concentracion de
sACE2 esta relacionada con la infecciéon por SARS-CoV-2 y el estado clinico del paciente
durante la enfermedad COVID-19. Los resultados esperados de este estudio es intentar
poder establecer si la concentraciéon de sSACE2 puede presentar utilidad en el pronéstico de
la gravedad y desenlace de la infeccién, asi como la probabilidad de que sucedan
complicaciones posteriores a la infeccidn, tanto de forma independiente como junto a otros

marcadores bioquimicos como el GDF-15 y el sFlt-1. Ademas, debido a la gran relacién que



tiene la ACE2 con la regulacion del SRAA, el aumento del conocimiento sobre la sACE2
derivado del presente trabajo podria utilizarse en otras enfermedades no implicadas
directamente en la COVID-19, pero si muy prevalentes en la poblacion, como la enfermedad

pulmonar crénica y la HTA.

Con respecto a la posible relacion del polimorfismo rs2106809 (T>C) de ACE?2, en esta tesis
doctoral se pretende demostrar la asociacién entre este polimorfismo y la gravedad de la
COVID-19. En el mismo sentido establecer si la presencia del alelo C puede ser util para
establecer o predecir un buen pronéstico de la infeccién y una menor probabilidad de
desarrollar complicaciones asociadas a la enfermedad. Ademas, resultard sumamente

beneficioso poder definir la relacién con la concentracion del marcador bioquimico en

estudio, el sSACE2.

En consecuencia, la comprension de este polimorfismo y su relacién con la COVID-19
puede ayudar en la toma de decisiones clinicas que resulten en una mejora de la salud de los

pacientes.

2.3.0Obijetivos especificos y aplicaciones practicas

Los objetivos especificos se enumeran a continuacion:

1. La medida de la concentraciéon de sACE2 en plasma podria estar asociada con la

severidad de la enfermedad COVID-19.

1.1. Realizar la medida de la concentracién de sACE2 plasmatica en pacientes
infectados por el virus SARS-CoV-2 en diferentes estados clinicos y momentos

de la infeccidn.

1.2. Realizar el calculo de valores discriminantes para la concentracion de sACE2

que podrian ser utilizados como marcadores pronosticos de la enfermedad

COVID-19.

2. Establecer si la monitorizacion de la concentraciéon de sACE2 podrian ser ttil en la
evaluacion, gravedad y prondstico del paciente con el apoyo de la medida del GDF-
15 y sFlt-1 en plasma, como marcadores de isquemia y dafio endotelial,

respectivamente.



3. Realizar el seguimiento de la concentraciéon de sACE2 en pacientes infectados por
SARS-CoV-2 que cursen una enfermedad grave en el inicio del ingreso, al alta
hospitalaria y al afio de la resoluciéon de la enfermedad. El cambio en las

concentraciones de sSACE2 podria ser indicativo de buen prondstico.

4. Establecer si el polimorfismo 152106809 del gen ACEZ2 podria estar relacionado con
la presencia de la enfermedad COVID-19.




3. Metodologia y desarrollo de la investigacion

3.1. Diseiio del estudio

3.1.1. Metodologia empleada

Los marcadores de bioquimica general utilizados en este estudio fueron: alanina
aminotransferasa (ALT), aspartato aminotransferasa (AST), bilirrubina total (BiliT),
colesterol total (ColT), creatinina (Crea), ferritina, fosfatasa alcalina (ALP) gamma-
glutamiltransferasa (GGT), glucosa (Glc), hemoglobina (Hb), plaquetas (PLT), proteina C
reactiva (PCR), recuento de hematies (Hem), recuento de leucocitos (Leucos), recuento de
linfocitos (Linfos), tasa de filtracion glomerular (TFG) triglicéridos (T'G) y urea. Su medida
se realiza mediante la tecnologifa de espectrofotometria UV-VIS e inmunoturbidimetria
(ferritina y PCR) siguiendo las instrucciones del fabricante en el analizador AU5800
(Beckman Coulter, Brea, CA, USA). El resto de marcadores bioquimicos GDF-15, IL-6 y
sFlt-1 en plasma fueron medidos usando los reactivos de Elecsys® mediante la tecnologia de
inmunoensayo electroquimioluminiscente y de acuerdo a las instrucciones del fabricante en
el analizador Cobas 8000, Roche Diagnostics International Ltd. (Rotkreuz, Suiza). En la
medida de SACE2 en plasma se utiliz6 un ensayo de inmunoabsorcién ligado a enzimas
(ELISA) de RayBiotech (Atlanta, GA, USA) acoplado al analizador Triturus, Grifols
Diagnostic Solution Inc., (Emeryville, CA, USA). Los materiales de calibracién y control

fueron aquellos proporcionados por los mismos fabricantes.

Para la medida de los marcadores de coagulacién: dimero D (DD), tiempo de protrombina
(TP), tiempo de tromboplastina parcial activado (TTPA) y fibrinégeno (FIB), se utilizé el
analizador ACL TOP 550 de Werfen (I’Hospitalet de Llobregat, Barcelona, Espafa)
mediante turbidimetria (deteccion mediante espectrofotometria del tiempo que tarda en

generarse el coagulo) e inmunoturbidimetria (solo para el DD).

Para el estudio del polimorfismo de ACE2 152106809 el principio de medida utilizado es el
genotipado alelo-especifico con sondas especificas de quantitative polymerase chain reaction
(qPCR) y analisis de curvas de fusion (Melting) en un termociclador LightCycler 480, Roche
Diagnostics International Ltd. (Rotkreuz, Suiza). Dado que el gen de ACE2 se encuentra en
el cromosoma X, los posibles genotipos para hombres son C o T, ya que son hemicigotos
para este cromosoma. Las mujeres pueden presentar dos alelos, uno por cada cromosoma

X, su genotipo puede ser: CC, CT o TT.



En el estudio de la presencia del virus SARS-CoV-2, se realiz6 mediante RT-PCR (reverse
transcription polymerase chain reaction) obtenida con un escobillén nasofaringeo en la plataforma

analitica Cobas 6800, Roche Diagnostics International Ltd. (Rotkreuz, Suiza).

Para finalizar, fueron recogidas diferentes variables de la historia clinica del paciente, que
podrian estar relacionadas con la COVID-19: diabetes mellitus tipo 2 (DM2), dislipemia
(DIS), enfermedad hepatica cronica (EHC), enfermedad pulmonar obstructiva cronica

(EPOC), enfermedad renal crénica (ERC), hipertension arterial (HTA), obesidad (OBE).

3.1.2. Almacenamiento de las muestras

Se realizaron alicuotas a partir de las muestras primarias y se les dio una nueva codificacion
para as{ eliminar la identificaciéon que pudiera hacerlas trazables a individuos concretos
(muestreo anonimizado). Los datos fueron almacenados en un base de datos protegida
mediante formato electrénico y accesible exclusivamente a los investigadores asociados a este
proyecto. Las alicuotas de plasma fueron almacenadas entre 2-8°C durante la semana de
analisis. Una vez realizadas todas las medidas, las muestras fueron almacenadas en un banco
de sueros a -80°C. En cuanto a las muestras de sangre, se realiz6 la extraccion de acido
desoxirribonucleico (ADN) y también se codificaron de forma que no fueran trazables a

individuos concretos. Las alicuotas de ADN fueron conservadas a -20°C.

3.1.3. Consideraciones éticas
La presente investigacion se trata de un estudio prospectivo, observacional y unicéntrico
realizado en el Hospital Universitari Vall d’Hebron. Este estudio cumple con los principios
de declaracion de Helsinki de la Asociacion Médica Mundial y ha recibido la aprobacion
(referencias: PR [AG] 577/2020 y PR [AG] 487/2021) del Comité Etico de Investigacién del
Hospital Universitari Vall d’Hebron (Barcelona, Catalufa, Espafia). Todos los datos de los
pacientes se trataron conforme con el Reglamento (UE) 2016/679 del Patlamento Europeo
sobre la proteccién de datos. Se concedié por parte del Comité Ftico de Investigacion la
exencion del consentimiento informado del paciente debido a la emergencia sanitaria

presentada por la pandemia COVID-19.



3.2.Cohorte de pacientes

3.2.1. Pacientes de las primeras “olas” COVID-19

Se seleccioné una cohorte de pacientes adulta con una edad comprendida entre los 25 y los
90 afios que acudieron tanto al Servicio de Urgencias como al ambito de Atencion Primaria
del Hospital Universitario de la Vall d’Hebron, en el periodo comprendido entre los meses
de marzo y octubre de 2020. A todos los pacientes se les realizo el estudio para la deteccion
del SARS-CoV-2 mediante la prueba RT-PCR, con una muestra obtenida mediante
escobillén nasofaringeo. Los pacientes con cancer o patologias relacionadas con
enfermedades autoinmunes o cardiovasculares, y pacientes con tratamientos
inmunosupresores fueron excluidos del estudio. Si se incluyeron las siguientes
comorbilidades: HTA, DM2, DIS y OBE. Los pacientes se dividieron en diferentes grupos
en funcion del resultado de estas variables y adaptando la clasificacion dada por la OMS(127)

a nuestra poblacién de estudio. Los grupos en los que se dividieron a los pacientes fueron:

— Pacientes con un resultado de RT-PCR positiva para SARS-CoV-2 se dividieron en:

1. Pacientes que acudfan a Urgencias, pero no eran ingresados: fueron pacientes que
tenfan sintomas sugestivos de infecciéon por SARS-CoV-2 pero no necesitaron ser
ingresados en el hospital debido a una sintomatologfa leve. Se les recomendé
aislamiento domiciliario, aunque alguno de ellos requirié soporte de oxigeno a su
llegada a Urgencias.

2. Pacientes que eran ingresados con una enfermedad moderada: pacientes que fueron

hospitalizados a causa de presentar sintomas sugestivos de infecciéon por SARS-CoV-
2, hallazgos radiolégicos compatibles con neumonia por la enfermedad y requitrieron
soporte ventilatorio no invasivo (canulas nasales, mascara de oxigeno...).

3. Pacientes admitidos en la Unidad de Cuidados Intensivos (UCI): fueron pacientes

hospitalizados e ingresados en la UCI debido a una neumonfa grave como
consecuencia de la infeccion por SARS-CoV-2. La mayoria de estos pacientes
requirieron soporte ventilatorio invasivo con intubacién ortotraqueal y oxigenacion
a través de una Extracorporeal Membrane Oxygen (ECMO).

4. Pacientes fallecidos a causa de SARS-CoV-2: todos los pacientes de este grupo

tuvieron como primera causa de la muerte la neumonfa por SARS-CoV-2 en su
certificado de defunciéon. Estos pacientes requirieron soporte ventilatorio y algunos

de ellos el soporte ventilatorio fue no invasivo tras la retirada de cuidados.



— Pacientes con un resultado de RT-PCR negativa para SARS-CoV-2 se dividieron en:

5. Pacientes que acudfan a urgencias, pero no eran ingresados: se trata de pacientes que
se presentaron en el Urgencias con sintomas sugestivos de infecciéon por SARS-CoV-
2, esta infeccion fue confirmada con una RT-PCR con resultado positivo. Estos
pacientes realizaron aislamiento domiciliario ya que tenfan sintomas leves. Las
muestras de sangre fueron obtenidas un mes después de la finalizaciéon del
aislamiento, cuando estos no tenfan ningun sintoma.

6. Pacientes admitidos en la UCI: parte de los pacientes hospitalizados del grupo 3, que
fueron admitidos en la UCI debido al empeoramiento de la neumonia por COVID-
19, incluso requirieron soporte ventilatorio invasivo en forma de intubacion
ortotraqueal y oxigenacion mediante ECMO. Se obtuvieron muestras de sangre
cuando estos pacientes fueron dados de alta con un resultado de RT-PCR negativo
para SARS-CoV-2.

7. Pacientes no expuestos a SARS-CoV-2: son personas que acudian al médico de
Atencién Primaria para un andlisis de rutina de su patologfa crénica de base o para
un estudio basico de salud. Todos estos pacientes tuvieron una RT-PCR negativa
para SARS-CoV-2 o no tenfan historia clinica de infeccion por SARS-CoV-2.

Grupo Descripcion de los grupos de pacientes Numero de muestras

1 Acudian a Urgencias, pero no eran ingresados 112

2 Ingresados con una enfermedad moderada 219

3 Admitidos en la UCI 192

4 Fallecidos a causa de SARS-CoV-2 68

1-4 Resultado de RT-PCR positiva para SARS-CoV-2 591

5 Acudian a Urgencias, pero no eran ingresados 58

6 Admitidos en la UCI 113

7 No expuestos a SARS-CoV-2 201

5-7 Resultado de RT-PCR negativa para SARS-CoV-2 372

Total 963

Tabla 1. Resumen de la cohorte de muestras.



En la tabla 1, puede verse un resumen de la cohorte de muestras. Fueron recogidas 963
muestras pertenecientes a 850 pacientes; el exceso de 113 muestras pertenece al grupo 6
(Admitidos en UCI con RT-PCR negativa) que son seguimientos de parte del grupo 3
(Admitidos en UCI con RT-PCR positiva).

3.2.2. Pacientes en seguimiento 1 aso después de la infeccion

Para esta fase de la investigacion, se realizé el seguimiento de pacientes que se habian curado
de la enfermedad COVID-19 de forma grave, con ingreso en la UCI (Grupo 3), la mayorfa
de los cuales requirieron soporte ventilatorio invasivo con intubacién ortotraqueal y algunos
de ellos con ECMO. La totalidad de ellos sobrevivieron a la enfermedad al menos un afio.
En total, se obtuvieron muestras en tres momentos: durante su ingreso en UCI (Grupo 3),

al alta (Grupo 0) y al afio del alta.

En total, se realiz6 el seguimiento de 31 pacientes, 18 hombres y 13 mujeres, con una analitica
de ingreso en la UCI asociada a una RT-PCR para SARS-CoV-2 en muestra nasofaringea
con resultado positivo (Ingreso), a estos pacientes se les realizé dos analiticas de seguimiento.
Una de ellas al alta hospitalaria asociada a una RT-PCR para SARS-CoV-2 con resultado
negativo (Alta) y otra al afio del alta también asociada a una RT-PCR para SARS-CoV-2

negativa o en su historia clinica no consta una reinfeccion con COVID-19 (Post-COVID).

3.2.3. Pacientes con estudio del polimorfismo rs2106809 de ACEZ2

Para el estudio del polimorfismo rs2106809 se seleccioné una cohorte independiente de 50
pacientes que habfan cursado la enfermedad de COVID-19 con ingreso en UCI. De estos,
34 necesitaron soporte ventilatorio invasivo y fallecieron 14 como consecuencia del proceso

infeccioso llevado a cabo por el SARS-CoV-2.

También se selecciond otra cohorte de 50 pacientes que acudian a consulta de Atencidon
Primaria para un estudio basico de salud. Se certificé6 que no habia cursado la enfermedad
COVID-19 hasta el momento de la toma de muestra con la consulta de la historia clinica y
el resultado negativo de la RT-PCR para SARS-CoV-2. Se obtienen de forma aleatoria 25
hombres y 25 mujeres para establecer un grupo control, con la consecuente aprobacion del

Comité Etico del Hospital Vall d’Hebron, como ha sido indicado en el apartado 4.3.1.



3.3. Analisis estadistico

3.3.1. Pacientes de las primeras “olas” COVID-19

El tamafo de la muestra dependié de los registros del hospital existentes y de las muestras
disponibles en el banco de suero del Institut de Recerca del Hospital Vall d’Hebron, se realizé6
una estimacion del tipo de paciente que se atendia y los recursos del laboratorio para realizar
las medidas que se requerfan en el estudio estando sujetos al convenio de investigaciéon
establecido con el patrocinador. En base a este se realiz6 la recogida de muestras y el registro

de las variables clinicas.

Las variables clinicas recogidas para el analisis estadistico fueron: edad, sexo, ERC, HTA,
presion sanguinea (PS), presion arterial media (PAM), DM2, DIS, indice de masa corporal
(IMC) y OBE. Por otro lado, se intentd recoger todas las variables bioquimicas posibles,
estas variables fueron: recuento de células sanguineas (incluyendo PLT) coagulaciéon (TP y
DD) pruebas de funciéon hepatica (ALT, AST ALP, GGT y BiliT), lipidos (ColT y TG),
sustratos (Glc), pruebas de funcién renal (Crea y Urea), marcadores de inflamacién (IL-6 y
PCR) marcadores de dafio cardiaco (GDF-15), marcadores de dafo endotelial (sFlt-1) y la
sACE2. Aunque en el analisis de resultados solo se consideraron aquellas que estaban

representadas de forma equitativa en todos los grupos.

En el andlisis estadistico se realiz6 el estudio de la normalidad de las variables mediante el
test de Kolmogorov-Smirnov (con la correccion de Lilliefors y grafico p-normal) obteniendo
distribuciones no paramétricas. Para estudiar las posibles diferencias entre las variables
demogrificas y bioquimicas se realizé mediante el test y° (sexo masculino, ERC, HTA, DM2,
DIS e IMC), analisis de la variancia para un factor (ANOVA one-way para la edad y la PAM)
y comparacion de Kruskal-Wallis (ALT, AST, PT, DD). Por otro lado, para el analisis
univariante de las diferencias en la mediana entre las concentraciones de los diferentes
marcadores bioquimicos en pacientes SARS-CoV-2 positivo y SARS-CoV-2 negativo se

utilizé el test U de Mann-Whitney.

También se realiz6 el calculo de la sensibilidad y especificidad de los marcadores bioquimicos
con intervalos de confianza (ICs) del 95%, para evaluar el area bajo la curva (Area under the
curve (AUC)) se usé el analisis de curvas recezver operating characteristics (ROC); para establecer
los puntos de corte 6ptimos se utilizé el indice de Youden. Por ultimo, para el analisis
bivariante de los marcadores bioquimicos se realizaron regresiones logisticas, en las que las

posibles combinaciones de los marcadores bioquimicos se evaluaron mediante una



validacion cruzada (cv) de 10 veces; se muestran las combinaciones que obtuvieron una
mejora del AUC de 1 punto porcentual con respecto al mejor marcador bioquimico
univariante. Para el calculo de las diferencias en significacion estadistica (valor p) de los AUC
de un marcador bioquimico entre la cohorte completa y la sub-cohorte excluyendo las

comorbilidades, se aplicé un procedimiento de bootstrapping.

3.3.2. Pacientes en seguimiento 1 aso después de la infeccion

Para el analisis estadistico, se realiz6 el test de Kolmogorov-Smirnov (con la correccion de
Lilliefors y grafico p-normal) y el test de Levene. Dado que las variables recogidas tienen una
distribucién no paramétrica y la mayorfa resultaron herterocedasticas se realiza la
comparacion de mediante el test U de Mann-Whitney (ALT, AST, ALP, BiliT, ColT, Crea,
Edad, Ferritina, FIB, GGT, Glc, Hb, Hem, Leucos, Linfos, PLT, PCR, TFG, TG, TP, TTPA
y Urea); para las variables de mas de dos categorias se utiliza el test de comparaciéon de

Kruskal-Wallis.

3.3.3. Pacientes con estudio del polimorfismo rs2106809 de ACE2

Para el analisis estadistico, se realiza el test de Kolnogorov-Smirnov (con la correccion de Lilliefors
y grafico p-normal) y el test de Levene. Dado que las variables recogidas tienen una
distribucién no paramétrica y la mayorfa resultaron herterocedasticas se realiza la
comparacion de mediante el test U de Mann-Whitney (ALT, AST, ALP, BiliT, Crea, DD, Edad,
Ferritina, FIB, GDF-15, GGT, Glc, Hb, Hem, Leucos, Linfos, PLT, sACE2, sFlt-1, TFG,
TP, TTPA y Urea); para las variables de mas de dos categorias se utiliza el test de
comparacion de Kruskal-Wallis. Por otro lado, las variables clinicas se clasificaron de forma
categdrica (Si/No), se realiza su estudio mediante la y°. Las variables clinicas analizadas
fueron: COVID-19, DM2, DIS, EHC, ERC, EPOC, FUM, HTA, OBE, UCI, ECMO,

Exitus.

En todos los analisis e establecié la presencia de diferencias estadisticamente significativas
con un valor p<0,05. Los programas estadisticos utilizados fueron fue R (v. 3.6.2), STATA
(v. 15.1) y GraphPad Prism (v. 8.0.2).



4. Resultados

4.1. Pacientes de las primeras “olas” COVID-19

Los resultados obtenidos en estos pacientes han sido publicados en el siguiente articulo

cientifico: Diaz-Troyano, N.; Gabriel-Medina, P.; Weber, S.; Klammer, M.; Barquin DelPino,
R.; Castillo-Ribelles, L.; Esteban, A.; Hernindez-Gonzalez, M.; Ferrer-Costa, R.; Pumarola,
T. and Rodriguez-Frias, F. Soluble Angiotensin-Converting Enzyme 2 as a Prognostic
Biomarker for Disease Progression in Patients Infected with SARS-CoV-2. Diagnostics

2022, 12(4), 886(128).
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Abstrack Predicting disease severity in patients infected with SARS-CoV-2 is difficult. Scluble
angiotensin-converting enzyme 2 (sACE2) arises from the shedding of membrane ACE2 (mACE2),
which is a receptor for SARS-CoV-2 spike protein. We evaluated the predictive value of sACE2 com-
pared with known biomarkers of inflammation and tissue damage (CRF, GDF-15, [L-6, and sFIt-1) in
830 patients with and without SARS-CoV-2 with different clinical cutcomes. For univariate analyses,
median differences between biomarker levels were calculated for the following patient groups (classi-
fied by clinical outcome): KT-PCR-confirmed SARS-CoV-2 positive (Groups 1-4); RT-PCR-confirmed
SARS-CoV-2 negative following previous SARS-CoV-2 infecton (Groups 5 and &); and “SARS-CoV-2
unexposed’ patients (Group 7). Median levels of CEF, GDF-15, IL-6, and sFlt-1 were significantly
higher in hospitalized patients with SA ES-CoV-2 compared with discharged patients (all p < 0.001),
wheneas levels of sACE2 were significantly lower (p < 0.001). ROC curve analysis of sACE2 pro-
vided cut-odfs for predicting hospital admission (<005 ng/ mL (positive predictive value: 89.17%)
and =042 ng/mL (negative predictive value: 82.0%]). These Andings support further investigation
of sACEZ, as a single biomarker or as part of a panel, to predict hospitalization risk and disease
seveTity in patients with SARS-CoV-2 infection.
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4.1.1. Descripcion de variables clinicas y bioguimicas
Se recogieron las siguientes variables clinicas para todos los pacientes: datos demograficos
(edad, sexo, PA a e IMC), datos de la historia médica (posibles enfermedades hepaticas,
pulmonares, renales...) y perfil bioquimico. Las caracteristicas de cada grupo pueden verse
en la tabla 2, solo se consideraron aquellas variables en la que el nimero de muestra era lo

suficientemente representativo para realizar calculos estadisticos.

GRUPO
RT-PCR SARS-CoV-2 RT-PCR SARS-CoV-2
Positiva Negativa
Variable 1 2 3 4 5 6 7 Valor p
Edad (afios), 59,1 60,7 55,4 71,6 48,2 55,2 61,4 0.001
<
media (SD) (20,9) (15,4 (11,7) (11,1 (17,3) (11,8) (15,8) ’
Sexo
50 114 116 35 28 69 87
masculino, 0,006
446 G2D) (604 (515 | @483 (6L (433
n (%)
23 34 25 22 2 12 10
ERC, n (%) <0,001
205 (156 (13 (24 | (36 (106 (0
PA (mmHg), 96,4 93,7 91,7 90,3 84,6 92,7
ND 0,426
media (SD) (14,2) = (12,9 (13,4 (14,9) (11,6) (12,0)
53 115 73 52 14 44 81
HTA, n (%) <0,001
@73) (23  (80) (765 | (41) (389 (403
22 55 42 23 9 22 73
DM2, n (%) 0,001
196 @51 2Ly (38 | (155 (195 (363
48 108 64 33 16 37 79
DIS, n (%) 0,003
(42,9) | (49,3 (33,3) (48,5) (27,6) (32,7) (39,3)
28 79 64 18 5 38 37
OBE, n (%) <0,001
250)  @61) (333 (265 @ (806  (330) (184
ALT (UI/L), 20,0 27,0 40,5 24.0 19,0 45,0 18,0
mediana (13,0, = (19,0, (23,0, (16,0, (13,0, (25,0, (13,0, <0,001
(IQR) 30,0) 50,0) 65,5) 36,0) 28,0) 60,0) 24.0)
AST (UI/L), 26,0 38,0 49,5 40,0 22,0 28,0 21,0
mediana (13,0, = (29,0, (31,0, (28,0; (19,0, (22,0, (18,0; <0,001

(IQR) 30,00 520) 70,5 63,5 | 27,00 41,00  24,0)



TP (INR), 1,0 11 1,1 1,1 1,0 1,1 0,9
mediana (1,05 (1,05 (1,05 (1,05 0,9; (1,0 0,9, <0,001
(IQR) 1,1) 1,1) 1,2) 1,2) 1,1) 1,2) 1,0)
DD (ng/mL), 297,0 265,0 391,0 5430 109,0 719,0
mediana (155,0; © (171,0; @ (225,0; @ (216,05 (50,0, | (307,05 ND <0,001
(IQR) 536,0) = 432,0) 760,0) | 1653,0) @ 151,0) @ 1567,0)
Tabla 2. Caracteristicas demogtraficas, clinicas y bioquimicas de los grupos de pacientes. ERC: enfermedad renal
cronica, definida con una TFG<60 mL/min/m? PA: presion artetial; HTA: hipertension arterial, definida por
una PA >90/140 mmHg. Definidas en la historia clinica, apoyado con las medidas de glucosa (para la diabetes
mellitus tipo 2 (DM2)), colesterol y triglicéridos (para la dislipemia (DIS)); OBE: Obesidad definida como un
IMC>30 kg/m? n: nimero de pacientes; SD: desviacion estandar; IQR: rango intercuattilico; UI: unidades
internacionales; INR: ratio internacional normalizado; ND: No datos: no se recogi6 esta variable en el grupo
no expuesto. Los valores p fueron calculados utilizando el test y? (sexo masculino, ERC, HTA, DM2, DIS e

IMC), analisis de la variancia para un factor (ANOVA one-way para la edad y la PAM) y comparacion de Kruskal-
Wallis (ALT, AST, PT, DD).

4.1.2. Andlisis de las comparaciones entre los distintos grupos de pacientes

En todas las comparaciones entre resultados clinicos, las variables bioquimicas no mostraron
diferencias estadisticamente significativas en sus resultados entre la cohorte completa y la

cohorte con exclusion de las comorbilidades (HTA, DM2 y DIS). Excepto para el GDF-15,

en el que la AUC era significativamente mayor si se exclufan las comorbilidades.

A continuacion, se muestran los resultados obtenidos del analisis realizado para cada grupo,
asf como las comparaciones estadisticas realizadas entre ellos, para las variables bioquimicas:
PCR, GDF-15, IL-6, sACE2 y sFlt-1. En la figura 10, 11, 12, 13 y 14, podemos observar
como varfan las medianas de cada uno de estos marcadores en funcién del grupo de
pacientes. La mediana para las concentraciones de PCR, GDF-15, IL-6 y sFIT-1 se
incrementan con la severidad de la enfermedad COVID-19; en cambio la mediana de sACE2

decrece con la severidad de la enfermedad.
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Figura 10. Concentraciéon de PCR en log2 para cada uno de los grupos de pacientes. Linea amarilla gruesa

(mediana); linea discontinua naranja (IQR: rango intercuartilico). Excluyendo valores aberrantes.
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Figura 11. Concentracién de GDF-15 en log2 para cada uno de los grupos de pacientes. Linea amarilla gruesa

(mediana); linea discontinua naranja (IQR: rango intercuartilico). Excluyendo valores aberrantes.
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Figura 12. Concentracién de IL-6 en log2 para cada uno de los grupos de pacientes. Linea amarilla gruesa

(mediana); linea discontinua naranja (IQR: rango intercuartilico). Excluyendo valores aberrantes.
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Figura 13. Concentracién de sACE2 en log2 para cada uno de los grupos de pacientes. Linea amarilla gruesa

(mediana); linea discontinua naranja (IQR: rango intercuartilico). Excluyendo valores aberrantes.
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Figura 14. Concentraciéon de sFlt-1 en log2 para cada uno de los grupos de pacientes. Linea amarilla gruesa

(mediana); linea discontinua naranja (IQR: rango intercuartilico). Excluyendo valores aberrantes.




4.1.2.1. Pacientes infectados con SARS-CoV-2 (Grupos 1-4) frente a pacientes

no expuestos a SARS-CoV-2 (Grupo 7)

Concentracion de la variable
Numero de muestras

(log2), mediana (IQR)
Variable Grupo Grupo —— Grupo  Grupo —_— Valor AUC
(1al4) 7 (1al4) 7 P (95%IC)

3,26 -2,08 3,19 0,964
PCR 517 20 537 (1,85; (-3,84; (1,55; <0,001 @ (0,948;
4,14) -1,51) 4,13) 0,980)

11,39 9,90 11,07 0,830
GDF-15 500 201 701 (10,78; (9,24, (10,17; <0,001 @ (0,797,
12,25) 10,70) 11,94) 0,863)

5,56 1,21 490 0,949
IL-6 567 201 768 (4,51, (0,58; (2,104 <0,001 = (0,933;

6,64) 2,00) 6,22) 0,64)

—4,06 -2,84 -3,64 0,585
sACE2 591 201 792 (=5,06;  (=5,06; (=5,00; <0,001 = (0,539
-2,00)  -0,40) -1,69) 0,632)

6,88 6,453 6,69 0,797

sFlt-1 500 201 701 (6,56; (6,31; (6,44; <0,001 = (0,764;
7,18) 6,58) 7,05) 0,829)

Tabla 3. Resumen de las diferencias entre las concentraciones de las variables bioquimicas entre pacientes con
infeccién por SARS-CoV-2 (Grupo 1 al 4) y pacientes no expuestos a SARS-CoV-2 (Grupo 7). AUC: area under
the curve; 1C: intervalo de confianza; IQR: rango intercuartilico; PCR: proteina C reactiva; GDF-15: factor 15 de
crecimiento/diferenciacién; IL-6: interleucina 6; SACE2: fraccion soluble de ACE2; sFlt-1: forma soluble de
fms-like tyrosine kinase-1.

Como se observa en la tabla 3, se obtuvieron diferencias estadisticamente significativas para
las variables PCR, GDF-15, IL-6, sACE2 y sFlt-1, todas ellas con un valor p<0,001 en
pacientes infectados con SARS-CoV-2 (Grupo 1 al 4) comparado con pacientes no expuestos
a SARS-CoV-2 (Grupo 7). En cuanto al analisis mediante curvas ROC en la tabla puede verse
AUC>0,750 en todos los casos, excepto para la variable sACE2. También se realiz6 el analisis
univariante para el GDF-15 excluyendo comorbilidades, se encontraron diferencias

estadisticamente significativas (AUC: 0,894 [0,856: 0,933], p=0,008).



4.1.2.2. Pacientes infectados con SARS-CoV-2 ingresados en hospital

independientemente de la gravedad (Grupo 2 al 4) frente a pacientes

infectados con SARS-CoV-2 que no fueron ingresados (Grupo 1)

Concentracion de la variable
Numero de muestras

(logz), mediana (IQR)
Variable Grupo  Grupo —_— Grupo Grupo —— Valor AUC
(2 al 4) 1 (2al4) 1 P (95%IC)

3,46 1,33 3,26 0,775
PCR 444 73 517 (2,21, (-1,15; (1,85, | <0,001 (0,718;
4,23) 3,03) 4,14) 0,832)

11,45 10,97 11,39 0,625
GDF-15 410 90 500 (10,90; (9,76 (10,78;  <0,001 (0,551,
12,30) 12,02) 12,25) 0,699)

5,85 3,79 5,56 0,800
IL-6 471 96 567 (4,93; (2,24, (4,51; | <0,001 (0,750;
6,78) 5,12) 6,04) 0,851)

—4,64 —2,64 —4,06 0,648
sACE2 479 112 591 (=5,06; (-4,73; (-5,06; | <0,001 (0,592
-2,32) -0,91) —-2,00) 0,704)

6,96 6,50 6,88 0,751

sFlt-1 410 90 500 (6,66; (6,23; (6,56; | <0,001 (0,689;
7,24) 6,78) 7,18) 0,813)

Tabla 4. Resumen de las diferencias entre las concentraciones de las variables bioquimicas entre pacientes
ingresados en el hospital independientemente de la gravedad (Grupo 2 al 4) y pacientes que no fueron
ingresados (Grupo 1). AUC: area under the curve; 1C: intervalo de confianza; IQR: rango intercuartilico; PCR:
proteina C reactiva; GDF-15: factor 15 de crecimiento/diferenciacion; 1L.-6: intetleucina 6; sSACE2: fraccién
soluble de ACE2; sFlt-1: forma soluble de fus-like tyrosine kinase-1.

En la tabla 4, se evidencia diferencias estadisticamente significativas para las variables PCR,
GDF-15, IL-6, sACE2 y sFlt-1, todas ellas con un valor p<0,001 en pacientes ingresados en
el hospital independientemente de la gravedad (Grupo 2 al 4) comparado con pacientes que
no fueron ingresados (Grupo 1). En cuanto al analisis de curvas ROC, las AUC fueron mas
elevadas para la IL-6, seguido de PCR, sFlt-1, sACE2 y GDF-15. También se realizé el
analisis univariante para el GDF-15 excluyendo comorbilidades, se encontraron diferencias

estadisticamente significativas (AUC: 0,795 [0,696; 0,894], p=0,012).



Variable cvAUC IC 95%

sFlt-1 + IL-6 0,832 0,781; 0,884
GDF-15 + IL-6 0,832 0,781; 0,882
SACE2 + IL-6 0,812 0,764; 0,860

Tabla 5. Resumen del analisis bivariante realizado en pacientes infectados por SARS-CoV-2 que fueron
ingresados en el hospital (Grupo 2 al 4) frente a pacientes con infeccién por SARS-CoV-2 que no fueron

ingresados (Grupo 1). cvAUC: validacion cruzada AUC. IC: intervalo de confianza.
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Figura 15. Analisis bivariante realizado en pacientes infectados por SARS-CoV-2 que fueron ingresados en el
hospital (Grupo 2 al 4) frente a pacientes con infeccion por SARS-CoV-2 que no fueron ingresados (Grupo 1).
Los datos se observan como curvas ROC para sFlt-1+11L-6 (a); GDF-15+1L-6 (b); SACE2+IL-6 (c).



Respecto al analisis bivariante, en la tabla 5 y en la figura 15 se observa que la combinaciéon
de sFlt-1 (validacién cruzada (cv)AUC: 0,832), GDF-15 (cvAUC: 0,832) o sACE2 (cvAUC:
0,812) con la I1.-6 proporcioné una mejora en el valor de AUC comparado con la I1.-6 por
s sola (cvAUC: 0,800) en pacientes con SARS-CoV-2 que fueron ingresados en el hospital
(Grupo 2 al 4) frente a los pacientes con SARS-CoV-2 que no fueron ingresados (Grupo 1).

1.0 o
AUC: 0,648
95% IC: 0,608; 0,686
0.8 <
< 0.6
o
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Figura 16. Analisis mediante curva ROC, utilizandose dos puntos de corte. Un punto de corte superior y otro
inferior para la predicciéon de ingreso de pacientes con SARS-CoV-2. La linea de puntos azules representa los

limites superior ¢ inferior del IC 95% para la AUC.

Por ultimo, se proponen dos puntos de corte para el SACE2 basados en el analisis de curvas
ROC (AUC: 0,648 [0,608; 0,686]) para poder predecir el ingreso frente al no ingreso en los
pacientes infectados por SARS-CoV-2 (Figura 16). Se considera un punto de corte inferior
de 0,05 ng/mL con un valor predictivo positivo (VPP) de 89,1% (IC 95%: 84,9; 92,5) y
otro punto de corte superior de 20,42 ng/mL con un valor predictivo negativo (VPN) de

84,0% (IC 95%: 80,4; 87,1).
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4.1.2.3. Pacientes infectados con SARS-CoV-2 que fueron admitidos en UCI o

fallecidos (Grupo 3 v 4) frente a pacientes infectados con SARS-CoV-2

no ingresados o ingresados por enfermedad moderada (Grupo 1y 2)

Concentracion de la variable
Numero de muestras

(logz), mediana (IQR)
T Grupo  Grupo S Grupo Grupo —— Valor AUC
Gy4d (y2 Gyd  (y2) P (95%IC)

3,74 2,77 3,26 0,670
PCR 249 268 517 (2,70; (1,32 (1,85; | <0,001 (0,623;
4,42) 3,71) 4,14) 0,716)

11;74 11,15 11,39 0,650
GDF-15 207 293 500 (11,09 (10,54, (10,78; | <0,001 (0,602;
12,40) 11,94) 12,25) 0,698)

6,19 5,12 5,56 0,715

IL-6 258 309 567 (5,21; (3,85; (4,51, | <0,001 (0,673;
7,10) 6,05) 6,64) 0,757)

—4,64 3,64 —4,06 0,556

sACE2 260 331 591 (=5,06; (=5,06; (-5,06; | 0,015 (0,511;
—2,40) -1,71) —2,00) 0,600)

7,20 6,77 6,88 0,672

sFlt-1 207 293 500 (6,71; (6,49; (6,56; | <0,001 (0,624,
7,38) 7,05) 7,18) 0,720)

Tabla 6. Resumen de las diferencias entre las concentraciones de las variables bioquimicas entre pacientes
ingresados en UCI o fallecidos (Grupo 3 y 4) y pacientes que ingresados o no ingresados (Grupo 1y 2). AUC:
area under the curve; 1C: intervalo de confianza; IQR: rango intercuartilico; PCR: proteina C reactiva; GDF-15:
factor 15 de crecimiento/diferenciacion; IL-6: intetleucina 6; sACE2: fraccion soluble de ACE2; sFlt-1: forma
soluble de fs-like tyrosine kinase-1.

Como se observa en la tabla 6, se obtuvieron diferencias estadisticamente significativas para
las variables PCR, GDF-15, IL-6 y sFlt-1, todas ellas con un valor p <0,001 y excepto para
sACE2 (p = 0,015) en pacientes infectados con SARS-CoV-2 que fueron admitidos en UCI
o fallecidos (Grupo 3 y 4) comparado con pacientes fueron ingresados o no ingresados
(Grupo 1y 2). En cuanto al analisis de curvas ROC, las AUC fueron discretas para la 1L-0,
seguido de PCR, sFlt-1, GDF-15 y sACE2. También se realizo el analisis univariante para el
GDF-15 excluyendo comorbilidades, se encontraron diferencias estadisticamente

significativas (AUC: 0,748 [0,680; 0,816], p = 0,022).



4.1.2.4. Pacientes que tuvieron una RT-PCR negativa para SARS-CoV-2, aunque

previamente tuvieron una RT-PCR positiva para SARS-CoV-2 (Grupos

5v0)
Concentracion de sACE2
Grupo Numero de muestras

(ng/mL), mediana (IQR)
Grupo 1 112 0,160 (0,033; 0,538)
Grupo 3 192 0,040 (0,030, 0,190)
Grupo 5 58 0,235 (0,030, 2,370)
Grupo 6 113 0,130 (0,03; 0,385)

Tabla 7. Concentraciones de sACE2 para los grupos con RT-PCR para SARS-CoV-2 negativa, aunque
previamente tuvieron una RT-PCR positiva para SARS-CoV-2 (Grupos 5 y 6) y para los grupos con RT-PCR
positiva no ingresados (Grupo 1) e ingresados en UCI (Grupo 3).

En cuanto a los resultados de la tabla 7, la mediana de la concentracién de sACE2 fue similar
(»p=0,273) entre las muestras de pacientes que tuvieron una RT-PCR positiva para SARS-
CoV-2 y no fueron ingresados (Grupo 1: 0,160 ng/mL) y las muestras de un grupo de
pacientes diferente que recibieron una atencion sanitaria similar y ademas tuvieron una RT-
PCR negativa para SARS-CoV-2 (Grupo 5: 0,235 ng/mL). En cambio, la mediana de la
concentracion de sSACE2 fue significativamente elevada (p=0,003) en muestras de pacientes
que tuvieron una RT-PCR negativa para SARS-CoV-2 y que previamente habian estado
ingresados en la UCI por la COVID-19 (Grupo 6: 0,130 ng/mL) cuando se compatd con
muestras de estos mismos pacientes cuando estuvieron ingresados en UCI y tenfan una RT-

PCR positiva para SARS-CoV-2 (Grupo 3: 0,040 ng/mL).

En los pacientes que tuvieron una RT-PCR negativa para SARS-CoV-2 pero que habian
cursado la COVID-19, ya que tenfa una RT-PCR positiva previa para SARS-CoV-2 (Grupos
5y 6) se obtuvo diferencias estadisticamente significativas (p=0,049) para la mediana de la
concentracién de sACE2 de los pacientes no ingtesados (Grupo 5: 0,235 ng/mlL) comparado

con los pacientes ingresados en UCI (Grupo 6: 0,130 ng/mL).



4.2.Pacientes en seguimiento 1 afio después de la infeccion
4.2.1. Descripcion de las variables clinicas y bioguimicas

Variable

Pacientes
Edad (afios), media (SD) 58,4 (10,6)
Sexo masculino, n (%) 18 (58,1)
HTA, n (%) 17 (54,8)
ERC, n (%) 9 (29,0)
DM2, n (%) 6 (19,4)
DIS, n (%) 13 (41,9)
OBE, n (%) 9 (29,0

Tabla 8. Variables clinicas de los pacientes. HTA: hipertension arterial, definida por PA>90/140 mmHg; ERC:
enfermedad renal crénica, definida con una TFG<60 mL/min/m? Definidas en la historia clinica, apoyado
con las medidas de glucosa (para la diabetes mellitus tipo 2 (IDM2)), colesterol y triglicéridos (para la dislipemia

(DIS)); OBE: Obesidad definida como un IMC>30 kg/m?; n: nimero de pacientes; SD: desviacion estandar.

Resultado de RT-PCR para SARS-CoV-2

Positivo Negativo Negativo Valor
Variable
(Ingreso) (Alta) (Post-COVID) p
110,0 93,0 92,5
Glc (mg/dL), mediana (IQR) 0,006
(39,0) (23,0) (25,0)
33,0 39,0 23,0
ALT (UI/L), mediana (IQR) 0,003
43,0) (60,0) (17,0)
54,0 28,0 23,0
AST (UI/L), mediana (IQR) <0,001

(36,0) (26,0 (14,0



ALP (UI/L), mediana (IQR)

GGT (UI/L), mediana (IQR)

BiliT (mg/dL), mediana (IQR)

TFG (mL/min/m?), mediana
(IQR)

Crea (mg/dL), mediana (IQR)

Urea (mg/dL), mediana (IQR)

ColT (mg/dL), mediana (IQR)

sACE2 (ng/mL), mediana (IQR)

Ferritina (ng/mL), mediana

(IQR)

Hb (g/L), mediana (IQR)

Hem (10°/L), mediana (IQR)

Leucos (10°/L), mediana (IQR)

69,0

(57,0)

86,0

(98,5)

0,64

(0,50)

85,0

(33,0)

0,91

>

0,64

31,0

>

(28,0)

126,0

(48,0)

0,03

(0,05)

841,0

(1118)
13,9
2,0)
4,78

(0,70)

7,62

(5,53)

103,5

(49,0

116,0

(172,5)

0,56

(0,29)

90

(1,0

0,85

>

0,42)

38,0

>

(17,0

187,5

(68,5)

0,04

(0,13)

402,0

(286,0)
10,6
(L9)
3,63

(0,72)

7,81

(6,24)

84,0

(42,0

35,0

(38,0)
0,63
(0,24)
90
(21,0)

0,85

>

0,42)

38,0

>

(17,0

197,5

(68,0)

0,11

(0,23)

107,0

(127,5)

14,5
@)
4,97

(0,61)
6,73

(2,81)

0,089

<0,001

0,827

0,017

<0,001

0,520

0,008

0,034

<0,001

<0,001

<0,001

0,437



0,30 1,6 2,20

Linfos (10°/L), mediana (IQR) <0,001
(0,30) (0,90) (1,20)
175,0 366,0 2430
PLT (10°/L), mediana (IQR) <0,001
(135,0) (214,0) (54,0
1,07 1,10 0,95
TP (ratio), mediana (IQR) 0,111
(0,20) (0,15) (0,40)
0,95 1,05 1,02
TTPA (ratio), mediana (IQR) 0,014
(0,10) 0,12) (0,23)
5,50 3,97 4,13
FIB (g/L), mediana (IQR) <0,001
(1,55) (1,22) 0,75)

Tabla 9. Concentraciones séricas de los marcadores bioquimicos, de coagulacién y de hematologia para los
grupos RT-PCR con resultados positivo (Ingresado), negativo (Alta y Post-COVID). Glc: glucosa; ALT: alanina
aminotransferasa; AST: aspartato aminotransferasa; ALP: fosfatasa alcalina. GGT: gamma-glutamiltransferasa.
BiliT: bilirrubina total; TFG: tasa de filtracién glomerular; Crea: creatinina; ColT: colesterol total; SACE2: forma
soluble de ACE2; Hem: recuento de hematies; Hb: hemoglobina; Leucos: recuento de leucocitos; Linfos:
recuento de linfocitos; PLT: recuento de plaquetas; TP: tiempo de protrombina; TTPA: tiempo de

tromboplastina parcial activado; FIB: fibrin6geno; SD: desviacion estandar. IQR: intervalo intercuartilico.

Las caracteristicas clinicas de los pacientes pueden verse en la tabla 8 y 9, solo se consideraron
aquellas variables en la que el nimero de datos era representativo para realizar calculos
estadisticos. Respecto a los datos de la tabla 8, se puede observar que hay un 58,1% de
hombres y la media de edad de los pacientes es de 58,4 afios. Se destaca los porcentajes de
HTA, 54,8%, y de DIS 41,9%. Por otro lado, en la tabla 9, se pueden observar que se
obtuvieron diferencias estadisticamente significativas entre los grupos de seguimiento RT-
PCR para SARS-CoV-2 con resultado positivo (Ingreso), resultado negativo (Alta y Post-
COVID) para las siguientes variables Glc, ALT, AST, GGT, TFG, Crea, ColT, sACE2,
Ferritina, Hem, Hb, Linfos, PLT, TTPA y FIB.



4.2.2. Andlisis de las comparaciones en funcion del resultado RT-PCR para el virus
SARS-Col -2

Se realiza el analisis de las variables cuantitativas estadisticamente significativas, para saber

entre que grupo de seguimiento hay diferencias. En las figuras 17 a 31, vistas a continuacion,

puede observarse la distribucion para cada uno de los grupos de las variables estadisticamente

significativas.

En la figura 17, podemos ver como la Glc tiene una mediana mayor en los pacientes con
resultado positivo en la RT-PCR para SARS-CoV-2 (Ingreso) respecto a los pacientes
negativos (Alta y Post-COVID). En las figuras 18 a 20, estan representadas la ALT, la AST
yla GGT, es decir indica como evoluciona la enfermedad hepatica en estos pacientes: la AST
sigue el mismo patrén que la Gle, en cambio, la ALT y la GGT no muestran diferencias
estadisticamente significativas entre el Ingreso y el Alta. En cuanto a la funcién renal, vistas
en las figuras 21 y 22, se observa una alta dispersién de los datos de Crea en los pacientes del
grupo Ingreso, siendo el resultado en el Alta y Post-COVID similares para la TFG. En la
figura 23, se puede ver que las concentraciones de ColT son menores en Ingreso, estas
concentraciones se recuperan en Alta y Post-COVID, se obtienen diferencias
estadisticamente significativas entre el Ingreso y Alta; también entre Ingreso y Post-COVID.
Para la concentracion de sACE2, figura 24, se encuentran diferencias estadisticamente
significativas entre el Ingreso y el Post-COVID. La concentracién de Ferritina, vista en la

figura 25, es estadisticamente significativa en todas las posibles comparaciones.

En cuanto a las variables hematoldgicas (Hb y Hem), vistas en las figuras 26 y 27, se observan
diferencias estadisticamente significativas entre Ingreso y el Alta, ademas de diferencias entre
los dos negativos (Alta y Post-COVID). En la figura 28 y 29, se observan diferencias
estadisticamente significativas para todas las comparaciones en el recuento de Linfos y PLT.
Por dltimo, en las variables de coagulacion, vistas en las figuras 30 y 31, se observan
diferencias estadisticamente significativas. Para el TTPA se observan entre el Ingreso y el
Alta. En cambio, para la concentracién de FIB, se observan diferencias entre estos y, ademas,

con el Post-COVID.

Las figuras 17 a 31 se muestran en las siguientes paginas.
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Figura 17. Concentracién de Glc (glucosa) en mg/dL.. Cuadrados (mediana); limite supetior/inferior y bigotes

(IQR: rango intercuartilico). Significacion estadistica p<0,05
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Figura 18. Concentracién de ALT (alanina aminotransferasa) en UI/L. Cuadrados (mediana); limite

supetiot/inferior y bigotes (IQR: rango intercuartilico). Significacion estadistica p<0,05
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Figura 19. Concentraciéon de AST (aspartato aminotransferasa) en UI/L. Cuadrados (mediana); limite

supetior/infetior y bigotes (IQR: rango intercuartilico). Significacién estadistica p<0,05.
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Figura 20. Concentracién de GGT (gamma-glutamiltransferasa) en UI/L. Cuadrados (mediana); limite

supetiot/inferior y bigotes (IQR: rango intercuartilico). Significacion estadistica p<<0,05.
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Figura 21. Concentracion de Crea (creatinina) en mg/dL. Cuadrados (mediana); limite superior/inferior y

bigotes (IQR: rango intercuartilico). Significacién estadistica p<<0,05.
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Figura 22. TFG (tasa de filtracién glomerular) en mL/min/m?. Cuadrados (mediana); limite supetiot/infetior

y bigotes (IQR: rango intercuartilico). Significacién estadistica p<0,05.
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Figura 23. Concentracién de ColT (colesterol total) en mg/dL. Cuadrados (mediana); limite superior/inferior

y bigotes (IQR: rango intercuartilico). Significacion estadistica p<0,05.
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Figura 24. Concentracion de sACE2 (forma soluble de ACE2) en ng/mlL. Cuadrados (mediana); limite
superiot/inferior y bigotes (IQR: rango intercuartilico). Se excluye un paciente outlier con un sSACE2>15 ng/mL

en todos los estados de la enfermedad. Significacion estadistica p<<0,05.
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Figura 25. Concentracidn de Ferritina en ng/ml.. Cuadrados (mediana); limite superior/inferior y bigotes IQR:

rango intercuartilico). Significacion estadistica p<<0,05.
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Figura 26. Concentracién de Hb (hemoglobina) en g/L. Cuadrados (mediana); limite superiot/infetior y bigotes

(IQR: rango intercuartilico). Significacién estadistica p<0,05.
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Figura 27. Hem (recuento de hematies) en 10°/L. Cuadrados (mediana); limite supetiot/infetior y bigotes (IQR:

rango intercuartilico). Significacién estadistica p<<0,05.
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Figura 28. Linfos (recuento de linfocitos) en 10°/L. Cuadrados (mediana); limite supetior/infetior y bigotes

(IQR: rango intercuartilico). Significacién estadistica p<0,05.
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Figura 29. PLT (recuento de plaquetas) en 10°/L. Cuadrados (mediana); limite supetior/inferior y bigotes (IQR:

rango intercuartilico). Significacién estadistica p<<0,05.
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Figura 30. TTPA (tiempo de tromboplastina parcial activado) en ratio. Cuadrados (mediana); limite

superior/inferior y bigotes (IQR: rango intercuartilico). Significacién estadistica p<<0,05.
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Figura 31. Concentracién de FIB (fibrindgeno) en g/L.. Cuadrados (mediana); limite supetior/inferior y bigotes

(IQR: rango intercuartilico). Significacion estadistica p<0,05.

4.3.Pacientes con estudio del polimorfismo rs2106809 de ACE?2

4.3.1. Descripcion de las variables clinicas y biogquimicas

A continuacién, se exponen los resultados del estudio del polimorfismo rs2106809 del gen
ACE?2. En los estudios consultados separan a las pacientes mujeres en CC o CT, por un lado,
y por otro a las mujeres TT, dado que la expresion de las mujeres heterocigotas (CT) se
parecen mas a las mujeres homocigotas para C (CC) que para T (TT)(58,62). Considerando
esto, se categoriza a la variable polimorfismo rs2106809 de ACEZ2: presencia de alelo C
(mujeres CC o mujeres CT) y presencia de alelo T (mujeres TT). Por otro lado, los hombres
al ser hemicigotos para este gen, debido a la localizacién de del gen ACEZ2 en el cromosoma
X, solo tienen una copia para el alelo C (hombres C) o para el alelo T (hombres T). Como
se indico en el apartado en el que se describe la cohorte de pacientes de esta parte del estudio
(apartado 5.2.3) se selecciona un grupo control de 50 pacientes, con una distribucién
equitativa para el sexo y con una media de edad similar a los 50 pacientes que habian

sobrevivido a la enfermedad COVID-19 tras su ingreso en UCI.



En la tabla 11 vista a continuacién, se observan diferencias estadisticamente significativas
entre la tener alelo C o alelo T para la variable COVID-19. Los 58,9% de los pacientes con

COVID-19 tienen el alelo T para el polimorfismo de ACE2 rs2106809.

Polimorfismo ACE2

Variable Alelo C Alelo T Valor p
Edad (afios), media (SD) 57,5 (14,5) 58,9 (14,8) 0,523
COVID-19, n (%) 17 (38,0) 33 (58,9) 0,044
HTA, n (%) 16 (36,4) 30 (53,6) 0,087
DM2, n (%) 9 (20,5) 9 (16,7) 0,571
DIS, n (%) 17 (38,6) 23 (41,1) 0,805
OBE, n (%) 17 (38,0) 17 (30,4) 0,386
FUM, n (%) 17 (38,0) 27 (48,2 0,629
EPOC, n (%) 1(2,3) 3054 0,435
EHC, n (%) 2 (4,6) 2 (3,0) 0,805
ERC, n (%) 3 (6,8) 3054 0,760
UCI, n (%) 13 (29,6) 24 (42,9) 0,171
ECMO, n (%) 12 (27,3) 22 (39,3) 0,452
Exitus, n (%) 5(11,4) 9 (16,1) 0,501

Tabla 11. Vatiables clinicas de los pacientes. HTA: hipertensién arterial, definida por PA>90/140 mmHg.
Definidas en la historia clinica, apoyado con las medidas de glucosa (para la diabetes mellitus tipo 2 (DM2)),
colesterol y triglicéridos (para la dislipemia (DIS)); OBE: Obesidad definida como un IMC>30 kg/m?2 FUM:
fumador actual; EPOC: enfermedad pulmonar obstructiva crénica; EHC: enfermedad hepatica crénica; ERC:
enfermedad renal crénica, definida con una TFG<60 mL/min/m2 UCI: unidad de cuidados intensivos;
ECMO: Extracorporeal Membrane Oxygen; Polimorfismo 152106809 del gen ACE2: alelo C (CC o CT o C) y alelo

T (TT o T); n: numero de pacientes; SD: desviacion estandar.



4.3.2. Andlisis de las comparaciones en funcion del alelo para el polimorfismo

152106809 de ACE2

Dado que se han observado diferencias estadisticamente significativas en la variable COVID-
19. Se analizan las variables bioquimicas, hematolégicas y de coagulacién para el
polimorfismo rs2106809 de ACE2: alelo C (CC o CT o C) yalelo T (TT o T) en los pacientes
COVID-19. Los resultados obtenidos se observan en la tabla 12, muestran el hallazgo de
diferencias estadisticamente significativas entre el alelo Cy el alelo T para las variables GGT,

sACE2 y DD.

Polimorfismo ACE2

Variable Alelo C Alelo T Valor p
Glc (mg/dL), mediana (IQR) 91,0 (24,0) 98,5 (25,5) 0,418
ALT (UI/L), mediana (IQR) 20,0 (14,5) 20,0 (18,0 0,058
AST (UI/L), mediana (IQR) 22,5 (22,0) 33,0 (37,0) 0,063
ALP (UI/L), mediana (IQR) 64,0 (33,0) 74,5 (37,0) 0,437
GGT (UI/L), mediana (IQR) 23 (24,5) 30,0 (84.5) 0,034
BiliT (mg/dL), mediana (IQR) 0,59 (0,37) 0,54 (0,39) 0,575
TFG (mL/min/m?), mediana (IQR) 90, (10,0 89,0 (12,0) 0,346
Crea (mg/dL), mediana (IQR) 0,75 (0,19) 0,82 (0,23) 0,060
Urea (mg/dL), mediana (IQR) 31,0 (23,0) 34,5 (16,0) 0,535
sACE2 (ng/mL), mediana (IQR) 0,03 (0,0) 0,04 (0,13) 0,008
Ferritina (ng/mL), mediana (IQR) 266 (532) 477 (1115) 0,112
Hb (g/L), mediana (IQR) 13,7 (1,95) 14,0 (2,75) 0,697
Hem (10°/L), mediana (IQR) 4,70 (0,74) 4,64 (0,76) 0,845

Leucos (10°/L), mediana (IQR) 691 (2,69 | 7,14 (1,92 0,789



Linfos (10°/L), mediana (IQR)
PLT (10°/L), mediana (IQR)
TP (ratio), mediana (IQR)
TTPA (ratio), mediana (IQR)
FIB (g/L), mediana (IQR)
DD (ng/mL), mediana (IQR)
sFLT-1 (pg/mL), mediana (IQR)

GDF-15 (pg/mL), mediana (IQR)

Tabla 12. Concentraciones séricas de los marcadores bioquimicos, hematolégicos y de coagulaciéon en los
pacientes COVID-19. Glc: glucosa; ALT: alanina aminotransferasa; AST: aspartato aminotransferasa; ALP:
fosfatasa alcalina. GGT: gamma-glutamiltransferasa. BiliT: bilirrubina total; TFG: tasa de filtracién glomerular;
Crea: creatinina; sACE2: forma soluble de ACE2; Hem: recuento de hematies; Hb: hemoglobina; Leucos:
recuento de leucocitos; Linfos: recuento de linfocitos; PLT: recuento de plaquetas; TP: tiempo de protrombina;
TTPA: tiempo de tromboplastina parcial activado; FIB: fibrinégeno; DD: dimero D; GDF-15: Factor 15 de

crecimiento/diferenciacién; sFlt-1: forma soluble de fus-like tyrosine kinase-1. SD: desviacién estandar. IQR:

1,80 (1,80)
234 (99,5)
1,07 (0,24)
0,97 (0,14)
5,51 (0,91)
627 (642)

119 (83,0)

2308 (4012)

intervalo intercuartilico. n: nimero de pacientes; SD: desviacion estandar.

1,60 (1,65)
228 (139,5)
1,07 (0,15)
0,99 (0,18)
5,34 (1,87)
279 (440)

139,6 (80,2)

4131 (3557)

0,651
0,784
0,750
0,931
0,312
0,041
0,176

0,105



5. Discusion

5.1. Pacientes de las primeras “olas” COVID-19

A continuacion, se analizaran los resultados y las conclusiones obtenidas a partir de la cohorte
de pacientes con infecciéon por SARS-CoV-2 que presentaron un desarrollo clinico diferente

para la enfermedad COVID-19, frente a una cohorte de pacientes no expuestos.

En la tabla 2 se evidencia que en relaciéon con la variable Edad se observaron diferencias
estadisticamente significativas entre los diferentes grupos, siendo la media de los fallecidos
(71,6 afios) mayor que la de los pacientes que sobrevivian (<60 afos); esto indica que es un
factor que influye en la enfermedad, probablemente por ser personas mas vulnerables debido
a la presencia de un mayor numero de comorbilidades y la menor eficacia del sistema
inmunoldgico, caracteristico en los pacientes de edad avanzada. Respecto a la variable sexo,
en todos los grupos el porcentaje de individuos de sexo masculino es mayor, destacando el
grupo 3 (pacientes ingresados en UCI) con un 60,4% de hombres, es conocido que el SARS-
CoV-2 tiene una mayor influencia sobre los hombres. Swird et al.(93), indica que la COVID-
19 grave es mas comun en adultos que en nifios y en el sexo masculino que en el femenino,
esto podria estar relacionado con diferencias en la expresion de ACE2 y alteraciones
relacionadas con la edad que se producen en el SRAA. Ademas en el estudio de Viveiros et
al.(30), se ha observado que existen diferencias en la regulacion de ACE2 en funcién del
organo, el sexo y la edad, denotandose un aumento de ACE2 en corazén y pulmén en los
varones de edad avanzada. Esto podria contribuir a que el curso de la enfermedad sea mas

grave en estos pacientes.

En cuanto a la variable ERC, a pesar de encontrar diferencias estadisticamente significativas,
en esta cohorte de pacientes los problemas renales fueron minoritarios, aunque los datos
indican que hay un mayor porcentaje en los grupos de pacientes con RT-PCR para SARS-
CoV-2 positiva. Ha sido ampliamente estudiada la relaciéon entre la actividad del ACE2 en
pacientes con enfermedad renal. Anguiano et al.(129), en una cohorte de 2572 pacientes
pertenecientes al estudio NEFRONA, llegaron a la conclusion de que la actividad de ACE2
en pacientes con ERC sin historia de ECV, estarfa relacionada con los factores de riesgo
cardiovascular como son la edad, la diabetes o el sexo masculino. En relacion con la COVID-
19, Pan et al.(706), vieron que la presencia de ACE2 en podocitos y en células del tdbulo

contorneado proximal podrian causar Insuficiencia Renal Aguda (IRA). Por ello, es



interesante tener en cuenta a los pacientes con ERC ante una infeccién por SARS-CoV-2 o

virus que utilicen el mismo receptor.

En relacion con la PAM, las diferencias encontradas no fueron estadisticamente
significativas, las medias obtenidas fueron similares y del grupo no expuesto a SARS-CoV-2
no dispusimos de este dato. S{ que se observaron diferencias estadisticamente significativas
para la HTA, sobretodo destaca el grupo de pacientes que fallecieron (76,5% con HTA), en
los que el porcentaje de HT'A esta por encima del resto de los grupos. También es conocida
la relacion entre SARS-CoV-2 e HTA, como ya se ha descrito, el receptor para la entrada del
virus en la célula, ACE2, es un importante regulador de SRAA pudiendo dar lugar a la
exacerbacion de la fisiopatologia de la HTA. El estudio de Chirinos et al.(55), con 2248
pacientes con fallo cardiaco les realizaron la medida de sACE2 y encontraron
concentraciones de sACE2 mas bajas en pacientes con HTA, de edad elevada, hombres,
diabéticos y con baja TFG. Otro hecho importante es que no encontraron asociacion entre
la sSACE2 y farmacos inhibidores de enzima convertidora de angiotensina (IECA) o
antagonistas de los receptores de angiotensina-II (ARA-II). Asimismo, en la revision
realizada por Beyerstedt et al.(130), se indica que el desbalance entre ACE/ACE2 ocasionado
por la presencia de SARS-CoV-2 darfa lugar a la activacion del SRAA permitiendo la
progresion de la COVID-19, sobretodo en pacientes con HTA y enfermedades
cardiovasculares. Por otro lado, en la revision llevada a cabo por Gallo et al.(131), concluyen
que la evidencia actual es que la HTA suele estar presente en los enfermos de COVID-19,
por lo que no tendria un papel independiente en la infeccién por SARS-CoV-2, aunque

también indica que atn se desconocen las secuelas a largo plazo en estos pacientes.

Con respecto al analisis de la DIS y la DM2, se encontraron diferencias estadisticamente
significativas en ambos. Para la DIS, a pesar de observar diferencias, los porcentajes entre
los diferentes grupos fueron similares, lo que no permite sacar conclusiones relevantes. En
el metanalisis realizado por Liu et al.(132), se concluye que hay relacion entre la severidad de
la COVID-19 y la presencia de DIS. Esto estaria relacionado con el desarrollo de enfermedad

metabdlica grave, diabetes y obesidad.

En cuanto a la DM2, se observa que el porcentaje de diabéticos aumenta con la gravedad de
la COVID-19. En el estudio de Miiller et al.(125), en el que analizan tejido de los islotes
pancreaticos indican que las células B expresan todas las proteinas necesarias para la entrada

viral y que la morfologia de estas células se ve alterada en presencia del virus. Esto podria



tener consecuencias como indican algunos estudios, en los que el SARS-CoV-2 altera el
metabolismo de la glucosa. Como es el caso de la revision realizada por Gupta et al.(68), en
la cual explican que la unién entre el virus y las células B contribuirfan a la deficiencia de la
insulina y a la hiperglicemia al igual que lo hacfa el SARS-CoV. Por otro lado, Rubino et
al.(133), indica que la relaciéon entre la COVID-19 y la diabetes posiblemente sea
bidireccional, la COVID-19 afectaria al pancreas destruyendo a las células productoras de la
insulina y el ambiente de estrés metabdlico en los pacientes diabéticos favoreceria el

desarrollo de una enfermedad grave.

Por dltimo, en cuanto al porcentaje de pacientes obesos, aunque se encontraron diferencias
estadisticamente significativas, no se encontraron porcentajes elevados en nuestra cohorte
de muestras. LLos mayores porcentajes para OBE se encontraron en los pacientes ingresados
y en los pacientes de UCI (36,1% y 33,3% respectivamente), la relacién entre el SARS-CoV-
2 yla OBE ha sido ampliamente discutida; posiblemente el estado proinflamatorio que se ve
facilitado por la OBE ayudaria a que el SARS-CoV-2 desate su virulencia. En el articulo de
Cummings et al.(82), destacan que, aunque la mitad de sus pacientes ingresados en la UCI
fuesen obesos, y esto esta relacionado con una mayor gravedad y mortalidad, no se identificé
a la OBE como un factor de riesgo independiente, aunque cabe destacar que la mecanica y
fisiologia pulmonar se ve afectada en presencia de OBE, por lo que facilitarfa una progresion
hacia una enfermedad grave en pacientes infectados(134). Ademas, hay estudios que indican
que las altas concentraciones de leptina en pacientes obesos junto con una menor expresion
de ACE2 en el epitelio pulmonar debido a la presencia de SARS-CoV-2, induciria a un
agravamiento de la enfermedad porque tendrian una menor respuesta antinflamatoria frente

al virus(135,136).

En la revisiéon llevada a cabo por Zhou et al.(134), concluyen que tanto la DM2 como la
OBE provocan un ambiente metabdlico anémalo y proinflamatorio que acaba afectando al
sistema inmunitario, lo que darfa lugar a un mayor riesgo de mal pronéstico. Por ello, la
COVID-19 podria promover la resistencia a la insulina y la obesidad empeorar una diabetes

preexistente o incluso inducir a una diabetes de nueva apariciéon en un espiral negativa.

Cabe destacar que el grupo de pacientes no expuestos también tiene un porcentaje
considerable de diabéticos (36,3%), hay que tener en cuenta que no son controles sanos, ya
que son pacientes que acuden al centro sanitario para un chequeo de su patologia de base.

Para una edad mayor a 60 afos, la prevalencia de esta enfermedad en Espafia es de 20 casos



por 1000 personas al ano(137). Esto también lo podemos ver en el porcentaje de HTA

(40,3%), siendo la prevalencia en la poblacion general del 44,4%(138).

Por otro lado, mediante el analisis univariante, bivariante y de curvas ROC se estudia el valor

de sACE2 como nuevo marcador bioquimico de severidad para la enfermedad COVID-19

dentro del marco de otros marcadores de inflamacién y dafio tisular (PCR, GDF-15, IL-6 y

sFlt-1) en una cohorte de pacientes dividida en diferentes grupos. Debe tenerse en cuenta

que los analisis bivarantes realizados, no se ajustaron para posibles factores de confusion,

pero los hallazgos descritos a continuacién son coherentes con otros estudios publicados

anteriormente, en la que estos marcadores de inflamacién y dafio tisular, estarfan implicados

en la gravedad de la COVID-19(100,102,103,139).

1.

Pacientes infectados con SARS-CoV-2 (Grupos 1-4) frente a pacientes no expuestos

a SARS-CoV-2 (Grupo 7).

Respecto a los resultados vistos en la tabla 3, se observaron que las concentraciones
para las variables PCR, GDF-15, IL-6, sACE2 y sFlt-1 variaban significativamente,
lo que permitirfa diferenciar entre los pacientes infectados por SARS-CoV-2, sea cual
sea la gravedad de este ya que se han incluido todos los grupos positivos para SARS-
CoV-2, frente a un grupo de pacientes no expuestos a SARS-CoV-2. Por lo tanto, se
puede concluir que estos marcadores de inflamacién (PCR e 1L.-6) de dafio cardiaco
(GDF-15) y dafio endotelial (sFlt-1) serian adecuados para evaluar el dafio causado
por la COVID-19 en esta cohorte de pacientes. Ademas, la fraccion soluble del
receptor del SARS-CoV-2 (sACE2) serfa un marcador bioquimico nuevo, que podria
estar implicado de forma directa en la infeccién y en el desarrollo de la COVID-

19(94).

Pacientes infectados con SARS-CoV-2 ingresados en hospital independientemente

de la gravedad (Grupo 2 al 4) frente a pacientes infectados con SARS-CoV-2 que

fueron dados de alta (Grupo 1).

En cuanto a los resultados vistos en la tabla 4, se observaron que las concentraciones
para las variables PCR, GDF-15, IL-6, sSACE2 y sFlt-1 variaban significativamente,
lo que permitirfa diferenciar entre pacientes infectados por SARS-CoV-2. Estas

diferencias obtenidas entre los pacientes no ingresados (Grupo 1) y los pacientes



ingresados (Grupo 2 al 4), nos permitiria clasificar a los pacientes en un grupo mas
leve, con menor inflamacién (PCR e IL.-6), menor dafio cardiaco (GDF-15) y dafio
endotelial (sFlt-1), por lo que serfa adecuado para distinguir entre pacientes que
tendran un curso leve de la COVID-19, frente a los que tendran un curso mas grave
de la enfermedad. En relacion a las diferencias obtenidas para el sSACEZ2, en la figura
13 podemos ver como la mediana decrece con la severidad de la enfermedad, que
nos indicarfa que la infeccién no se comporta de igual forma en los grupos de
pacientes. Respecto al analisis bivariante, se puede observar en la tabla 5 y en la figura
15 que la combinacién de los marcadores sFlt-1, GDF-15 y sACE2 con la IL-6 tiene
mejor eficiencia diagndstica que la utilizacion del marcador de la I1.-6 por si solo. Por
lo tanto, esta combinacion de marcadores permitirfa diferenciar entre pacientes
ingresados por SARS-CoV-2 frente a pacientes infectados por SARS-CoV-2 que no
fueron ingresados. Por otro lado, en la curva ROC para sACE2 vista en la figura 16,
se seleccionan dos puntos de corte para el SACE2, el punto de corte inferior de <0,05
ng/mL (VPP: 89,1%) podtia utilizarse para indicar riesgo de enfermedad grave
cuando los marcadores de inflamacion (PCR e IL-6) no estén lo suficientemente
elevados porque el paciente tiene una infeccion muy reciente por SARS-CoV-2.
Respecto al punto de corte supetior de 20,42 ng/mL (VPN: 84,0%) podtia ayudar a

identificar a la mayorifa de los pacientes que desarrollan una enfermedad leve.

Pacientes infectados con SARS-CoV-2 que fueron admitidos en UCI o fallecidos

(Grupo 3 vy 4) frente a pacientes infectados con SARS-CoV-2 no ingresados o

ingresados con enfermedad moderada (Grupo 1y 2).

Respecto a los resultados vistos en la tabla 6, se observaron que las concentraciones
para las variables PCR, GDF-15, IL-6, sACE2 y sFlt-1 variaban significativamente,
lo que permitiria diferenciar entre los pacientes infectados por SARS-CoV-2 graves
(Grupos 3 y 4), frente a un grupo de pacientes no ingresados o ingresados por
enfermedad moderada (Grupos 1 y 2). Se podria concluir que estos marcadores
permitirfan diferenciar entre dos grupos de pacientes, uno de ellos muy grave
(Grupos 3 y 4) y otro grupo de pacientes con una enfermedad leve o moderada
(Grupo 1 y 2). Aunque las diferencias obtenidas son mas discretas que las de los

analisis anteriores.



4. Pacientes que tuvieron una RT-PCR negativa para SARS-CoV-2, aunque

previamente tuvieron una RT-PCR positiva para SARS-CoV-2 (Grupos 5 y 6).

Solo se realizé el analisis de la variable SACE2 para estos grupos, los resultados
pueden verse en la tabla 7. Se observa que no hay diferencias estadisticamente
significativas entre los pacientes con una RT-PCR positiva para SARS-CoV-2 que no
fueron ingresado (Grupo 1) y los pacientes que tuvieron una RT-PCR negativa para
SARS-CoV-2 pero que habia pasado la COVID-19 sin ser ingresados, es decir, que
realizaron aislamiento domiciliario (Grupo 5). Esto nos hace pensar que los pacientes
que cursaban una COVID-19 con poca repercusion clinica sus concentraciones de
sACE2 no variaban en gran medida. Por lo que, concentraciones elevadas de sACE2
sugerirfan una enfermedad leve. En cambio, al comparar los mismos pacientes de
UCI, pero en momentos diferentes de la enfermedad, ingresados en UCI con una
RT-PCR positiva para SARS-CoV-2 (Grupo 3) frente a un mes después de su ingreso
en UCI con una RT-PCR negativa para SARS-CoV-2 (Grupo 0), se obtuvieron
diferencias estadisticamente significativas y puede observarse como la mediana para
la concentracién de sACE2 es mayor en el Grupo 6 (0,130 ng/mL) respecto al Grupo
3 (0,040 ng/mL). Esto podtia sugerir que las concentraciones de sACE2 se recuperan
volviendo a su estado basal, es decir, al estado previo a la enfermedad por COVID-
19. Ademas, también se obtuvieron diferencias estadisticamente significativas para la
concentracion de sACE2 cuando se compararon los grupos de pacientes con una
RT-PCR negativa para SARS-CoV-2 (Grupos 5 y 6) lo que indicarfa que a pesar de
que ambos grupos estan libres de SARS-CoV-2 la gravedad de la COVID-19 fue

diferente y esto se veria reflejado en la concentracion del receptor soluble.

5.2.Pacientes en seguimiento 1 afio después de la infeccion

En este apartado se analizan los resultados obtenidos en los pacientes de UCI (RT-PCR para
SARS-CoV-2 positiva (Ingreso)) que se les realizé dos seguimientos ambos con resultado de
RT-PCR para SARS-CoV-2 negativa (Alta y Post-COVID). Los datos clinicos recogidos en
la tabla 8 evidencian la relacién que hay entre la media de edad (58,4 afios) y la COVID-19,
ya comentada en el apartado anterior. También ha sido discutida la relacién con la HTA, el

porcentaje de personas hipertensas obtenido (54,8%) es similar a la prevalencia de la



poblacion general 44,4%(138). En cuanto a las variables bioquimicas estadisticamente

significativas pueden verse en la tabla 9 y representadas en las figuras 17 a 31.

Se evidencia que la variable Glc, vista en la figura 17, es mas elevada (110,0 mg/dL) durante
el Ingreso (RT-PCR para SARS-CoV-2 positiva) que al Alta (93,0 mg/dL) y Post-COVID
(92,5 mg/dL), RT-PCR para SARS-CoV-2 negativa en ambos casos. La presencia de SARS-
CoV-2 en el pancreas y la tormenta de citoquinas presente en la mayoria de los pacientes de
la UCI podrian facilitar la resistencia a la insulina y la destruccion de las células 3 pancreaticas,

alterando su funcién y produciendo su muerte(68,125).

En las figuras 18 a 20 observamos como evoluciona el proceso infeccioso a lo largo del
tiempo en relacién a la funcién hepatica. Las concentraciones elevadas de AST (54 UI/L)
indicarfan que durante la fase aguda de la enfermedad se produce la destruccion de
hepatocitos, pero a medida que se va resolviendo la infecciéon las concentraciones
disminuyen, siendo muy similares en los pacientes al Alta (28 UI/L) y Post-COVID (23
UI/L), RT-PCR para SARS-CoV-2 negativa para ambos. En cambio, parala ALT y la GGT
la mediana es mas elevada en los pacientes al Alta (39 UI/L y 116 UI/L, respectivamente),
RT-PCR para SARS-CoV-2 negativa, esto podria indicar que se elevan de forma mas tardia
y que el dafio hepatico ocasionado por el SARS-CoV-2 no se resuelve al alta, aunque si al
cabo de un afio, Post-COVID (RT-PCR para SARS-CoV-2 negativa), ya que se observa una
disminucién de la mediana de la concentracién en ambos casos (23 UI/L y 35 UI/L,
respectivamente). Ha sido reportado que el virus infecta también a los hepatocitos y
colangocitos(68,140). La funciéon hepatica puede ser un indicador de la gravedad y la
progresion de la enfermedad, se han registrado concentraciones elevadas de AST en
pacientes con COVID-19, incluso se ha reportado que su concentracion elevada estaba con
mas frecuencia en pacientes infectados que en el resto de pacientes de UCI, en cuanto al
dafio en las vias biliares el porcentaje de la GGT también era mayor en los pacientes con
COVID-19(123,141-143). No obstante, no se puede descartar que la isquemia por la
patologia pulmonar severa no sea un factor asociado a este dafio hepatico, conocido como
sindrome hepatopulmonar causada por la dilataciéon de los vasos pulmonares que provoca

que el transporte de sangre oxigenada al higado sea menor(144).

En la evaluacion de la funcidn renal se observa en las figuras 21 y 22, se presenta una alta
dispersién de los datos y unas TFG conservadas, esto es debido probablemente a la

administraciéon de diuréticos en los pacientes en UCI, por lo que no es util para valorar la



funcién renal. Ninguno de los valores de creatinina esta fuera del intervalo de referencia
poblacional, ademas, las medianas de la TFG son superiores a 60 mL/min/m?* por lo que
indicarfa que no hay insuficiencia renal. ILa elevacion puntual de la creatinina podria
justificarse como un IRA en pacientes que han estado en UCI debido a la aplicaciéon de
terapias de soporte y farmacos auxiliares, aunque esta insuficiencia desaparece cuando se

soluciona el proceso infeccioso.

En la figura 23, se observa la distribucion del ColT, la mediana de la concentracién de ColT
es mas baja en el Ingreso (126 mg/dL), RT-PCR para SARS-CoV-2 positiva, que en los
pacientes al Alta (187,5 mg/dL) y Post-COVID (197,5 mg/dL), RT-PCR para SARS-CoV-
2 negativa para ambos, esto podria indicar que el ciclo de vida del virus utiliza alguna via en
la que esta implicada el ColT, posiblemente para la envuelta viral, por lo que los
requerimientos de las células infectadas son mayores. En la revision llevada a cabo por
Barrantes(145), expone que la utilizaciéon del colesterol por el virus es necesaria para su
transmision, de hecho necesita estructuras concretas de la bicapa lipidica ricas en colesterol
para poder anclar las proteinas virales y desarrollar nuevos viriones por via endosomal, dando
lugar a profundos cambios en el metabolismo de la célula huésped. En otra revision, Palacios-
Répalo et al.(146), también apoya el hecho de que las particulas virales necesitan dominios
de membrana ricos en colesterol y esfingolipidos tanto para la entrada como para la
transmision viral. De aqui que podamos observar una disminucién durante el proceso
infeccioso que no se observa en los pacientes al Alta y Post-COVID (RT-PCR para SARS-

CoV-2 negativa para ambos).

Respecto a la concentracion de sACE2 vista en la figura 24, se observan diferencias
significativas entre Ingreso (0,03 ng/mL), RT-PCR para SARS-CoV-2 positiva, y el Post-
COVID (0,11 ng/mL), con RT-PCR para SARS-CoV-2 negativa. Se puede obsetvar que la
concentraciéon de sACE2 aumenta a medida que se resuelve la enfermedad, posiblemente
debido a la viremia, la inflamacién y todos los cambios en el organismo que conllevan una
enfermedad como la COVID-19 afectan a su concentracion. En este sentido, la presencia de
la infeccién disminuirfa el ACE2 de la membrana plasmatica lo que reducirfa también la
concentraciéon de sACE2, ocasionado por la interaccién con las particulas virales que
produciria el consumo de ACE2. Con la resolucion de la enfermedad y tras un tiempo de
recuperacion, la presencia de ACE2 volveria a su estado basal al igual que se restauraria el

equilibrio ACE2, unido a membrana y sACE2, forma soluble, debido a la ausencia de la



interaccion con el virus. Robertson et al.(147), realizaron la medida de sACE2 en pacientes
ingresados en el hospital, pacientes ingresados en UCI y controles sanos, en su estudio
indican que las concentraciones de sACE2 disminuyen con la gravedad de la COVID-19. La
medida de sACE2 podrian tener interés en la recuperacion progresiva de la infeccion, sobre

todo en las viremias que tienen la ACE2 como principal receptor.

Otros virus de la familia Coronaviridae, tienen el ACE2 como receptor, es el caso del SARS-
CoV, de hecho, la presencia de sACE2 impediria la unién de estos coronavirus a ACE2 unido
a membrana y por tanto la entrada viral(148). Serfa interesante la realizacién de estudios con
rhs ACE2 para demostrar si esta proteina recombinante limita o combate la infeccién causada
por estos virus. Como se ha descrito al comienzo de esta tesis doctoral, en la historia de los
coronavirus se han observado casos de entidades virales que han infectado a animales y han
dado el salto a humanos, como las zoonosis llevadas a cabo por el SARS-CoV y el MERS-
CoV, ademas del SARS-CoV-2. Respecto a este ultimo, se han descrito numerosas variantes,
lo que da idea de la gran adaptabilidad del virus para aumentar su potencial de transmision
sin perder la especificidad por el receptor ACE2. El impacto de las diferentes mutaciones en
la proteina spike podrian tener implicaciéon directa sobre la diversidad antigénica, las
interacciones con los anticuerpos, la accesibilidad al receptor ACE2 e incluso la efectividad

de las vacunas(15,149).

Algunas de las mutaciones han sido mencionadas en la introduccién, como la D614G que
contribuye a aumentar la infectividad viral, la transmision y la replicacion en el tracto
respiratorio superior; o la mutaciéon N501Y cuyo papel es critico en la transmision viral. Otras
mutaciones en la proteina spike, como la N439K y la Y453F podrian ayudar al virus a escapar
de la neutralizacion mediada por anticuerpos(15). La rapida adaptacion y evolucion de los
coronavirus hace necesario anticiparse en el desarrollo de nuevas terapias, o centrarse en
dominios altamente conservados; ya que, a pesar de la diversidad de variantes, gracias a los
mecanismos de rectificacion de errores durante la replicacion, las variantes no tienen una alta
divergencia con la primera variante. Ejemplo de ello son algunas de las variantes mas
recientes como Omizcron XBB1.5 y Omicron EG.5.1 que se diferencian en 43 y 45 mutaciones

con respecto a las protefnas spike de las primeras cepas del virus(150).

Si los comparamos con otros coronavirus que utilizan ACE2 como receptor en la célula
huésped, las proteinas spike de SARS-CoV, SARS-CoV-2, HCV-NLG63 contienen

aminoacidos distintos pero el dominio RBD de la proteina spike, es similar entre ellos y



diferente al de otros coronavirus, lo que permite la interaccién tan precisa con ACE2(151).
Por ello, el estudio de ACE2 y de su forma soluble, sACE2, podria ser un marcador en las
infecciones mediadas por coronavirus humanos o nuevos coronavirus zoonoticos, lo que
podria permitir la mejora de estrategias preventivas y terapéuticas contra la posibilidad de

una nueva epidemia mediada por coronavirus.

Por ultimo, la concentracién de ferritina decrece a medida que se resuelve la infeccién, como
puede verse en la figura 25. Los pacientes al afio de la infecciéon, Post-COVID (RT-PCR para
SARS-CoV-2 negativa) tienen resultados dentro de los valores de referencia poblacionales
(107,0 ng/dL) a diferencia de los pacientes al Alta (402,0 ng/dL), RT-PCR para SARS-CoV-
2 negativa y los pacientes en el Ingreso (841,0 ng/dL), RT-PCR para SARS-CoV-2 positiva,
lo que concuerda con el hecho de la que ferritina es un reactante de fase aguda. La revision
sistematica de Kaushal et al.(152), relaciona la ferritina con la gravedad de la COVID-19.
Ademas, concentraciones elevadas de ferritina que interaccionan con glébulos rojos y
plaquetas sugerirfa que ayudan al efecto protrombético visto en los pacientes(153). No
obstante, debe tenerse en cuenta que la ferritina es un reactante de fase aguda, por lo que su
elevacion podria estar relacionado por el proceso inflamatorio desencadenado por la

infeccién.

En cuanto a las variables hematologicas Hb y Hem vistas en las figuras 26 y 27, se observan
diferencias estadisticamente significativas entre los pacientes al Ingreso (RT-PCR para SARS-
CoV-2 positiva) y al Alta (RT-PCR para SARS-CoV-2 negativa), también se encuentran
diferencias significativas entre estos ultimos y los Post-COVID (RT-PCR para SARS-CoV-
2 negativa) esto podria indicar que la sintesis de nuevos hematies y de hemoglobina esta
comprometida por el dafio multiorganico y sistémico que causa la enfermedad COVID-19,
la conocida anemia por enfermedad crénica, comin en pacientes con enfermedades en las
que hay una inflamacién crénica mantenida(154,155). En el estudio de Russo et al.(155), en
el que analiza alteraciones en la funcionalidad de los Hem, se indica que la presencia del virus
provoca cambios en su tamafio y rigidez, lo que sugerirfa una progresion de la gravedad de
la enfermedad. La disminucién de la flexibilidad y elasticidad de los Hem daria lugar a una
mayor fragilidad de estos, con la liberacion de Hb a la sangre, lo que inducirfa a la activacion
de PLT(156). Una mayor fragilidad de los Hem sumado a un menor recambio en la médula

6sea producirfa una anemia que no seria visible de forma inmediata sino transcurrido un



tiempo de la infeccion. Asi ocurre en los resultados encontrados, en los pacientes al Alta

tienen menores concentraciones de Hem y Hb que en Ingreso y Post-COVID.

Por otro lado, se observan diferencias estadisticamente significativas entre todos los
seguimientos: Ingreso (RT-PCR para SARS-CoV-2 positiva), Alta y Post-COVID (RT-PCR
para SARS-CoV-2 negativa para ambos) en los Linfos y PLT, vistos en las figuras 28 y 29.
En cuanto a nuestros datos, se observa linfopenia en los pacientes Ingresados (0,8:10°/1) y
una recuperacion de los Linfos al Alta y Post-COVID (1,6:10°/L y 22-10°/1,
respectivamente). Respecto a las PLT, en ninguno de los grupos se obtuvo plaquetopenia,

pero la mediana del grupo Ingreso era mas baja de 175-10°/L..

Es conocida la linfopenia ocasionada por la enfermedad COVID-19, de hecho, puede
observarse como las concentraciones se recuperan a medida que se resuelve la enfermedad,
al igual que las alteraciones vistas en el recuento de plaquetas que también esta asociado a la
infeccion por SARS-CoV-2. De hecho, los Linfos y las PLT expresan ACE2 en su membrana
por lo que son susceptibles a la infeccion directa por el SARS-CoV-2(157,158). Esto es
sustentado por diferentes articulos como el metanalisis de 32 estudios llevado a cabo de Malik
et al.(99), en los que se encuentra la disminucion de Linfos y PLT en los pacientes COVID-
19, asociandose con un peor prondstico en los pacientes hospitalizados. También en la
revision de Terpos et al.(159), se relaciona la gravedad de la enfermedad con la disminucién
de Linfos y PLT; ademas indica que el ratio PLT/Linfos podtia ser un buen matcador del
pronodstico de los pacientes. Una ratio elevada indicarfa una SLC mas pronunciada debido a

una mayor activaciéon de PLT(160).

En el andlisis de las variables de coagulacion, en la figura 30 se observan diferencias
estadisticamente significativas para la variable TTPA entre Ingreso (RT-PCR para SARS-
CoV-2 positiva) y al Alta (RT-PCR para SARS-CoV-2 negativa), parece ser que esta variable
solo tendrfa utilidad en el proceso de infeccién aguda, el alargamiento del TTPA se ha visto
en pacientes con infecciéon aguda de COVID-19 pero hay otras magnitudes que se alteran de
forma mas comun como el FIB(161). En la figura 31, en la que esta representada el FIB, se
observan diferencias entre Ingreso (RT-PCR para SARS-CoV-2 positiva) y al Alta (RT-PCR
para SARS-CoV-2 negativa), y ademas entre Ingreso (RT-PCR para SARS-CoV-2 positiva)
y Post-COVID (RT-PCR para SARS-CoV-2 negativa). Durante la enfermedad de la
COVID-19, se producen aumentos de los procesos trombéticos y esto se refleja en los

cambios de su concentracion entre Ingreso, Alta y Post-COVID(161). Esto ha sido sefialado



en la revisién llevada a cabo por Gupta et al.(68), indican que el FIB junto con otros
reactantes de fase aguda como la ferritina, son predictores de mortalidad y se aconseja su
monitorizaciéon en la guia de la Sociedad Internacional de Hemostasia y Trombosis(162).
Ademas, el FIB junto con concentraciones elevadas de IL-6 se han correlacionado con un

peor prondstico de la enfermedad(163).

En la revisién sistematica llevada a cabo por Wrona et al.(164), se analizan las posibles
secuelas de la COVID-19 en el desarrollo de enfermedades comunes como son la dislipemia,
la diabetes y la hipertension. En la revision realizada concluyen, que si existe un mayor riesgo
de desarrollar estas enfermedades transcurridos varios meses de la infeccién aguda. En otra
revision llevada a cabo por Lechuga et al.(165), que habla del Long COVID-19, condicién
clinica en la que persiste sintomatologia después de la fase aguda de la enfermedad, esta ha
sido asociada a enfermedades cardiovasculares, cerebrovasculares, diabetes y al sindrome de

fatiga cronica(160).

5.3.Pacientes con estudio del polimorfismo rs2106809 de ACE?2

En relacién al polimorfismo rs216809 de ACEZ podemos ver en la tabla 11 que se observan
diferencias estadisticamente significativas entre tener el alelo C o el alelo T para la variable
COVID-19. El 58,9% de los pacientes con COVID-19 tienen el alelo T para este
polimorfismo. En este estudio se selecciond una cohorte de muestras en la que se escogieron
al azar 50 hombres y 50 mujeres, por lo que no se pudo establecer si habia diferencias entre
sexo. El alelo T esta asociado a una menor concentraciéon de Ang-(1-7)(64), a mayor riesgo
de HT'A(167,168) y posiblemente podtia contribuir a la severidad de la infeccion(62,169) por
SARS-CoV-2.

Por otro lado, dado que se encontraron diferencias estadisticamente significativas para el
alelo C y T en el polimorfismo rs2106809 de ACE2. Se realiza el analisis de las variables
bioquimicas, hematolégicas y de coagulacion solo para los pacientes COVID-19. Este analisis
puede observarse en la tabla 12, donde se observan diferencias estadisticamente significativas

entre el alelo C y el alelo T, para las variables GGT, sACE2 y DD.

Las diferencias encontradas en la variable GGT cuyas medianas son mayores en el alelo T
podria reflejar el estado de estrés oxidativo al que esta sometido el sistema hepatico, debido

a que es el mayor depurador del organismo junto con el sistema renal. En cambio, para el



DD, las concentraciones son mayores en los pacientes con alelo C (627 ng/mL) que con
alelo T (279 ng/mlL), son conocidos los procesos trombéticos que ocurren durante la

enfermedad, aunque parece ser que tener el alelo C favoreceria el estado procoagulante.

No se han encontrado estudios que relacionen el polimorfismo rs2106809 con estas
variables, pero si con otras entidades clinicas como la HT'A, como se ha visto en los estudios
de Christian et al.(167) y Chen et al(168). Aunque en nuestro estudio no se encuentren
diferencias estadisticamente significativas, el porcentaje de individuos con alelo T en HTA
es mayor (53,6%) que en los individuos con alelo C (36,4%) como puede verse en la tabla
11, lo que estarfa en consonancia con estos estudios. Ademas, esto podria estar relacionado
con los resultados de GDF-15, a pesar de no encontrarse diferencias estadisticamente
significativas, si se observan los resultados obtenidos en la tabla 12, los pacientes COVID-
19 con alelo C tienen una concentracion de 2308 pg/mlL frente a los que tienen alelo T (4131
pg/mL). E1 GDF-15 se ha postulado como un marcador de severidad en la miocardiopatia

hipertrofica y de elevacion del segmento ST(170).

Para finalizar, a pesar de hallar diferencias estadisticamente significativas entre el
polimorfismo rs2106809 y la variable sSACEZ2, las medianas son muy similares entre el alelo
C (0,03 ng/mL) y el alelo T (0,04 ng/mL) pot lo que no se pueden establecerse una relaciéon
clara entre ambas variables. Esto va en consonancia con la bibliografia, Karakas et al.(63), no
encontraron asociacion entre la COVID-19 y dicho polimorfismo en su cohorte de 150
pacientes. En cambio, Sabater et al.(62), si que pudieron establecer esta relacion en su cohorte
de 318 pacientes. Esto parece indicar que es necesario mas estudios para poder establecer la

verdadera relacién entre el polimorfismo 152106809 y la COVID-19.

5.4.Sintesis de la discusion del estudio

Para sintetizar la discusion, a continuacién, se presenta un resumen de los aspectos mas

importantes encontrados en esta investigacion.

1. En el analisis univariante realizado se observa que la mediana de la concentracién de
sACE2 fue significativamente menor en pacientes infectados por SARS-CoV-2
(Grupo 1 a 4) comparados con los pacientes no expuestos a SARS-CoV-2 (Grupo

7), asi como en pacientes infectados por SARS-CoV-2 que fueron ingresados en el



hospital (Grupo 2) frente a pacientes infectados por SARS-CoV-2 que no fueron
ingresados (Grupo 1).

Esto mismo se observo cuando se compard pacientes infectados por SARS-CoV-2
que no fueron ingresados o fueron ingresados en el hospital (Grupos 1 y 2,
considerados pacientes con una enfermedad leve o moderada) frente a pacientes
infectados por SARS-CoV-2 que fueron ingresados en UCI o que fallecieron (Grupos

3y 4, considerados pacientes con una enfermedad grave).

Se obtuvieron dos puntos de corte para sSACE2 uno <0,05 ng/mL con un VPP del
89,1% y otro 20,42 ng/mL con un VPN del 84,0%. Aunque se necesitan
investigaciones mas amplias y extensas, el punto de corte =0,05 ng/mlL podtia ser
usado para indicar riesgo de enfermedad grave cuando las concentraciones de IL-6 o
PCR no sean lo suficientemente elevadas, debido a una infeccion reciente por SARS-
CoV-2. Mientras que el punto de corte 20,42 ng/ml,, podtia ayudar a identificar a la

mayortia de los pacientes que desarrollan una enfermedad leve.

La PCR presenta el valor AUC mas alto cuando se compar6 a los pacientes infectados
por SARS-CoV-2 (Grupo 1 a 4) frente a los pacientes no expuestos a SARS-CoV-2
(Grupo 7).

Ademas, la IL-6 obtiene el valor AUC mas alto en dos comparaciones: cuando se
contrasta los pacientes infectados por SARS-CoV-2 ingresados en el hospital (Grupo
2) frente a los no ingresados (Grupo 1) y en el analisis de comparacion entre los
pacientes infectados por SARS-CoV-2 ingresados en UCI o fallecidos (Grupo 3 a 4,
pacientes con enfermedad grave) frente a aquellos que no fueron ingresados o que
fueron ingresados en el hospital (Grupos 1 y 2, pacientes con enfermedad leve o
moderada).

En general, las medianas de las concentraciones de PCR, GDF-15, IL-6 y sFlt-1
fueron significativamente superiores en los pacientes con infeccién por SARS-CoV-

2 que presentaron un desenlace clinico mas grave.

En todas las comparaciones entre los diferentes estadios clinicos, solo GDF-15
exhibi6é un AUC elevado en una subcohorte excluyendo comorbilidades (HTA, DIS

y DM2) en comparacién con el resto de la cohorte. El resto de marcadores parecen



ser independientes para estas comorbilidades, aunque se requieren otras

investigaciones que respalden estos hallazgos.

En todos los pacientes infectados por SARS-CoV-2 (Grupo 1 a 4) las
concentraciones de sACE2 fueron significativamente mas bajas que en los pacientes
no expuestos a SARS-CoV-2 (Grupo 7). Esto podria indicar que habria una menor
cantidad de ACEZ2 susceptible a ser escindida por ADAM-17. Ademas, la mediana de
la concentracion de sACE2 fue significativamente mas baja en los pacientes
infectados por SARS-CoV-2 con una clinica mas grave.

En pacientes infectados por SARS-CoV-2 que fueron ingresados en UCI, las
concentraciones de sACE2 fueron significativamente mas altas en los pacientes cuyas
muestras fueron obtenidas tras la resolucién de la enfermedad (Grupo 6: 0,130
ng/mL) comparado con las muestras de los mismos pacientes obtenidas durante su
ingreso en la UCI (Grupo 3: 0,040 ng/mL).

Esto podtia indicar que las concentraciones de sACE2 pueden incrementarse tras la
resolucion de la infeccion. Respaldando este hecho, de un papel protector de sACE2,
los pacientes que no fueron ingresados y cuya muestra fue extraida después de la
resolucion de la infeccién viral (Grupo 5: 0,235 ng/ml) obtuvieron

aproximadamente el doble de concentraciéon de sACE2.

Se ha podido observar una recuperacion de la concentraciéon del sACE2 en los
pacientes al afio de la resolucion de la enfermedad (RT-PCR para SARS-CoV-2
negativa, Post-COVID); esto sugiere que este marcador bioquimico podtia tener
valor prondstico. Se observan que las concentraciones de sACE2 para el grupo
Ingresado (RT-PCR para SARS-CoV-2 positiva) son bajos en comparacién con los
grupos Alta y Post-COVID.

Podria sugerir que los pacientes recuperan sus concentraciones basales, es decir los
valores previos a la enfermedad, y que estos valores tardan en recuperarse ya que la
concentracion al Alta (RT-PCR para SARS-CoV-2 negativa) son mas bajos que la
concentraciéon Post-COVID (RT-PCR para SARS-CoV-2 negativa). Este hecho
podtia ser interesante en la infeccién llevada a cabo por otros coronavirus que utilicen

el ACE2 como receptor, como el SARS-CoV (148).



7. Se han observado diferencias para algunas variables entre tener el alelo C y T en los
pacientes COVID-19, aunque las medianas de la concentracion de sACE2 son muy
similares y no nos permiten establecer conclusiones inequivocas, si que podriamos
decir que podria existir una relaciéon entre este polimorfismo y la enfermedad
COVID-19. Este hallazgo es respaldado por la reciente revision llevada a cabo por
Ren et al.(171), aunque el numero de estudios con este polimorfismo es pequefio,
por lo que serfa necesario una investigacion mas exhaustiva para establecer una

conexion precisa.

Finalmente, en la bibliograffa pueden encontrarse algunos estudios que discrepan de los
resultados encontrados en el este proyecto de tesis doctoral. El estudio de Kragstrup et
al.(172) indica que concentraciones elevadas de sSACE2 se han asociado con un incremento
de la gravedad a los 28 dias. Sin embargo, la poblacién descrita en este estudio no examina
seguimientos de los mismos pacientes durante la hospitalizacién. Ademas, la medida de
sACE2 se realiza con una metodologia diferente (O/ink®™ Explore 1536 platform), que no
permite realizar la comparacion entre valores discriminantes para la prediccién de la
enfermedad grave. Otro estudio, con un nimero pequefio de pacientes también encuentran
un incremento de sACE2 en pacientes con COVID-19 grave, pero lo justifican como un
aumento transitorio y local debido a una mayor liberacién desde células infectadas(173,174).
Las concentraciones locales de sACE2 podrian ser un indicador mas preciso de la
enfermedad de la gravedad de la COVID-19, lo que explicaria las diferencias encontradas en
la respuesta a la infeccion, el grado de gravedad de la enfermedad y el periodo de recuperacion

de los pacientes.

También hay estudios que indican diferencias en funcién de la edad y el sexo por lo que es
importante que, al comparar los estudios, las poblaciones sean similares(23,93). En el estudio
de Wang et al.(47) se observé que el sSACE2, junto con otras moléculas de la via RAS como
Ang-(1-7) y los receptores unidos a membrana y solubles de TNF-I y TNF-II, serfan
marcadores indirectos de la actividad de ADAM-17. Por tanto, esto sugiere que la activacion
de ADAM-17 y la escisién del ACE2, disminuirfan la proteccion tisular frente a la activacion

exacerbada del SRAA tisular y estarfan implicados en la fisiopatologia del SARS-CoV-2.



Por otro lado, utilizando una linea celular de rinén humano sensible a la infeccién, Yeung et
al.(52) muestran que el receptor ACE2 se escinde y libera de la superficie de la célula huésped
como sACE2 mediando la unién y captacion de SARS-CoV-2 por receptores implicados en
la sefalizaciéon del SRAA. Esto podtria explicar por una parte por qué encontramos
concentraciones bajas en nuestros pacientes de UCI y fallecidos. Pero no explica que ocurre
en otros tejidos, ni con los pacientes leves y asintomaticos que parecen tener un
comportamiento diferente respecto a sACE2, cuyas concentraciones son elevadas y no
mediarfan la internalizacién de SARS-CoV-2(147,148). Como los diferentes estudios indican,
las investigaciones se han centrado en el estudio del ACE2 como receptor de membrana,
pero se desconoce en gran medida el impacto del SACE2 circulante en la entrada del SARS-

CoV-2y las consecuencias que puede desencadenar.

Para finalizar, respecto al polimorfismo rs2106809, los estudios son discrepantes entre si,
como se ha comentado anteriormente. Aunque el metanalisis llevado a cabo por Ren et
al.(171) en el que se analizan diferentes polimorfismos de ACE2, incluido el polimorfismo

que nos ocupa, indica que podtia estar relacionado con la severidad de la COVID-19.



6. Conclusiones

6.1. Principales hallazgos

A continuacion, se presentan las principales conclusiones de este estudio.

1.

La concentracién de sACE2 en plasma es util como marcador bioquimico en

pacientes con SARS-CoV-2.

1.1. La concentracion de sACE2 permite establecer la relacion con la gravedad en
estos pacientes.

1.2. La concentracion de sACE2 tiene valor como predictor de riesgo de gravedad

en pacientes con SARS-CoV-2.

La concentracion de GDF-15 y sFlt-1 en plasma, junto con la medida de la
concentracion de PCR, IL-6 y sACE2 plasmatica, tienen valor para estudiar y evaluar

el dafio ocasionado por el virus en los pacientes con la enfermedad COVID-19.

El aumento de las concentraciones de sACE2 en los seguimientos de pacientes
ingresados en UCI indica que es un marcador bioquimico prondstico en pacientes

infectados por SARS-CoV-2.

El polimorfismo 152106809 del gen ACEZ2 es un marcador genético relacionado con

la enfermedad COVID-19.

6.2.Limitaciones del estudio

A pesar de los datos de este estudio y las conclusiones basadas en un gran numero de

muestras analizadas en diferentes grupos de pacientes y estudiandolos a lo largo del tiempo

con seguimientos al mes y al afio de la infeccion, esta investigacion también presenta algunas

limitaciones.

1.

Disefio realizado en un unico centro, con baja representacion de algunos grupos de
pacientes, como el Grupo 5, pacientes con RT-PCR para SARS-CoV-2 negativa que
no fueron ingresados que tuvieron previamente una RT-PCR para SARS-CoV-2

positiva, es decir, que habfan pasado la infeccion.



2. Debido a que la recomendacién de los Departamentos de Salud Publica era
permanecer en casa durante el periodo del estudio de las primeras “olas”, no fue
posible obtener muestras de pacientes muy leves o asintomaticos. Ademas, la
gravedad y el momento de apariciéon de las manifestaciones clinicas era variable entre

los pacientes.

3. Como se ha comentado en la introduccion, el SACE2 se expresa en otros tejidos
ademds de los pulmones, por ello la presencia de sACE2 representa las
concentraciones circulantes de todo el organismo, no solo el expresado en los

pulmones.

4. En los pacientes de las primeras “olas” no se registré medicacioén habitual en la base
de datos del estudio, por lo que no se pudo tener en cuenta el efecto concomitante
de la medicacién (ejemplos: IECA, ARA-II, estatinas, y metformina) sobre las

mediciones de los marcadores bioquimicos.

5. Durante los seguimientos, solo 17 pacientes tenfan HTA, 11 hombres y 7 mujeres.
LLa medicacion para la HT'A pautada fue la misma durante todo el estudio. Algunos
de ellos, tomaban combinacién de farmacos entre los que se encontraban: IECA
ARA-II, bloqueadores de calcio y anti-receptores {3. Por ello, se hace dificil establecer
una relacién entre el tipo de farmaco y la concentracion de sACE2, debido al bajo
namero de pacientes con HTA y a la variabilidad de farmacos pautados. Aunque
dado que la medicacién no varié durante el estudio, podriamos intuir que el tipo de
farmaco no afecta en la concentracion de sACE2, al menos en su evolucién durante
los seguimientos. Respecto a la infeccion por SARS-CoV-2, como indica la revision
realizada por Caravaca et al., en la que recogen diferentes estudios observacionales y
de casos-controles, estos tratamientos no se asocian a un mayor riesgo de infeccion

por SARS-CoV-2(175),

6. A diferencia de la medida de los otros marcadores bioquimicos, la medida de la
concentracion de sACE2 se realizd con un reactivo sin marcado CE-IVD, al no estar
disponible todavia ningin reactivo bajo el amparo de esta regulacion en el mercado.

Por este motivo hay que tener en cuenta que sus caracteristicas metrolégicas no son



tan robustas. Aunque de forma independiente de si es un reactivo implementado en
la practica clinica o no, para realizar la transferibilidad de los valores discriminantes,
y poder ser utilizados en una poblaciéon diferente, siempre deberan de ser verificados

previamente.

7. El estudio del polimorfismo rs2106809 se ha realizado en una cohorte de pacientes

pequena, por lo que no se pueden hacer extrapolacién a la poblacién general.

6.3.Futuras lineas de investigacion

Entre las posibles futuras lineas de investigacion derivadas de este estudio podemos destacar:

1. Receptores solubles como tratamiento en infecciones viricas.

Respecto al papel protector que podria realizar la sSACE2, una de las hipotesis podtia ser
que, a pesar que el ACE2 esté escindido como sACE2, conservaria cierta funcion residual
realizando una retroalimentacién negativa en la activacion de la via RAS. En apoyo a
esto, la utilizacioén de la proteina thsACE2 ha sido estudiada como una alternativa de
tratamiento en pacientes infectados con SARS-CoV-2. Hay estudios como los de Zoufaly
et al.(960) y Krishnamurthy et al.(176) en los que se asocié esta rhsACE2 con la
disminucién de la concentracién de citoquinas implicadas en la fisiopatologia de la
COVID-19, la reduccién de la carga viral y la neutralizaciéon de las particulas virales.
Aunque estos hechos pueden deberse a la evolucién natural de una infeccién viral, no
habria que descartar esta linea de investigaciéon frente a otras infecciones viricas que

tienen ACE2 como receptor.

2. Validacién de la medida de la concentracion de sACE2.

Parece necesario la validacion de un reactivo de sSACE2 para la practica clinica, sobretodo
en una cohorte independiente de pacientes, teniendo en cuenta el estado de la vacunacion
para la COVID-19, las nuevas variantes de SARS-CoV-2 y las reinfecciones en la
poblacién que podtian afectar a la concentracion de sACE2. Existen estudios que indican
que diferentes polimorfismos de ACEZ2 podrian estar implicados en la variabilidad a la
susceptibilidad de infeccion por SARS-CoV-2. En el estudio de Benetti et al.(177),
analizaron el Whole-Exome Seguencing (WES) de 131 pacientes COVID-19 frente a 258

controles y encontraron diferencias estadisticamente significativas; ademas encontraron



tres variantes implicadas en la estructura y estabilidad de la proteina ACE2 y en dos

variantes implicadas en el proceso de internalizacion.

3. Estudio de las concentraciones de sSACE2 en otras cohortes de pacientes.

Como se ha comentado anteriormente, el ACE2 esta distribuido por todo el organismo,
teniendo una elevada expresion no solo en los pulmones, si no en el sistema renal y
cardiaco. Parece necesario evaluar el ACE2 o el sSACE2 en enfermedades con alta
prevalencia como son la ECV y la ERC. En la revision de Anguiano et al.(27),
encontraron que las concentraciones de sACE2 circulantes estaban incrementadas en

pacientes con ECV y esto también lo encontraron en pacientes con ERC.

Para finalizar, aunque los hallazgos de esta tesis doctoral tienen limitaciones, los resultados
obtenidos proporcionan la base para futuros estudios sobre la sACE2 en poblaciones
independientes y a largo plazo. No parece descabellado pensar que otros coronavirus puedan
ser zoonosis y que den el salto a humanos, dando lugar a un “zovo coronavirus” que utilice
ACE2 como receptor. Ha sido ampliamente documentado que los coronavirus zoonoticos
pueden generar una epidemia, como SARS-CoV en 2003, y pandemias, como SARS-CoV-2
en 2019. Dando la casualidad de que ambos utilizan su proteina spike como llaves que abren
la puerta de entrada a la célula a través de una tnica cerradura, el receptor ACE2. Parece ser

que este es solo un episodio de una historia ain no terminada.
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