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1.1.Resumen en espaiiol
Introduccion

La enfermedad por coronavirus 2019 (COVID-19) es causada por el “severe acute respiratory
syndrome coronavirus 2” (SARS-CoV-2), y fue clasificada por la Organizacion Mundial de la Salud
como pandemia. Basados en las caracteristicas de la COVID-19 durante la fase aguda de la enfermedad,
podemos considerarla como el paradigma de la sepsis viral.

En la practica clinica diaria, mucha de la atencion se ha centrado en identificar aquellos factores
pronosticos durante la fase aguda de la enfermedad, con hallazgos similares a los descritos previamente
en la sepsis. Sin embargo, estos pacientes también pueden presentar alteraciones metabodlicas y
funcionales cuyo mecanismo fisiopatologico exacto es poco conocido en la actualidad. La investigacion
sobre la COVID-19 y su cronicidad nos permitira profundizar en el conocimiento de estas alteraciones.
Objetivos

El objetivo principal es describir las alteraciones metabdlicas y las secuelas funcionales durante
el seguimiento de los pacientes con historia previa de infeccion por SARS-CoV-2 o la COVID-19.
Como objetivos secundarios se plantea caracterizar el comportamiento del perfil lipidico en cada una
de las fases de la enfermedad, identificar las asociaciones prondsticas existentes y comparar los
pardmetros funcionales evaluados en pacientes con persistencia de los sintomas.

Material y métodos

Se incluyeron tres cohortes, una retrospectiva (Articulo 1) y dos prospectivas (Articulos 2 y
3), todas ellas procedentes de pacientes del Hospital Clinico Universitario de Valladolid tratados
durante la primera ola de la enfermedad (marzo a mayo de 2020).

El Articulo 1 incluyo a pacientes con diagnostico de la COVID-19 (n= 654) y se dividio a la
poblacion en funcion de la supervivencia a 30 dias para detectar factores metabdlicos e inflamatorios
asociados con peor prondstico.

El Articulo 2 evalu¢ la asociacion del estrés oxidativo con el perfil lipidico e inflamatorio
mediante la comparacion de 108 pacientes con la COVID-19 frente a un grupo control. La evaluacion

del estrés oxidativo se centrd en la peroxidacion lipidica (LPO por sus siglas en inglés) dada su
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capacidad para alterar la composicion de las lipoproteinas. Ademas, en este trabajo también se evaluo
el comportamiento del perfil lipidico a largo plazo entre los supervivientes de la COVID-19.

Por ultimo, el Articulo 3 se centr6 en evaluar las alteraciones funcionales durante el
seguimiento en pacientes con disnea persistente (n=41; 58,6%) comparados con un grupo de pacientes
asintomaticos (n=29; 41,4%) tras superar el cuadro agudo de la COVID-19. La evaluacion funcional se
realiz6 mediante ergoespirometria, test de los 6 minutos, ecocardiograma transtoracico y pruebas de
funcion respiratoria.

Resultados

De los 654 pacientes incluidos en el Articulo 1, sobrevivieron 505 (77,2%) y fallecieron 149
(22,8%); la mediana de edad de la poblacion global fue de 70 [58-81] afios. Los fallecidos presentaron
niveles mas bajos de colesterol total (CT) y lipoproteina de baja densidad (LDL-c) durante todo el curso
de la enfermedad, y mostraron una correlacion inversa con los marcadores inflamatorios. Ademas,
LDL-c < 69 mg/dl (HR 1,94; 95% IC 1,14-3,31), proteina C reactiva >88 mg/dl (HR 2,44; IC 95%
1,41-4,23) y la linfopenia <1.000 (HR 2,68; IC 95 % 1,91-3,78) al ingreso se asociaron de forma
independiente con la mortalidad a los 30 dias. Durante el seguimiento a corto plazo de los supervivientes
de la COVID-19 se observo un incremento del CT y principales lipoproteinas.

En el Articulo 2 la cohorte COVID-19 (n= 108) se caracteriz6 por una alta prevalencia de
factores de riesgo cardiovascular y una mediana de edad de 68,5 [59-75,5] afios. Ademads, en
comparacion a los controles sanos al momento del ingreso, los pacientes con la COVID-19 presentaron
valores mas bajos en su perfil lipidico (p<0.05) pero con un mayor estrés oxidativo (p<0.05) y respuesta
inflamatoria (p<0.05). Niveles mas elevados de LPO se asociaron de forma independiente con niveles
mas bajos de CT y niveles elevados de interleucinas pro-inflamatorias sugiriendo una causalidad.
También se observo una mejoria del perfil lipidico durante el seguimiento a largo plazo (RIQ 514 dias)
entre los supervivientes de la COVID-19. Sin embargo, aquellos con niveles elevados de LPO al
momento del ingreso presentaron durante el seguimiento un perfil aterogénico caracterizado por niveles

mas elevados de CT, LDL-c y triglicéridos, pero menores con la lipoproteina de alta densidad (HDL-

c).
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Finalmente, el Articulo 3 que analizo las alteraciones funcionales presentd una mayor
proporcion de mujeres (64,3%) con una edad media de 54.8+11.9 afios. No hubo diferencias
significativas a nivel analitico, ecocardiografico y de las pruebas de funcion pulmonar entre los que
refirieron persistencia de la disnea (n=41; 58,6%) en comparacion a los asintomaticos (n=29; 41,4%).
Los pacientes con disnea persistente presentaron una clase funcional significativamente menor y peor
calidad de vida. Ademas, los hallazgos de la ergoespirometria mostraron un VE/Vco: slope mayor (32
vs. 29,4; p=0,022) y un PETco, menor (34,5 vs. 38 mmHg; p=0,025) sugiriendo ineficiencia ventilatoria.
Conclusiones

La COVID-19 se asocia a una disminucion del perfil lipidico (CT, LDL-c y HDL-), transitoria
y probablemente secundaria al aumento del estrés oxidativo e inflamacion. El LDL-c junto con
marcadores inflamatorios (proteina C-reactiva e IL-6) fueron los biomarcadores que se asociaron de
forma independiente con la mortalidad por todas las causas durante la fase aguda de la COVID-19.
Ademas, durante el seguimiento a largo plazo se observo un perfil aterogénico entre los supervivientes
de la COVID-19 con respuestas oxidativas mas intensas al momento del ingreso.

También observamos que los pacientes con persistencia de los sintomas durante el seguimiento
presentaron una peor calidad de vida y una clase funcional deprimida. Los hallazgos de la

ergoespirometria sugieren que existe una ineficiencia ventilatoria o sindrome de hiperventilacion.
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1.2 Abstract
Introduction

Coronavirus disease 2019 (COVID-19) is caused by severe acute respiratory syndrome
coronavirus 2 (SARS-CoV-2), being classified by the World Health Organization as a pandemic. Based
on the characteristics of COVID-19 during the acute phase of the disease, we can consider it as the
paradigm of viral sepsis.

In daily clinical practice, much attention has been focused on identifying those prognostic
factors during the acute phase of the disease, with findings similar to those previously described in
sepsis or septic shock. However, patients with infections may also present metabolic and functional
disturbances. To date, the pathophysiological mechanism behind these processes is unknown.
Therefore, it seems evident that the situation of COVID-19 and its chronicity will allow us to deepen
our knowledge of these alteration.

Objectives

The main objective is to describe the metabolic disturbances and functional sequelae during the
follow-up of patients with a previous history of SARS-CoV-2 or COVID-19 infection. Secondary
objectives are to characterize the behavior of the lipid profile in each of the phases of the disease, to
identify the existing associations and to compare the functional parameters evaluated in patients with
persistent symptoms.

Material and methods

Three cohorts were included, one retrospective (Article 1) and two prospective (Articles 2 and
3), all of them from patients at the Hospital Clinico Universitario de Valladolid treated during the first
wave of the disease (March to May 2020).

Article 1 included those patients diagnosed with COVID-19 (n= 654) and the population was
analyzed according to 30-day survival to detect metabolic and inflammatory factors associated with
WOTSe prognosis.

Article 2 evaluated the association of oxidative stress with the lipid and inflammatory profile
by comparing 108 patients with COVID-19 with healthy controls. The evaluation of oxidative stress

focused on lipid peroxidation (LPO) given its ability to alter the composition of lipoproteins. In
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addition, this work also evaluated the behavior of the long-term lipid profile among survivors of
COVID-19.

Lastly, Article 3 focused on evaluating functional changes during follow-up in patients with
persistent dyspnea (n=41; 58.6%) compared with a group of asymptomatic patients (n=29; 41.4%) after
overcoming the acute phase of COVID-19. Functional assessment was performed by ergospirometry,
6-minute walking test, transthoracic echocardiogram, and respiratory functional tests.

Results

Of the 654 patients included in the Article 1, 505 (77.2%) survived and 149 (22.8%) died, the
median age of the overall population being 70 [58-81] years. The deceased individuals presented lower
total cholesterol (TC) and low dense lipoprotein (LDL-c) levels throughout the course of the disease,
showing an inverse correlation with inflammatory markers. In addition, LDL-c < 69 mg/dl (HR 1.94;
95% CI 1.14-3.31), C-reactive protein >88 mg/dl (HR 2.44; 95% CI 1.41-4.23) and lymphopenia <1000
(HR 2.68; 95 % CI 1.91-3.78) at admission were independently associated with 30-day mortality.
During short-term follow-up of COVID-19 survivors, an increase in TC and major lipoproteins was
observed.

In Article 2 the COVID-19 cohort (n= 108) was characterized by a high prevalence of
cardiovascular risk factors and a median age of 68.5 [59-75.5] years. In addition, compared to healthy
controls at the time of admission, patients with COVID-19 presented lower values in their lipid profile
(»<0.05) but with greater oxidative stress (p<0.05) and inflammatory response (p< 0.05). Higher LPO
levels were independently associated with lower levels of TC and elevated levels of pro-inflammatory
interleukins suggesting a causality. An improvement in lipid profile was also observed during long-
term follow-up (IQR 514 days) among COVID-19 survivors. However, those with elevated LPO levels
at admission presented an atherogenic profile during follow-up characterized by higher levels of TC,
LDL-c, and triglycerides, but lower levels of high-density lipoprotein (HDL-c).

Finally, the Article 3 that analyzed functional alterations presented a higher proportion of
women (64.3%) with a mean age of 54.811.9 years. There were no significant differences at the
analytical, echocardiographic and pulmonary functional test levels between those who reported

persistent dyspnea (n=41; 58.6%) and the asymptomatic patients (n=29; 41.4%). Subjects with
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persistent dyspnea had significantly lower functional class and worse quality of life; In them,
cardiopulmonary exercise test demonstrated greater VE/Vcoz slope (32 vs. 29.4; p=0.022) and smaller
PETco2 (34.5 vs. 38 mmHg; p=0.025) suggesting a ventilatory inefficiency or hyperventilation
syndrome.
Conclusions

The conclusion of this research was that COVID-19 is associated with a decrease in plasmatic
lipid levels, being transient and probably secondary to increased oxidative stress and inflammation.
LDL-c together with inflammatory markers (C-reactive protein and IL-6) were the biomarkers that were
independently associated with all-cause mortality during the acute phase of COVID-19. Furthermore,
during long-term follow-up we observed an atherogenic lipid profile among COVID-19 survivors with
stronger oxidative responses at admission.

Subjects with persistence of symptoms during follow-up presented worse quality of life and
depressed functional class. Cardiopulmonary exercise test findings suggest ventilatory inefficiency or

hyperventilation syndrome.

24



2.INTRODUCCION

25



26



2.1 Introduccion y contenido

La enfermedad por coronavirus 2019 (COVID-19) es causada por un beta-coronavirus
conocido como ‘“‘severe acute respiratory syndrome coronavirus 2” (SARS-CoV-2), clasificada por la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS) como pandemia dada la elevada morbilidad y mortalidad que
ha causado a nivel global desde el afio 2020."

Basados en las caracteristicas de la COVID-19 durante la fase aguda de la enfermedad,
podemos considerarla como el paradigma de la sepsis viral® dado que se caracteriza por una
sobreproduccion de radicales libres y respuesta inflamatoria excesiva.’ Los efectos de esta respuesta se
traducen en una disfuncion a nivel celular, llegando en el peor de los casos a un fracaso organico que
puede ser irreversible en caso de no adoptarse las medidas de soporte adecuadas.* En la practica clinica
diaria mucha de la atencion se ha centrado en la afectacion cardiovascular, hematologica, hepatica,
neurologica, respiratoria y renal que pueden presentar los pacientes en situacion de sepsis o shock
séptico (ver Figura 1).> Sin embargo, las alteraciones metabdlicas parecen también estar implicadas en
estos procesos. Concretamente, la hipolipoproteinemia asociada a la sepsis es usualmente pasada por
alto a pesar de que el colesterol juega un papel fundamental en las funciones biologicas del ser humano.
Ademas, dicha alteracion metabolica podria perdurar en el tiempo, lo que podria traducirse en un mayor
riesgo cardiovascular tal y como sucede en algunas patologias autoinmunes e inflamatorias.’

Por otro lado, tradicionalmente se ha pensado que los procesos infecciosos agudos son
dicotomicos sin tener en cuenta que estos se pueden asociar a trastornos cronicos y en ultima instancia
afectar al pronodstico de los pacientes. Dicha entidad es conocida como sindrome infeccioso post-agudo
(PAIS por sus siglas en inglés), donde los pacientes no acaban de lograr una recuperacion completa, en
el que destaca el deterioro clinico y funcional a largo plazo.” A dia de hoy se desconoce el mecanismo
fisiopatologico que concurre detras de estos procesos, pero la situacion de la COVID-19 y su cronicidad
permitira profundizar en el conocimiento de estos sindromes.'

En resumen, la evidencia cientifica y clinica se ha focalizado en gran medida en la fase aguda
de las infecciones sin prestar atencion a las secuelas cronicas. Por ello, dada la necesidad de una mayor

investigacion biomédica basica, este proyecto de Tesis Doctoral presenta el resultado de una detallada
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investigacion sobre la afectacion metabolica y funcional de la COVID-19 con especial énfasis en el

seguimiento de este grupo de pacientes desde un enfoque multidisciplinar.

Figura 1. Principales 6rganos que son monitorizados en los pacientes con sepsis para

cuantificar el grado de disfuncion organica.
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Adaptado de Lelubre C, et al. Mechanisms and treatment of organ failure in sepsis. Nat Rev Nephrol. 2018;14(7):417-427).5

2.2 Clasificacion de la COVID-19

El conocimiento de la COVID-19 ha aumentado progresivamente desde que fuera reportado el
primer caso de infeccion por SARS-CoV-2. Desgraciadamente, los primeros meses de la pandemia se
caracterizaron por una alta tasa de hospitalizacion y de mortalidad. Este hecho favorecio que fuera muy
dificil desarrollar una estrategia para la prevencion, diagndstico y tratamiento de la enfermedad. Un
paso clave que permitiéo comprender la evolucion de la COVID-19 fue la caracterizacion fenotipica de
los pacientes durante la fase aguda de la enfermedad,®'® lo que permitio establecer estrategias
terapéuticas que mejoraron el prondstico de los pacientes.'' Sin embargo, la COVID-19 también es
considerada hoy en dia como una patologia que puede progresar hacia una enfermedad crénica.’

Por tanto, una correcta clasificacion de la enfermedad, que ha de centrarse en diferentes
aspectos de la misma, puede ayudar a utilizar de manera mas eficiente los recursos sanitarios. La

estandarizacion de cada una de las etapas permitird el desarrollo de estrategias diagnosticas y
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terapéuticas cuyo objetivo final serd mejorar la calidad de vida de los pacientes y disminuir la morbi-
mortalidad asociada a la COVID-19.
2.2.1 Relativa al marco temporal y aparicion de los sintomas

Desde comienzos de la pandemia ha existido mucha incertidumbre respecto al periodo de
incubacion de la infeccion por SARS-CoV-2, lo que ha llegado a condicionar las medidas de prevencion
adoptadas por los gobiernos.'*!* La posibilidad de detectar la infeccion aumenta de forma exponencial
en el momento del inicio de los sintomas, aunque existe una gran variabilidad en la expresion clinica.
De forma simplificada podemos clasificar a la infeccion por SARS-CoV-2 en funcion del momento de
aparicién y/o persistencia de los sintomas (ver Figura 2) referidos por el paciente.' Segiin ello, se define
como:

1/ Fase aguda: Engloba las cuatro primeras semanas desde el inicio de los sintomas. Durante
este periodo la probabilidad de obtener un resultado positivo en las pruebas diagnosticas es mas elevado.

2/ Fase subaguda: Es definido como la persistencia de los sintomas desde las cuatro hasta las
doce semanas del inicio de los sintomas (COVID-19 agudo).

3/ Fase cromica: Incluye aquel grupo de pacientes con persistencia de los sintomas o
complicaciones tardias mas alla de las doce semanas desde la fase aguda de la enfermedad.

Es importante mencionar que cada una de las pruebas diagnésticas va a jugar un papel segin
en la fase de la enfermedad en la que nos encontremos, donde el contexto clinico es de vital importancia

para un diagnostico adecuado.

2.2.2 Relativa a la severidad de los signos y sintomas

La COVID-19 se caracteriza por una respuesta inflamatoria que puede evolucionar hacia una
situacion de dafio organico irreversible en el peor de los casos.’ La historia natural de esta enfermedad
es variable entre individuos y variantes del SARS-CoV-2,"* donde podemos encontrar los siguientes

escenarios clinicos (ver Figura 3)'°:

1) Infeccion por SARS-CoV-2 (asintomaticos): Son aquellos individuos que no refieren sintomas

compatibles con la COVID-19, pero que tiene un resultado positivo en las pruebas realizadas.
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2) COVID-19 leve: Los pacientes refieren sintomas o signos compatibles con la COVID-19. Los
sintomas mas frecuentes son fiebre, tos y malestar generalizado. Destaca la ausencia de disnea
o evidencia radiologica de neumonia.

3) COVID-19 moderado: Este grupo de pacientes presentan una evidencia clinica o radioldgica
de afectacion del sistema respiratorio, aunque suelen mantener una saturacion de oxigeno >94%
a pesar de dicha afeccion.

4) COVID-19 severo: Se caracteriza por una disfuncion respiratoria, pudiendo objetivar una
hipoxemia (saturacion de oxigeno <94% o PaO,/FiO, <300 mm Hg) que se traduce
clinicamente en hiperventilacion (frecuencia respiratoria > 30 respiraciones por minuto) y
necesidades crecientes de oxigenoterapia. A nivel radiologico este grupo de pacientes suele
presentar una afectacion difusa del parénquima pulmonar.

5) COVID-19 critico: Se trata del grupo de pacientes con una mayor mortalidad y donde los datos
de afectacion organica ya no se encuentran exclusivamente a nivel del sistema respiratorio. Por
consiguiente, las alteraciones a nivel celular son lo suficientemente importantes como para
inducir una situacion de shock (distributivo, cardiogénico o mixto).

El documento mas reciente de consenso sobre la sepsis la define como una disfunciéon orgéanica
resultado de una respuesta patoldgica del huésped frente a una infeccion, que puede llevar a una
mortalidad y donde los casos mas severos (shock séptico) asocian alteraciones a nivel metabdlico,
celular y circulatorio.'® De esta definicion debemos de excluir la respuesta inflamatoria sistémica (SIRS
por sus siglas en inglés), debido a que muchos procesos no infecciosos pueden desarrollarlos.!” Por
tanto, podemos considerar que la infeccion leve corresponde a un SIRS, mientras que la infeccion
moderada-severa seria una “sepsis viral” y los casos criticos son considerados como una forma de
“shock séptico”. No obstante, no debemos de olvidar que la severidad de la enfermedad puede verse
influenciada por multiples factores externos, principalmente en pacientes de mas edad y

pluripatolégicos.'®
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Figura 2. Linea temporal de la fase aguda y cronica de la COVID-19.
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Adaptado de Nalbandian, A. et al. Post-acute COVID-19 syndrome. Nat Med 27, 601-615 (2021).1

Figura 3. Presentacion clinica de la infeccion por SARS-CoV-2.
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2.2.3 Relativa a las secuelas cronicas

Se espera que a lo largo de los afios la fase cronica de la enfermedad se convierta en un problema
de salud publica debido a la magnitud de la pandemia.! Estudios recientes han observado que dicha
cronicidad puede aparecer independientemente de la severidad de la enfermedad durante su fase
aguda.'" El “Instituto Nacional para la Atencién y la Excelencia en Salud del Reino Unido” define
como COVID-19 persistente la persistencia de los sintomas o aparicion de complicaciones mas alla de
las 4 semanas desde la fase aguda de la enfermedad. “La Sociedad Americana de Cardiologia” ha
definido en un documento de consenso a esta entidad como “Secuelas post-agudas de la infeccioén por
COVID-19” (PASC por sus siglas en inglés) y se distinguen dos grupos de pacientes en funcion de la
evidencia o no de enfermedad cardiovascular que justifique la persistencia de los sintomas referidos."
Por consiguiente, podriamos clasificar al COVID-19 persistente como:

1/ PASC-enfermedad cardiovascular: Existe evidencia de afectacion organica persistente que
justifica los sintomas.

2/ PASC-sindrome cardiovascular: No se objetiva dafio organico, aunque los pacientes reportan
la persistencia de sintomas donde destacan la disnea y fatiga.

Esta clasificacion cobra relativa importancia en los pacientes en los que no encontramos
evidencia de enfermedad cardiovascular o respiratoria que justifique la persistencia de los sintomas. Por
lo que representan una zona gris que precisa de mas estudios.

2.3 Fase aguda de la infeccion por SARS-CoV-2

La sepsis es considerada como un problema de salud mundial con una incidencia estimada de
mas 189 casos por cada 100.000 habitantes por afio.”” La mortalidad asociada a la sepsis se sitia en
torno al 23-26%.%°*! Por tanto, un diagnostico y tratamiento precoz puede condicionar el prondstico de
los pacientes. Con ese objetivo en el afio 2016 la Sociedad Americana y Europea de Medicina Intensiva,

junto con otros grupos de trabajo, desarrollaron la 3 definicion de Sepsis (ver Tabla 1).'®
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Tabla 1. Definicion de Sepsis y Shock séptico

Tercer consenso internacional para la definicion de Sepsis y Shock séptico (Sepsis-3)

Disfuncion organica potencialmente mortal debido a una respuesta anormal del huésped a
la infeccion

Sepsis
Inicio marcado por el comienzo de cualquier disfuncion organica alejada del sitio de la
infeccion
Subgrupo de sepsis en el que las anomalias circulatorias, metabdlicas y celulares
subyacentes son lo suficientemente profundas como para aumentar sustancialmente la
mortalidad
Shock séptico

Definido de forma practica como la necesidad de terapia vasopresora para mantener una
presion arterial media de >65 mmHg y por un aumento del nivel de lactato plasmatico de
>2 mmol/L

Adaptado de Hotchkiss RS, et al. Sepsis and septic shock. Nat Rev Dis Primers. 2016,2:16045. 16

La sepsis comienza en el momento en que el sistema inmunolédgico identifica los patrones
moleculares asociados a patdogenos y se activa la cascada inflamatoria como respuesta a las infecciones
por bacterias, hongos o virus.* De forma general, podemos decir que el SARS-CoV-2 puede inducir
procesos inflamatorios que se traducen en el peor de los casos en un dafio sistémico, entidad que se
conoce como la COVID-19. A continuacion, se resumen las principales caracteristicas de la COVID-
19 durante la fase aguda de la enfermedad y las alteraciones que esta puede asociar.

2.3.1 Epidemiologia

La COVID-19 es una enfermedad que ha tenido un gran impacto en los sistemas sanitarios de
muchos paises, llegando en alguno de los casos al colapso durante las primeras etapas de la pandemia.
Actualmente el nimero de casos reportado a la OMS asciende a més de 663 millones con una mortalidad
del 1.01%. Europa es el continente mas afectado a nivel mundial con mas de 270 millones de casos
confirmados, donde en Espana acumula desde comienzos de la pandemia un total de mas de 13 millones
de casos con una mortalidad de hasta el 0.86%. *

2.3.2 Factores de riesgo

La severidad de la infeccion por SARS-CoV-2 es muy variable y ha ido cambiando desde el
inicio de la pandemia. Aquellos que desarrollan las formas mas severas se caracterizaron por ser varones
con edades mas avanzadas y/o una alta prevalencia de diabetes mellitus, dislipemia e hipertension

arterial. **** Similares hallazgos han sido descritos respecto a la mortalidad asociada a la COVID-19%2¢
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donde el sexo, la edad y los factores de riesgo cardiovascular parecen ser el eje comun. Diversos meta-
analisis han analizado la influencia de cada uno de estos factores en la severidad y mortalidad de la
COVID-19 con resultados similares'®*’!, pero han estado sujetos a una alta heterogeneidad dada la
naturaleza observacional de los estudios y diferentes grupos de poblacion.*

Al mismo tiempo, se ha visto que la tormenta de citocinas podria ser responsable del dafio
colateral observado en los casos mas severos.” Este hallazgo es de vital importancia dada las
implicaciones pronosticas y terapéuticas que conlleva. Por tanto, no es de extrafiar que se observara una

asociacion entre los marcadores inflamatorios *? y de dafio tisular’®**

con el riesgo de desarrollar formas
mas severas de la COVID-19. Estos hallazgos se ven reforzados por una menor mortalidad a los 28 dias
cuando se comparaba el uso de glucocorticoides (riesgo relativo [RR] 0,82; intervalo de confianza [IC]
95% 0,72—0,95)34 y/o interleucina (IL)-6 (odds ratio [OR] 0,78; IC 95%, 0,69-0,88)*° con el tratamiento
estandar.

En cambio, actualmente se desconoce por qué los pacientes varones con mas edad y
comorbilidades estan sujetos a un mayor riesgo en comparacion a poblaciones con un perfil
epidemiologico diferente.*® Estudios previos con otras patologias infecciosas observaron que existen
diferencias a nivel inmunoldgico en probable relacion a una respuesta inmune mas atenuada en los
hombres”’, lo que podria extrapolarse a la COVID-19.% Por el contrario, varias son las hipétesis que se
plantean respecto a la edad, donde parece que esta pierde relevancia a favor de las comorbilidades entre
los pacientes jovenes.****** En este aspecto, cabe mencionar que tanto la edad como las comorbilidades
presentes en los pacientes con una mayor mortalidad por la COVID-19 se asocian a procesos
inflamatorios crénicos® y a un mayor estrés oxidativo.*** De hecho, se ha descrito que aquellos

pacientes con una mayor severidad y mortalidad presentan un mayor estrés oxidativo,**®

aunque este
es de dificil valoracion con las herramientas disponibles en la practica clinica diaria.

Por ultimo, no debemos olvidar la existencia de diferentes variantes del SARS-CoV-2 cada una
con una infectividad y letalidad variables. Sin embargo, la evidencia cientifica ha demostrado que

también existen factores protectores, donde las vacunas juegan un papel fundamental ya presente y

demostrado en otras patologias infecciosas. En el caso de la COVID-19, estudios clinicos han
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demostrado disminuir la severidad de la COVID-19 donde las dosis de refuerzo parecen también
conferir una mejor proteccion frente a diferentes variantes.*” Todo esto pone de manifiesto la necesidad
de profundizar de forma continuada en el conocimiento de la COVID-19 a pesar del gran esfuerzo
realizado a lo largo de los tltimos afios, lo que a su vez permitira extrapolar dicho conocimiento a otras
patologias infecciosas con el objetivo de optimizar las medidas de prevencion, diagnostico y tratamiento
para mejorar el pronostico de nuestros pacientes.
2.3.3 Presentacion clinica

La sepsis, tal y como hemos descrito con anterioridad (ver Tabla 1), se caracteriza por una
disfuncion organica que puede ser practicamente letal en caso de no administrar un tratamiento precoz.
Raramente se presenta con el fallo de un solo 6rgano diana, donde alteraciones de un sistema pueden
llevar a una situacion de fracaso multiorganico. En este contexto, el mecanismo fisiopatologico detras
de la sepsis genera una serie de alteraciones a nivel celular, metabdlico y hemodinamico en el que el
sistema inmune juega un papel fundamental en su desarrollo.*>'®

Si tenemos en cuenta que la COVID-19 puede ser definida como el paradigma de la sepsis
viral,” no es de extrafiar que la evidencia cientifica actual hable de una afectacion sistémica secundaria
a una respuesta inmune e inflamatoria patoldgicas durante la fase aguda de la enfermedad. Esta
respuesta comparte ciertos aspectos con la sepsis, donde destacan el dafio endotelial y del sistema de
coagulacion.'>**° Por ello, y de forma breve, vamos a presentar las principales alteraciones de los

sistemas mas importantes durante la fase aguda de la COVID-19 (ver Tabla 2).'¢
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Tabla 2. Resumen de las principales alteraciones observadas durante la fase aguda y cronica de la

COVID-19.

COVID-19 (fase aguda)

Sindrome Post-COVID

Manifestaciones sistémicas

Fiebre
Debilidad
Astenia
Temblores

Fatiga y astenia
Falta de concentracion
Limitacion de las actividades diarias
Malestar cronico

Disnea y Tos
Neumonia intersticial

Disnea y tos cronica
Reagudizacion asmatica

Manlf.estac1f)nes Sindrome del distrés respiratorio Disminucion DLco
respiratorias . .
agudo Alteraciones radiologicas
Hemoptisis Pleuritis
Alteracion del suefio
Alteraciones del olfato y el gusto Cefalea cronica
Encefalopatia Alteracion del olfato y gusto
Delirium Depresion y ansiedad
Manifestaciones Accidentes cerebrovasculares Trastorno de estrés postraumatico
neuropsiquiatricas Reacciones de estrés Mareos, desequilibrio y vértigo

Psicosis

Psicosis y alucinaciones

Pérdida sensorial Neuropatias
Alteracion deambulacion Temblor postural
Sindrome del dolor
Manifestaciones musculo- Mialgias Mialgias

esqueléticas

Dolor articular

Dolor articular y artritis

Manifestaciones cardiacas

Dafio miocérdico
Miocarditis
Insuficiencia cardiaca aguda
Miocardiopatias
Arritmias cardiacas

Dolor toracico atipico
Palpitaciones y taquicardia
Alteracion de la conduccion y arritmias
Hipotension ortostatica
Sincope vasovagal

Coagulopatia intravascular

Manifestaciones vasculares diseminada Flebitis y tromboflebitis
Eventos tromboembdlicos
Diarrea Pérdida de apetito y peso
Manifestaciones Nausea y vomitos Dolor abdominal
gastrointestinales Dolor abdominal Sindrome del intestino irritable
Alteracion del perfil hepatico Disfagia
Hiperglucemia persistente
Manifestaciones Diabetes mellitus Tirotoxicosis subaguda
endocrinas Cetoacidosis diabética Tiroiditis de Hashimoto

Enfermedad de Graves

Manifestaciones renales

Insuficiencia renal aguda

Disminucion filtrado glomerular
Microhematuria

Manifestaciones
dermatologicas

Erupcion cutanea

Erupcion cutanea
Telogen effluvium (alopecia)
Alteraciones de las uiias

Alteraciones analiticas

Elevacion neutréfilos
Elevacion dimero-D

Anemia

Alteracion del perfil lipidico
Elevacion HbAlc
Disminucién albimina

Alteracion del perfil hepatico
Trombocitosis y trombocitopenia
Alteracion del perfil de coagulacion

Adaptado de Mehandru S, Merad M. Pathological sequelae of long-haul COVID. Nat Immunol. 2022;23(2):194-202.¢
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2.3.3.1 Cardiovascular

El espectro clinico de la afectacion del sistema cardiovascular es diverso, pero destaca el dafio
miocardico ampliamente estudiado y con valor prondstico durante la fase aguda de la enfermedad.’'*
La incidencia real es variable segun las series y severidad de los pacientes, pero se ha llegado a describir
una elevacion en hasta el 50% de los casos durante el ingreso hospitalario o entre los fallecidos.” En
consonancia con dichas observaciones, un meta-analisis que evalio una cohorte de >12.000 pacientes
reportd que niveles elevados de troponina se asociaban a una mayor mortalidad (OR 4,75; 1C 95% 4,07—
5,53) independientemente de la edad, sexo y factores de riesgo cardiovascular.’

Varias son las hipotesis que justifican el dafio miocardico en la COVID-19 y estas son (ver
Figura 4) una cardiotoxicidad directa por el tropismo cardiaco del SARS-CoV-2 (incluye endotelitis)
e indirecta por un mecanismo inmuno-mediado (citotoxicidad) como respuesta a la infeccion.” Aunque
no debemos de olvidar que también puede ser la consecuencia de un empeoramiento de patologia

cardiaca previa o un efecto adverso asociado a los tratamientos utilizados durante las primeras olas de

la pandemia.

Figura 4. Mecanismos del dafio miocardico durante la fase aguda de la infeccion por SARS-CoV-2.
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Adaptado de Siripanthong B, et al. The Pathogenesis and Long-Term Consequences of COVID-19

Cardiac Injury. JACC Basic Transl Sci. 2022;7(3):294-308.53
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En este contexto, el dafio miocardico puede asociarse a diferentes presentaciones clinicas’ tal
y como se ha reportado en otras patologias infecciosas®® entre las que destacan: 1/ la inflamacién del
tejido miocardico (miocarditis) o del pericardio (pericarditis); 2/ el infarto agudo miocardio, ya sea por
una oclusion trombdtica aguda (tipo I) o por un problema de la oferta-consumo de oxigeno (tipo II); 3/
la miocardiopatia por estrés, con una incidencia estimada del 7.75% y caracterizada por ausencia de
enfermedad coronaria significativa y; 4/ la insuficiencia cardiaca derecha secundaria a
tromboembolismo pulmonar o sindrome del distrés respiratorio agudo (SDRA).*-3%

Estas complicaciones tienden a asociar disfuncion ventricular y arritmias cardiacas en los casos
mas severos,”’ y pueden ser en el mejor de los casos transitorias tal y como sucede con la miocardiopatia
séptica.”’ Desafortunadamente, hasta un 33% de los pacientes desarrollaron shock cardiogénico con una
mortalidad estimada del 26%.
2.3.3.2 Hematologica

El fenotipo hematolégico relacionado con la infeccion por SARS-CoV-2 es muy amplio y

variado*’

, pero nuevamente vuelve a presentar hallazgos que han sido descritos previamente en otras
infecciones virales™ y en la sepsis.”” Entre ellos destaca la linfopenia por su asociacion con la progresion
y mortalidad de la COVID-19 (HR 1,62; IC 95% 1,27-2,08).° Se han sugerido varios mecanismos para
la linfopenia entre los destacan la muerte celular programada (apoptosis y piroptosis) y el agotamiento
celular,”' y es la tormenta de citocinas uno de los factores precipitantes mas plausibles.’

Sin embargo, la COVID-19 también puede presentar otras citopenias cuyo mecanismo puede
ser autoinmune o secundario al dafio tisular inducido por las células inmunitarias y sus mediadores.
34930 En este sentido, destaca la trombocitopenia la cual también se ha asociado con la progresion y la
mortalidad de la COVID-19 (HR 1,74; IC 95% 1,36-2,22)%, tal como ha sido previamente descrito en
la sepsis o en la coagulopatia intravascular diseminada.®*%
2.3.3.3 Hepatica

La disfuncion hepatica es una complicacién frecuente en la sepsis,* y est4 presente en un 23%

de los pacientes con la COVID-19. Cuando aparece en el contexto de la infeccion por SARS-CoV-2,

se asocia a un mayor riesgo de desarrollar formas severas de la COVID-19 (OR 3,61; IC 95%: 2,60-
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5,02).% La presencia de insuficiencia hepatica aguda es un factor de mal pronéstico, fundamentalmente
por el riesgo de desarrollar fracaso multiorganico.™

Actualmente se desconoce cual es el mecanismo que conduce al fracaso hepatico, aunque puede
asemejarse a la sepsis.** En el contexto de la COVID-19 y dada la tendencia a cursar con SDRA, una
de las causas mas plausibles es la isquemia aguda secundaria a una situacion de hipoxia severa, aunque
otra alternativa es la hipoperfusion que ocurre en los casos de shock séptico,®® ambas concordantes con
la degeneracion acuosa de algunos hepatocitos observada en el examen histopatologico del tejido
hepatico.” Sin embargo, como ya hemos mencionado previamente, existe la posibilidad de un dafio
directo al hepatocito (via la enzima convertidora de angiotensina II) o indirecto a través de una respuesta
hiperinflamatoria secundaria a la tormenta de citocinas.®® También existe la posibilidad de que se trate
de toxicidad farmacoldgica por lopinavir/ritonavir, remdesivir y tocilizumab.®’
2.3.3.4 Metabdlica

Las alteraciones metabolicas presentes en los pacientes con sepsis o shock séptico suelen ser el
resultado de una disfuncion celular, donde destaca la alteracion de la funcién mitocondrial y el aumento
del estrés oxidativo.*® Desafortunadamente, a nivel sistémico solo son perceptibles una vez conducen
a la disfuncion organica, por lo que es indispensable que gran parte del esfuerzo se focalice en identificar
aquellos factores que se asocian a un mayor riesgo de progresion de la enfermedad para facilitar la toma
de decisiones médicas.

En este sentido, destacan las alteraciones del perfil lipidico dada las multiples funciones
bioldgicas que desarrolla el colesterol (ver Figura 5).° Estudios observacionales han reportado que
niveles disminuidos de colesterol y lipoproteinas se asocian a una menor capacidad antioxidante,” lo
que justificaria su asociacién con una mayor mortalidad.”"’> También se han reportado hallazgos

similares en los pacientes con la COVID-19,7*"*

aunque se desconoce cual es la causa precipitante.
Diversas razones pueden justificar estas observaciones, pero el factor determinante podria ser el

fenotipo inflamatorio de la COVID-19.%7

39



Figura 5. Funciones biologicas del colesterol y sus metabolitos.
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Adaptado de Hofmaenner DA, et al. The Many Roles of Cholesterol in Sepsis: A Review. Am J Respir Crit Care
Med. 2022;205(4):388-396.%°

Ademas, existen otras evidencias del impacto de la COVID-19 en el metabolismo, estando
descrita una mayor mortalidad intrahospitalaria entre aquellos pacientes que desarrollan una
cetoacidosis diabética o alteraciones en la funcién tiroidea.*
2.3.3.5 Neurologica

Las manifestaciones neurologicas de la sepsis suelen ser centrales caracterizadas por
alteraciones del nivel de consciencia o reflejo de una encefalopatia por fracaso renal o hepatico.”*’” Sin
embargo, en la COVID-19 se ha reportado una afectacion tanto central como periférica (ver Tabla 3)
con una prevalencia muy variable.”®”

De las manifestaciones neurologicas destaca el dafio isquémico en el sistema nervioso central,
con una mayor mortalidad intrahospitalaria (OR 5,21; IC 95% 3,43—7,90).%° El dafio hemorragico agudo
también asocia una mayor mortalidad intrahospitalaria (OR 2,43; IC 95% 1,96—3,00).81Ambas
complicaciones son mas frecuentes que en otras infecciones respiratorias,* probablemente debido a la

fisiopatologia caracteristica de la COVID-19 en la que destaca una inflamacion sistémica y

coagulopatia.®’
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Tabla 3. Ejemplo de manifestaciones neurologicas reportadas durante la fase aguda de la COVID-19.

Sistema nervioso central Sistema nervioso periférico
Ataque isquémico transitorio o ictus Alteracion del gusto y olfato
Encefalitis Disautonomia
Encefalopatia Guillain-Barré
Epilepsia Neuropatia periférica
Mielitis Paralisis facial

2.3.3.6 Respiratoria

A nivel respiratorio una de las complicaciones mas temidas de la sepsis debido a su alta
mortalidad es el SDRA, que se presenta en hasta el 10% de los pacientes que precisan de ingreso en la
unidad de cuidados intensivos (UCI).** El SDRA se caracteriza por tres fases: una fase exudativa donde
existe un dafio de la barrera endotelial y epitelial, lo que se traduce en un edema no-cardiogénico; una
segunda proliferativa cuyo objetivo es regenerar el tejido dafiado; y una tercera fase final caracterizada
por una re-epitelizacion inadecuada que conlleva a una fibrosis pulmonar.®

Las formas severas de la COVID-19 también pueden manifestarse como un SDRA (ver Figura
6), ,*® cuya presencia se ha asociado a una mayor mortalidad en la UCI (OR ajustada 6,52; IC 95%
2,66-16,01).*" Sin embargo, la estancia hospitalaria y mortalidad a todas las causas (OR 1,25; IC 95%

1.88

0,78-1,99) es comparable con aquellos SDRA que desarrolla la poblacion general.® En general, la

inflamacion aguda es el mecanismo que sirve como nexo de unién de ambas entidades™***#

y que
podria explicar por qué los glucocorticoides han demostrado ser utiles en el SDRA.** Por ultimo,
durante la fase aguda de la enfermedad los defectos de perfusion se encontraron con mayor frecuencia
en las formas severas de la COVID-19* sin existir una clara asociacion con una mayor mortalidad (OR

1,31; IC 95% 0,82-2,08),” aunque nuevamente con tasas’' y riesgo similar (RR 1,25; IC 95% 0,77—

2,03) a las reportadas en aquellos pacientes sin COVID-19.%
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Figura 6. Patogénesis de la afectacion pulmonar en la COVID-19
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Adaptado de Osuchowski MF, et al. The COVID-19 puzzle: deciphering pathophysiology

and phenotypes of a new disease entity. Lancet Respir Med. 2021;9(6):622-642.4%

2.3.3.7 Renal

La insuficiencia renal aguda es una complicacion clasica de la sepsis con una incidencia anual
estimada en maés del 25%” y que asocia una mayor mortalidad en los casos que desarrollan shock
séptico (OR 2,11; 95% IC 1,27-3,52).° La frecuencia de la insuficiencia renal aguda en la COVID-19
es del 51% en las formas severas de la enfermedad, aunque sin diferencias en comparacion a otros
coronavirus (56%; IC 95% 37%-74%, p = 0,610) o virus respiratorios (63%; IC 95% 43%-79%, p =
0,255).” En relacion a la mortalidad, la insuficiencia renal aguda también se asocid a una mayor
mortalidad (OR 30,46; IC 95% 18,33-50,59) independientemente de la edad u otras complicaciones
asociadas.”

Los mecanismos propuestos para el dafio renal agudo son diversos y existe la posibilidad de
una accion directa del SARS-CoV-2 sobre las estructuras renales. También podemos encontrar
mecanismos similares a los previamente reportados en la sepsis, tales como: hipoxia, toxicidad

farmacolégica, rabdomidlisis, co-infecciones y alteraciones hemodinamicas.****°” No obstante, dada la
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fisiopatologia de la COVID-19, destacan la accion indirecta de la respuesta inflamatoria con la tormenta
de citocinas con afectacion de varios sistemas que se traducen en un dafio endotelial e isquemia

glomerular lo cual contribuye al desarrollo de la insuficiencia renal aguda (ver Figura 7).”

Figura 7. Efectos indirectos de la infeccion por SARS-CoV-2 en el dafio renal agudo.
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Adaptado de Ahmadian E, et al. Covid-19 and kidney injury: Pathophysiology and molecular mechanisms.

Rev Med Virol. 2021;31(3):¢2176.”

2.4 Fase cronica de la infeccion por SARS-CoV-2

La sepsis es una patologia con una elevada mortalidad hospitalaria que no esta exenta de
complicaciones a largo plazo entre los supervivientes.”*'”' Estas se conocen como el sindrome post-
UCI (ver Figura 8) pudiendo marcar la evolucion clinica y el prondstico del paciente durante el
seguimiento.'”!'”® Sin embargo, aunque hay una relacion clara entre el riesgo de desarrollar dichas

secuelas cronicas y la severidad de la infeccion, los pacientes con presentaciones mas leves no estan

exentos de desarrollarlas.
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Figura 8. Resumen de las presentaciones y consecuencias clinicas del sindrome post-UCI.
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Adaptado de Voiriot G, et al. Chronic critical illness and post-intensive care syndrome: from pathophysiology to clinical

challenges. Ann Intensive Care. 2022;12(1):58.192

De forma simplificada podriamos definir a la persistencia de los sintomas y signos tras las
infecciones agudas como el PAIS. Estos sindromes han sido reportados en las fases de convalecencia
de infecciones por virus, bacterias y hongos.” Es dificil, no obstante, establecer una definicion estandar
de esta entidad dada la escasez de estudios que existen al respecto. En este sentido, la OMS definio al
sindrome post-COVID como “un sindrome que ocurre en personas con antecedentes de infeccion
probable o confirmada por SARS-CoV-2, generalmente 3 meses desde el inicio de la COVID-19, con
sintomas que duran al menos 2 meses y no pueden explicarse con un diagnostico alternativo” siendo
incluida en la clasificacion internacional de enfermedades (ICD-10).'"™ Por consiguiente, la infeccion
por SARS-CoV-2 brinda una oportunidad para profundizar en el conocimiento de los PAIS y mejorar
la atencion de los pacientes con estas afecciones.
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2.4.1 Epidemiologia

Una de las primeras incognitas que surgen con respecto a los PAIS es la informacion respecto
a su prevalencia e incidencia, aspecto relevante dado que estos sindromes se han asociado a una peor
calidad de vida. Datos prospectivos de pacientes atendidos en consultas de atencion primaria con
historia previa de infeccion sugieren una disminucion progresiva de la prevalencia del PAIS, aunque
esta llega a ser de hasta el 9% a los 12 meses de seguimiento. Hallazgos similares fueron descritos en
otros estudios observandose una disminucion progresiva de la prevalencia hasta alcanzar una
estabilidad. Sin embargo, un aspecto alarmante observado en algunas patologias infecciosas es la
persistencia de los sintomas durante més de 20 afios desde la fase aguda de la enfermedad.’

La prevalencia de los PAIS en las infecciones por SARS-CoV y MERS-CoV llegan a ser de
hasta el 20% durante el primer afio de seguimiento y puede persistir a largo plazo en algunos casos.'®
En lo que respecta a la COVID-19 se ha reportado una prevalencia muy variable que puede llegar a ser
mayor del 50%,'%'% cifra probablemente justificada por la ausencia inicial de una definicién estindar
del sindrome post-COVID y una alta heterogeneidad de las muestras analizadas. Un estudio
observacional prospectivo arrojo una prevalencia estimada del 12,7%; para ello valoré a 4.231 pacientes
con la COVID-19 y se compar6 con 8.462 controles ajustados por edad, sexo y tiempo mediante la
realizacion de encuestas seriadas hasta 90 dias después del evento indice.'"

En todos los estudios el sindrome post-COVID se caracteriza principalmente por fatiga y

. 106,109,111,112
disnea,

que puede ser un factor limitante para la actividad fisica diaria y la calidad de vida
de los pacientes, su prevalencia disminuye con el tiempo (ver Figura 9)’ y no esta relacionado con la

necesidad de ingreso hospitalario (ver Tabla 4).'"”
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Al menos 1 de los 12 sintomas (%)

Figura 9. Prevalencia del sindrome post-COVID-19 en comparaciéon a controles sanos (A) y a la

presencia de limitacion fisica (B).

A
20
——— Casos COVID-19
Grupo control

15
10

5 -

0 T T T T T T

35 45 55 65 75 85 95 105 115 125

Tiempo desde la COVID-19 (dias)

Autoevaluaciéon del COVID persistente (%)

20

Persi ia sint,
Persistencia sint con
limitacién fisica

15

10

x

0 T T T T T T T T T
28 48 68 88 108 128 148

Tiempo desde la COVID-19 (dias)

T T T T

168

Adaptado de Choutka J, et al. Unexplained post-acute infection syndromes. Nat Med. 2022 May;28(5):911-923.7

Tabla 4. Prevalencia de los principales sintomas del sindrome post-COVID en pacientes con historia

previa de infeccion por SARS-CoV-2 segtin la necesidad de ingreso.

Sintomas Ambito comunitario Ambito Hospitalario
Fatiga 30,8% (IC 95% 21-41,6) 46,1% (IC 95% 37,5-54.9)
Disnea 20,9% (IC 95% 12,1-31,3) 45,4% (1C 95% 31,9-59,2)

Depresion 17,3% (IC 95% 9-27.5) 23,3% (IC 95% 15-32,8)
Cefalea 14,4% (IC 95% 7,9-22,4) 16,5% (IC 95% 9,2-25,3)
Mareos 10,2% (IC 95% 4,7-17,4) 18,3% (IC 95% 6,1-35)

Adaptado de European Centre for Disease Prevention and Control. Prevalence of post COVID-19 condition symptoms: A
systematic review and meta-analysis of cohort study data stratified by recruitment setting.'®
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2.4.2 Factores de riesgo

Es importante destacar las implicaciones de identificar aquellos factores capaces de predecir el
desarrollo del sindrome post-COVID, no sélo en términos pronoésticos, sino también por las secuelas
funcionales que puede asociar y la sobrecarga que puede implicar en un futuro para los sistemas
nacionales de salud. Estudios previos han intentado identificar aquellos predictores asociados al
desarrollo del PAIS; entre los factores identificados destacan el sexo femenino y la severidad previa de
la enfermedad.” Si tenemos en cuenta que el sindrome post-COVID tiene ciertas similitudes con el
sindrome post-UCI,'"* debemos recordar que aquellos factores asociados con un mayor riesgo de
desarrollar una discapacidad fisica tras un ingreso en las unidades de cuidados intensivos son el sexo
femenino (OR 1,96; IC 95% 1,32-2,91) y una mayor edad (OR 2,19; IC 95% 1,11-4,33) o severidad de
la enfermedad (OR 2,54; IC 95% 1,76-3,66).'"*

En lo que respecta a la identificacion de los factores predictores del sindrome post-COVID,
algunos estudios observacionales han intentado arrojar informacion respecto a este punto.'"
Nuevamente, el sexo femenino parece destacar como factor predictor.'”!'*!"®!"7 Un meta-analisis
reciente observo que el sexo femenino junto con la fatiga (OR 1,54; IC 95% 1,32—1,79) se asociaban a
un mayor riesgo, mientras que la severidad de la enfermedad aumentaba el riesgo en aquellos pacientes
que referia sintomas respiratorios (OR 1,66; IC 95% 1,03-2,68).'"® Dichos hallazgos son relevantes si
tenemos en cuenta que la calidad de vida de los pacientes con sindrome post-COVID es menor entre
los que refieren fatiga (OR: 1,06; IC 95% 1,02—1,09) o han precisado ingreso en la UCI (OR 1,01; IC
95% 1-1,02).'"

Se ha observado que, en comparacion con las primeras cepas de la COVID-19, tanto la variante
Epsilon (OR 0,81; IC 95% 0,69-0,95) como la Omicron (OR 0,77; 1C 95% 0,64-0,92) se asocian a un
menor riesgo de desarrollar formas cronicas de la enfermedad. De igual manera, aquellos pacientes
vacunados (OR 0,72; IC 95% 0,6-0,86) parecen también estar expuestos a un menor riesgom,
proteccion mas evidente al compararse con pacientes con infeccion por SARS-CoV-2 no vacunados
(HR 0,85; IC 95% 0,82-0,89) aunque la proteccion global fue solo del 15%.'*

La evaluacion del riesgo en la practica clinica diaria precisa de herramientas que simplifiquen

todo lo expuesto con anterioridad. Sudre CH et al. desarrollaron un modelo predictivo que incluia la
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sintomatologia durante la primera semana, la edad y el sexo, con un area bajo la curva (ABC) del
76,7+2,4%, con una especificidad del 73,4+9,7% y sensibilidad del 68,7+9,9%.'' Sin embargo, son
muchos las variables que entran en juego y que ain desconocemos.'**'%*
2.4.3 Presentacion clinica

20101 ihcluida una

Es bien conocido que la sepsis también presenta complicaciones a largo plazo,
mayor mortalidad (hazard ratio [HR] 2,18; IC 95% 2,14-2,22)'* durante el seguimiento.
Frecuentemente, ademas, los supervivientes también presentan una mayor tasa de re-hospitalizaciones
y peor calidad de vida como consecuencia de la reagudizacion de muchas de sus patologias basales
previas. 20!

Es esperable que hallazgos similares sean observados en los pacientes que han precisado de
ingreso hospitalario por la COVID-19. A continuacion, abordaremos de forma breve los principales
hallazgos observados durante los primeros afios de la pandemia centrandonos en las secuelas cronicas
anivel de cada uno de los principales sistemas segtin la evidencia reportada hasta el momento. La Tabla
2 resume de forma breve las principales alteraciones de la fase cronica de la COVID-19.

2.4.3.1 Cardiovascular

Las infecciones se han asociado a eventos cardiovasculares a corto plazo en probable relacion
a una descompensacion inicial por el estrés al que se ven sometidos los pacientes.’® Sin embargo, un
meta-analisis reciente ha mostrado que la sepsis se asocia a un mayor riesgo de infarto de miocardio
(HR ajustado 1,67; IC 95% 1,37-2,05) e insuficiencia cardiaca (HR ajustado 1,77; IC 95% 1,26-2,48) a
los 5 afios de seguimiento en comparacién a controles.'”® Evidentemente, los primeros estudios
observacionales que analizaron las secuelas a medio plazo de la COVID-19 ya empezaron a observar
una mayor carga de patologias cardiovasculares.'?”!'?*

Siguiendo esta linea de trabajo, Xie Y et al. observaron que los pacientes con diagnostico de
infeccion por SARS-CoV-2 presentaron un mayor riesgo de eventos cardiovasculares durante el primer
afio desde el diagndstico. Entre los hallazgos destaca un mayor riesgo de sindrome coronario agudo
(HR 1,72; IC 95% 1,56—1,9), insuficiencia cardiaca (HR 1,72; IC 95% 1,65-1,8), miocarditis (HR 5,38;
IC 95% 3,8-7,59), pericarditis (HR 1,85; IC 95% 1,61-2,13), arritmias ventriculares (HR 1,84; IC 95%

1,72-1,98) y fibrilacion auricular (HR 1,71; IC 95% 1,64—1,79). Dichos hallazgos se mantuvieron
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independientemente de la edad, raza, sexo, factores de riesgo cardiovascular y necesidad de ingreso
hospitalario.'*
2.4.3.2 Hematologica

No existen trabajos especificos que evaluen de forma directa las complicaciones hematologicas
asociadas a la fase cronica de la COVID-19, aunque algunos datos pueden obtenerse de estudios
observacionales. Las formas de presentacion incluyen patologias hematoldgicas autoinmunes,
citopenias, hemorragias o eventos trombo-emboélicos.*% !

La presencia de eventos tromboticos es probablemente la mas frecuente (hasta el 5%) al igual
que sucede con otras patologias.' El riesgo de eventos tromboembolicos es mayor durante la fase aguda
de la enfermedad (HR 66,78; IC 95% 24,7-180,5), pero se mantiene durante el primer mes tras el
diagnostico (HR 3,97; IC 95% 2,1-7,53).'* Recientemente se ha descrito que la COVID-19 se asocia a
un mayor riesgo de trombosis venosa profunda (HR 2,09; IC 95% 1,94-2,24) y embolismo pulmonar
(HR 2,93; IC 95% 2,73-3,15) durante el primer afio de seguimiento. Al igual que sucedia con las
complicaciones cardiacas, el riesgo era independiente de la edad, raza, sexo y otras variables entre las
que se incluian los factores de riesgo cardiovascular.'” Se ha postulado que el riesgo de desarrollar
dichas complicaciones viene probablemente determinado por la duracion y severidad de la respuesta
inflamatoria, asi como del dafio endotelial que tiene lugar durante la fase aguda de la COVID-19. "+*!
2.4.3.3 Hepatica

No existe mucha informacién respecto a las secuelas hepaticas que pueden presentar los
pacientes durante la fase de convalecencia y seguimiento tras la COVID-19. Sin embargo, un estudio
observacional reportd una elevacion persistente de la fosfatasa alcalina y la gamma glutamil
transpeptidasa hasta dos meses después de la infeccion por SARS-CoV-2.'** Dichas alteraciones
podrian sugerir un dafio cronico a nivel del sistema hepato-biliar, con el riesgo de desarrollar una

134-

colangitis esclerosante secundaria.'**'*® Durante la fase aguda de la enfermedad el dafio hepatico

colestasico se ha asociado a una mayor mortalidad (HR ajustado 2,09; IC 95% 1,12-3,90)"*" y se ha

d 134,135

sugerido que en la fase cronica también podria ser una enfermedad con una alta letalida atenuada

por las vacunas.'*®
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2.4.3.4 Metabdlica

No existen estudios que evallen las alteraciones metabolicas a largo plazo en pacientes con
ingreso por sepsis o la COVID-19. Un estudio observacional reporté una hiperglucemia persistente
(35%) a los 6 meses de seguimiento en aquellos pacientes con hiperglucemia durante el ingreso por la
COVID-19; un 2% desarroll6 diabetes mellitus, lo cual que el SARS-CoV-2 podria causar resistencia
a la insulina al alterar la funcion de las células beta pancreaticas.'*® También se ha descrito una mayor
tasa de patologia tiroidea durante el seguimiento tras la COVID-19.!

De acuerdo con estudios previos, aquellos pacientes con patologias infecciosas presentaron un
perfil lipidico aterogénico durante el seguimiento a corto plazo."””'*" De igual manera, entre los
pacientes con sepsis se ha descrito un perfil aterogénico a los afios de seguimiento,'*' con una mayor
mortalidad entre aquellos con hipolipoproteinemia durante el ingreso.'** A pesar de las potenciales
implicaciones pronosticas, en la actualidad no existen estudios que evalten las alteraciones del perfil
lipidico a largo plazo en la COVID-19.
2.4.3.5 Neurologica

Entre las secuelas neuroldgicas descritas en los pacientes con necesidad de ingreso en la UCI
podemos encontrar accidentes cerebrovasculares, dafio por hipoxia cerebral y procesos
neurodegenerativos.! Concretamente, se observo un mayor riesgo de desarrollar demencia durante el
seguimiento entre los pacientes con infecciones (HR ajustado 1,25; IC 95% 1,17-1,35) y formas severas
de sepsis (HR ajustado 1,40; IC 95% 1,72-2,46) independientemente de la edad e historia previa de
patologia neurolégica.'”® Un estudio que incluyé a mas de 154.068 individuos con diagnostico de la
COVID-19 observo que existia un mayor riesgo de desarrollar secuelas neurologicas (HR 1,42; IC 95%
1,38-1,47) en comparacion al grupo control durante el primer afio de seguimiento, con una prevalencia
estimada del 70,6%, e independientemente de la necesidad de ingreso hospitalario.'**

Es llamativa la asociacion observada entre la COVID-19 y el riesgo de desarrollar trombosis
venosa cerebral (HR 2,69; IC 95% 1,29-5,62) e ictus isquémico (HR 1,42; IC 95% 1,38-1,47) o
hemorragico (HR 2,19; IC 95% 1,63-2,95)"* dado el grado de dependencia que pueden conllevar en
algunos casos. Hallazgos similares fueron descritos en otra cohorte que evalud el riesgo de eventos

cardiovasculares observando una asociacion significativa entre la COVID-19 y el riesgo de desarrollar
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ictus (HR 1,52; IC 95% 1,43-1,62) durante los primeros 12 meses de seguimiento.'”” En ambos casos
el riesgo se mantuvo elevado independientemente de la edad, sexo y comorbilidades.
2.4.3.6 Respiratoria

La evidencia previa que existe respecto a los SDRA, independientemente de su etiologia,
sugiere que a los 5 afios de seguimiento existe una limitacion fisica que condiciona una peor calidad de
vida a pesar de resultados casi normales en pruebas volumétricas y espirométricas.'* La infeccion por
SARS-CoV-2 evoluciona hasta en el 15% de los casos hacia un SDRA," por lo tanto, no es
sorprendente que los primeros estudios observacionales reportaran durante el seguimiento a corto plazo
una persistencia de secuelas radiologicas y de las pruebas de funcion respiratoria que se traducian en
una menor capacidad funcional.'*"~'%

Una meta-analisis que evalu6 la prevalencia de alteraciones radiologicas y de las pruebas de
funcion respiratoria en la COVID-19 a los 90 dias de seguimiento, establecié que hasta un 55,7% (IC
95% 41,2-70,1) presentaba alteraciones radiologicas en la tomografia computarizada y un 34,8% (IC
95% 25,8-43,8) en la difusioén del monoxido de carbono (DLco por sus siglas en inglés).'** Segtin datos
de un meta-analisis mas reciente, dichas alteraciones persistieron en el 32,6% (IC 95% 24-42,6) y un
30,5% (IC 95% 24,5-37,2) de los pacientes al aflo de seguimiento, respectivamente.""

Estos hallazgos son similares entre diferentes especies de coronavirus'> o neumonitis virales'*?
y sugieren alteraciones persistentes en la difusion alveolar por patologia intersticial.'** Diagnosticar
estas alteraciones es importante, mas aun si tenemos en cuenta que se han asociado a una peor calidad
de vida'>® y que podrian responder a tratamiento con corticoides.'*® Algunos estudios han demostrado
que el sexo femenino (OR 4,011; IC 95% 2,928-5,495), una mayor edad (OR 1,018; IC 95% 1,007-
1,030) y alteraciones radiologicas (OR 3,002; IC 95% 1,319-6,835) se asocian a una menor DLco 155
2.4.3.7 Renal

Un aumento de la creatinina durante la fase aguda de la sepsis o al alta se asocia a una mayor
mortalidad durante el seguimiento a largo plazo y un 20% evolucionard hacia formas cronicas de la
enfermedad."””'*® Si tenemos en cuenta que mas del 20% de los pacientes ingresaron en la UCI por la
COVID-19 precisaron de terapia de sustitucion renal, es de esperar que hallazgos similares sean

descritos durante el seguimiento a largo plazo de estos pacientes.
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Estudios con seguimiento a corto plazo han observado una reduccion de la necesidad de dialisis
entre los pacientes que precisaron de terapia de sustitucion renal durante el ingreso. Estudios
retrospectivos reportaron que a los 90 dias de seguimiento hasta un 14% de los pacientes desarrollaron
enfermedad renal cronica,' aunque dicho riesgo no era mayor en comparacion a otras patologias
infecciosas (HR ajustado 1,24; IC 95% 0,86—1,78).'" En pacientes con diagnéstico previo de
enfermedad renal cronica antes de la COVID-19 se ha visto una mayor mortalidad y deterioro de la
funcion renal a los 3 meses de seguimiento en comparacion a sus homologos.'®

Durante el seguimiento a largo plazo también se ha observado que la COVID-19 se asocia a un
mayor riesgo de deterioro de la funcion renal (OR 4,60; IC 95% 2,10—10,08).161 Un estudio que analiz6
una cohorte de mas de 800.000 pacientes observo que la COVID-19 se asocid a los 6 meses a un mayor
riesgo de fracaso renal, enfermedad renal terminal y mortalidad de todas las causas independientemente
de lanecesidad (HR ajustado 3,37; IC 95% 3,04-3,73) o no de ingreso (HR ajustado 1,15; IC 95% 1,07—

1,23) hospitalario. '6*
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3.JUSTIFICACION
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Como se ha expuesto con anterioridad la sepsis es una patologia inflamatoria que se caracteriza por
alteraciones a nivel celular, metabolico y organico como respuesta a la infeccion por diferentes
patégenos.*'° En los casos més severos, dicha respuesta puede ser tan desproporcionada que condiciona
una serie de cambios capaces de aumentar la mortalidad de este grupo de pacientes. Podemos considerar
ala COVID-19 como una forma de sepsis viral con una mortalidad intra-hospitalaria estimada del 10%.

Durante los primeres meses de la pandemia gran parte del esfuerzo se centr6 en la identificacion
de los factores de riesgo y de potenciales marcadores bioldgicos que pudieran predecir eventos durante
el ingreso hospitalario. Se observé una asociacion entre la severidad de la COVID-19 con la edad,
factores de riesgo cardiovascular y marcadores inflamatorios.'“*"! Inicialmente no se prest6 mucha
atencion a las alteraciones metabolicas a pesar de que previamente se habia descrito una asociacion con
la mortalidad y alteracion del perfil lipidico en la sepsis.”""*!4%1637165 Concretamente, los niveles de la
lipoproteina de alta densidad (HDL-c por sus siglas en inglés) y baja densidad (LDL-c por sus siglas en
inglés) disminuyen de forma proporcional a la severidad de la sepsis. Se desconoce cual es el
mecanismo detras de la hipolipoproteinemia, pero parece existir una causa-efecto'®*'’ dado que
hallazgos similares han sido descritos durante la fase de mayor actividad de patologias inflamatorias.'®®

Ademas, se pens6 que la asociacion entre los eventos cardiovasculares y las infecciones era solo a
corto plazo,'®’ pero metaanlisis recientes han observado una mayor tasa de eventos cardiovasculares
tras 5 afios del alta hospitalaria por sepsis.'* La infeccion por SARS-CoV-2 también se asocia a un
mayor riesgo de eventos cardiovasculares durante el primer afio de seguimiento.'*”'* Sin embargo, a
pesar de las similitudes entre la sepsis y la infeccion por SARS-CoV-2, destaca la escasez de estudios
a largo plazo que analicen el comportamiento del perfil lipidico el cual podria ser una causa
predisponente que podria acelerar la ateroesclerosis.’

Un gran porcentaje de pacientes refieren persistencia de los sintomas tras la fase aguda de la
enfermedad. Queda mucho por comprender y definir sobre la fisiopatologia que existe detras de los
PAIS,’ particularmente en ausencia de patologia cardiovascular y pulmonar. Esta entidad se caracteriza
por disminuir la calidad de vida y capacidad fisica de los pacientes,” por lo no podemos conformarnos

con un diagnoéstico inespecifico, sino que debemos de ser capaces de aportar datos objetivos. Este grupo
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de pacientes precisan de una valoracion integral donde la ergoespirometria puede ser una herramienta
util dada su capacidad para valorar diferentes sistemas de forma conjunta e individual.

Teniendo en cuenta todo lo expuesto con anterioridad, parece clara la necesidad de aprovechar
la oportunidad brindada por la pandemia por SARS-CoV-2 con el objetivo de mejorar nuestro
conocimiento sobre los efectos a corto y largo plazo de los procesos infecciosos. Todo ello nos permitira
realizar un diagnostico mas precoz y establecer las medidas de prevencion necesarias para reducir la
morbimortalidad durante el seguimiento. Los trabajos incluidos en el presente Proyecto de Tesis
Doctoral siguen por tanto una linea de investigacion homogénea. Todos ellos:

e Se centran en el estudio de pacientes con infeccion por SARS-CoV-2 durante la primera
ola de la enfermedad

e Intentan aportar una base fisiopatoldgica de los procesos evaluados

o Intentan identificar marcadores diagnosticos o pronosticos objetivos que permitan un
mejor seguimiento de los pacientes a medio y largo plazo

Finalmente cabe mencionar que los trabajos incluidos son unicéntricos y fueron posibles gracias
al trabajo multidisciplinar del equipo médico y de enfermeria del Hospital Clinico Universitario de

Valladolid.
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La hipotesis general de este proyecto de Tesis Doctoral es que la COVID-19 puede tener un impacto
anivel metabolico y funcional, lo que podria determinar el prondstico durante el seguimiento. Cada uno
de los trabajos que conforman este proyecto de Tesis Doctoral tiene a su vez una hipdtesis de trabajo
especifica:

1/ La COVID-19 provoca alteraciones metabolicas, las cuales podrian persistir en el tiempo
mas alla del evento indice. Una correcta caracterizacion podria tener implicaciones prondsticas.
2/ Las alteraciones metabodlicas podrian asociarse con el estrés oxidativo y respuesta
inflamatoria caracteristica de la COVID-19.

3/ Los pacientes con persistencia de los sintomas a largo plazo constituyen un grupo especial
de enfermos. En ausencia de patologia cardio-pulmonar evidente, es posible su caracterizacion

mediante el uso de la ergoespirometria.
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5.1 Objetivos principal

Describir las alteraciones metabolicas y secuelas funcionales durante el seguimiento a medio-largo
plazo de los pacientes con historia previa de infeccion por SARS-CoV-2 o la COVID-19.
5.2 Objetivos secundarios

1. Caracterizar el comportamiento del perfil lipidico durante la fase aguda y cronica de la
enfermedad.

2. Identificar si las alteraciones del perfil lipidico se asocian con un mayor riesgo de eventos
durante el ingreso hospitalario.

3. Analizar las asociaciones existentes entre el estrés oxidativo, la inflamacion y el perfil lipidico
con el objetivo de aportar una base fisiopatologica.

4. Detallar la presentacion clinica, los sintomas y la calidad de vida de un grupo bien definido de
pacientes con persistencia de los sintomas durante la fase cronica de la COVID-19.

5. Caracterizar y comparar los parametros funcionales medidos mediante diferentes pruebas

complementarias para obtener datos objetivos de la repercusion de la COVID-19 persistente.
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6.MATERIAL Y METODOS
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6.1 Marco del estudio y diseiio

Se trata de un estudio observacional unicéntrico en el que se incluyeron pacientes con el
diagnoéstico de infeccion por SARS-CoV-2 o COVID-19 durante los primeros meses de la pandemia.
En el mismo han colaborado los servicios de Analisis Clinicos, Anestesia, Cardiologia, Hematologia,
Medicina Interna, Neumologia, Neurologia y UCI del Hospital Clinico Universitario de Valladolid

Este proyecto de Tesis doctoral incluye tres trabajos derivados de tres proyectos aprobados por el
comité ético del Hospital Clinico Universitario de Valladolid (PI 20-1894; P120-1717; CASVE PI-20-
1894; Ver anexo I). El primer trabajo era retrospectivo (Articulo 1; Ver anexo II) valor6 las
alteraciones metabodlicas e incluy6 a todos aquellos pacientes admitidos de forma consecutiva durante
los meses de marzo a mayo de 2020. Los otros dos trabajos comprendieron dos estudios prospectivos,
el primero (Articulo 2; Ver Anexo III) valor6 las alteraciones metabdlicas e incluyd a pacientes
admitidos durante los meses de marzo y abril del 2020. El segundo estudio prospectivo (Articulo 3;
Ver anexo IV) seleccion6 a los pacientes en base a la persistencia de los sintomas durante los tres
primeros meses de seguimiento, que fueron valorados en las consultas post-COVID-19.

Para la recogida de datos se desarrollaron unas bases especificas para cada uno de los estudios
incluidos. Entre las pruebas realizadas destacan el analisis de sangre para la determinacion de diferentes
biomarcadores en cada uno de los tres trabajos incluidos. El Articulo 3 también incluy¢ la realizacion
de un ecocardiograma transtoracico en reposo, pruebas de funcion respiratoria, ergoespirometria y
cuestionarios de calidad de vida (Kansas City Cardiomyopathy Questionnaire).

Durante el desarrollo de los estudios presentados en esta tesis se cumplieron en todo momento los
principios de la declaracion de Helsinki. En los Articulos 2 y 3, ambos prospectivos, fue necesario que
los pacientes incluidos firmaran el consentimiento informado. Ademas, todos los datos utilizados en el
desarrollo de este proyecto de Tesis Doctoral han sido tratados segtn lo dispuesto por la Ley Orgéanica
3/2018, de 5 de diciembre, de Proteccion de Datos de Datos Personales y garantia de los derechos
digitales, para preservar la intimidad de los pacientes.

6.2 Poblaciones del estudio
Durante el periodo en el que desarrollaron los trabajos incluidos en la presente tesis doctoral, se

incluy6 un total de 852 pacientes (ver Figura 10). El Articulo 1 analiz6 una cohorte poblacional de
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654 pacientes los cuales fueron divididos en vivos (n=505) vs. muertos (n=149). El Articulo 2 incluy6

a 136 pacientes, donde 28 pertenecian al grupo control seleccionado en las consultas preanestésicas y

con resultado negativo para la reaccion en cadena de la polimerasa con transcriptasa inversa (RT-PCR)

para el SARS-CoV-2. Finalmente, el Articulo 3 que valord las secuelas tras la infeccion por SARS-

CoV-2 incluy6é a 70 pacientes, de los cuales 17 no precisaron de ingreso hospitalario, y fueron

clasificados en persistencia de disnea (n=41) vs. ausencia de disnea (n=29) durante el seguimiento.

Figura 10. Diagrama de la distribucion de los pacientes incluidos.

Estudios incluidos

852 pacientes incluidos

Articulo 1
- Disefio retrospectivo
- Anilisis metabolismo lipidico en
funcién de la mortalidad por la
COVID-19

Articulo 2
- Disefio prospectivo
- Anadlisis metabolismo lipidico,
oxidativo e inflamatorio

654 pacientes incluidos
- 505 vivos
- 149 muertos

Articulo 3
- Disefio prospectivo
- Andlisisde la persistencia de los
sintomas tras la COVID-19

128 pacientes incluidos
- 108 COVID-19
- 28 controles sanos

70 pacientes incluidos
- 41 con disnea persistente
- 29 sin disnea
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La poblacion a estudio debia cumplir los siguientes criterios de inclusion:

1. Edad > 18 afios

2. Diagnostico definitivo de infeccion por SARS-CoV-2 con resultado positivo RT-PCR

3. Firma del consentimiento informado (ver ejemplar en Anexo V) por parte del paciente o
representante legal (solo aplica a los Articulos 2 y 3)

Los criterios de exclusién fueron:

1. Edad < 18 afios

2. Mujeres embarazadas o lactantes

3. Fallecimiento durante las primeras 24 horas de ingreso hospitalario

4. Infeccion activa por SARS-CoV-2 e incapacidad para realizar la ergoespirometria o test de los
6 minutos (solo aplica al Articulo 3 que valora las alteraciones funcionales durante el
seguimiento)

5. Enfermedad terminal o cardio-pulmonar avanzada (solo aplica al Articulo 3 que valora las

alteraciones funcionales durante el seguimiento)

6.3 Variables analizadas

Las variables principales comunes en todos los estudios han sido recogidas en el Anexo V. Las
variables especificas para cada estudio han sido recogidas en el Anexo VI.
6.4 Definicion de las variables

A continuacion, se puede encontrar una definicion detallada de las variables principales analizadas
a lo largo del desarrollo de cada una de los tres articulos de los que se compone este proyecto de Tesis
doctoral. Estas son:

- Lipoproteinas: Son macromoléculas formadas por un nucleo de triglicéridos y colesterol
esterificado cuya capa externa estd compuesta de fosfolipidos, apoproteinas y colesterol libre.'”!”" Se

clasifican en funcion de su densidad, tamafo, concentracion de lipidos y apolipoproteinas (ver Tabla

5).!” Para el presente proyecto de tesis doctoral se han recogido los valores de HDL-c y LDL-c.

69



Tabla 5. Caracteristicas de las principales lipoproteinas.

Lipoproteina Df;/sriﬂ;l d T?:::;l 0 Lipidos Ap(l))lg)l:)c[;;(;::;nas Funcién principal
S Apo B-48 Transporte del colesterol
Triglicéridos Apo C-1, C-TI triglicéridos desde el
Quilomicrones <0.930 75-1200 Colesterol po &L, y tngheeridos desde €
Apo E intestino a los tejidos
Apo A-L, A-II periféricos e higado
Triglicéridos Apo B-100
VLDL-¢ 0.96-1.006 30-80 Colesterol Apo C-1, C-1I Transporte de los
Fosfolipidos Apo E triglicéridos
Triglicéridos Apo B-100
IDL-c 1.006-1.019 25-35 Colesterol Apo E Precursor del LDL-c
Fosfolipidos Apo C-1, C-1I
Triglicéridos Transporte del colesterol
LDL-c 1.019-1.063 18-25 Colesterol Apo B-100 del higado a los tejidos
Fosfolipidos periféricos
Triglicéridos Apo A-L, A-II Trasporte del colesterol
HDL-c >1.063 5-12 Colesterol Apo C-I, C-lI desde los tejidos
Fosfolipidos Apo E periféricos al higado

Abreviaciones: Apo: apoproteina; HDL-c, lipoproteina de alta densidad; ILD-c: lipoproteina de densidad intermedia; LDL-c,
lipoproteina de baja densidad; VLDL, lipoproteina de muy baja densidad

- Perfil aterogénico: Se define como aquel con niveles elevados de CT, LDL-c y triglicéridos, pero

con una baja concentracion de HDL-c.

- Citoquinas: Son péptidos que juegan un papel fundamental al tratarse de proteinas con efectos

inmunomoduladores, entre ellos se encuentran las interleucinas y quimiocinas.'” Durante los procesos
infecciosos estas tienen efectos pro-inflamatorios y anti-inflamatorios, ademas de contribuir en la
funcion y reclutamiento de los leucocitos.’ En el Anexo VI se adjuntan las citoquinas analizadas.

- Proteinas plasmaticas: Son consideradas como reactantes de fase aguda que se elevan durante las
respuestas inflamatorias y cuya funcion principal consiste en regular la interaccion del huésped-
patégeno amplificando las respuestas celulares.’ Entre las dos proteinas plasmaticas analizadas
encontramos la ferritina y la proteina C-reactiva (PCR) de alta sensibilidad.

- Peroxidacion lipidica: Se trata de un proceso por el cual los radicales libres o especies de oxigeno
reactivo dafian directamente a los glicolipidos, fosfolipidos y colesterol. En situaciones de estrés, como
pueden ser la sepsis, son capaces de inducir la muerte celular al existir un dafio oxidativo excesivo.'™
Dicha peroxidacion se cuantifica de forma indirecta al medir dos de los productos generados durante la
formacion de los hidroperoxidos lipidicos, el malondialdehido (MDA por sus siglas en inglés) y el 4-
Hydroxynonenal (4-HNE por sus siglas en inglés). Tanto el MDA y el 4-HNE se han asociado al

desarrollo de enfermedades cardiovasculares, hepaticas, metabolicas y neurodegenerativas.**!”
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- Disnea: Se consider6d presenta cuando el paciente tenia una clase funcional > II segin la
clasificacion de la New York Heart Association (NYHA; ver Tabla 6)'® durante el seguimiento tras la

infeccion por SARS-CoV-2 o la COVID-19.

Tabla 6. Clasificacion funcional de la New York Heart Association en base a la severidad de los

sintomas y la actividad fisica.

Clase I | Sin limitaciones de la actividad fisica. La actividad fisica ordinaria
no causa problemas indebidos de disnea, fatiga o palpitaciones

Clase I | Leve limitacion de la actividad fisica. Se siente comodo en reposo,
pero una actividad fisica ordinaria produce disnea, fatiga o
palpitaciones
Clase III | Marcada limitacion de la actividad fisica. Ausencia de malestar en
reposo, pero cualquier actividad fisica produce disnea, fatiga o
palpitaciones.

Clase IV | Incapacidad para llevar a cabo cualquier actividad fisica sin
malestar. Puede haber sintomas en reposo. Si se lleva a cabo
cualquier actividad fisica, aumenta la sensacion de malestar.

Adpatado de McDonagh, T. A. ef al. Guia ESC 2021 sobre el diagndstico y tratamiento de la
insuficiencia cardiaca aguda y cronica 2021. Rev Esp Cardiol. 2022;75(6):523.e1-523.e114)

- Kansas City Cardiomyopathy Questionnaire (KCCQ por sus siglas en inglés): E1 KCCQ es
un cuestionario que permite valorar la percepcion que tiene un paciente con insuficiencia cardiaca de
su estado de salud y como esta influye en diferentes aspectos de su vida. Para ello, ha de contestar 23
preguntas que permiten valorar la calidad de vida, los sintomas, la limitacion fisica y la limitacion social
durante las dos tltimas semanas. Las opciones de respuesta son escalas tipo Likert de 1 a 5, 6 o 7 puntos
y la puntuacion de total de cada una de las esferas engloba un rango teorico de 0-100 siendo 0 el peor
estado y 100 el mejor. "’

Parametros obtenidos durante la ergoespirometria:

- Consumo de oxigeno (Vo2): Se define como la capacidad del organismo para absorber,
transportar y extraer el oxigeno necesario en un momento dado. En la practica clinica diaria suele
expresarse como el Vo, pico, dado que aquellos pacientes con patologia cardio-pulmonar no suelen
alcanzar el consumo maximo de Vo». Se puede representar en ml/min/kg o como el porcentaje tedrico
del Vo, predicho segln la edad, sexo y peso del paciente siendo el valor normal aquel Vo pico >85%
(ver Tabla 7). El Vo, puede verse influenciado por varios factores tal y como puede extraerse de la
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ecuacion de Fick (Voo= gasto cardiaco* diferencia de oxigeno arterio-venosa), donde destacan los
centrales (cardio-pulmonar) y periféricos (hemoglobina, endotelio vascular, sistema musculo-
esquelético y el metabolismo celular).'”*!"

- Equivalente metabolico (MET por sus siglas en inglés): Es el costo energético de las
actividades fisicas como un multiplo de la tasa metabolica en reposo, donde 1 MET equivale a 3,5 ml
O»/kg/min, y estima también la capacidad fisica segtin el nivel de trabajo alcanzado. '"*'”°

- Umbral ventilatorio o anaerobio (AT por sus siglas en inglés): Se define como el momento del
ejercicio en el cual el metabolismo pasa a ser dependiente de la glicolisis anaerdbica por una
incapacidad para satisfacer las necesidades de oxigeno. Eso se traduce en un aumento del 4cido lactico
en sangre, lo que viene acompafiado de un descenso del pH y de un aumento en la ventilacion para
eliminar el exceso de acidos. El AT pueden representarse como ml/kg/min o como porcentaje del del
Vo2 predicho y su valor normal oscila entre un 40-65% del Vo, pico. EI AT puede ser determinado de
forma invasiva midiendo el acido lactico y bicarbonato en sangre o de forma no invasiva a través de
parametros estimados durante la realizacion de la ergoespirometria.'’®!'”

- Equivalentes ventilatorios: Se define como la ratio entre la ventilacion (VE) con Vo, (VE/Va2) y
la produccion de CO* (VE/Vcoz). VE/Vo, refleja la ventilacién pulmonar en litros por minuto necesarios
para consumir 1 litro de oxigeno a lo largo del tiempo. Cuanto mas bajo sea el VE/Vo, mas eficaz serd
la ventilacion y mas metabolismo aerobio se estara haciendo. VE/Vcozen el AT y la pendiente VE/V oo
reflejan la ventilacién en litros por minuto necesaria para lavar 1 litro de CO* a lo largo del tiempo.
Cuando més bajos sean, mas eficaz es la ventilacion para lavar CO”. La ineficiencia ventilatoria refleja
una mayor respuesta ventilatoria para un Voo dado. Unos equivalentes ventilatorios elevados pueden
ser el resultado de una PaCO2 baja por hiperventilacion, de una relacion del espacio muerto (Vo/Vr)
elevada con alteracion en el intercambio gaseoso o el resultado de la combinacion de ambos
mecanismos. Ademas, la pendiente VE/Vcoz (VE/Vcoz slope) durante ejercicios subméaximos tiene una
implicacién prondstica en patologias cardio-pulmonares. '’

- Presion parcial de O, (PETo2) y CO2 (PETco2) al final de la espiracion: Durante las etapas iniciales

del gjercicio la PETo, disminuye mientras que la PETco, aumenta. Si la ventilacion se dispara mas de
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lo necesario para lavar el CO; generado la PETco2 bajara. El PETcoz serd bajo en los casos de alteracion

la relacion ventilacion/perfusion.'”!”

Tabla 7. Clasificacion diagndstica segun las variables analizadas en la ergoespirometria para el

estudio de la disnea de esfuerzo de causa desconocida.

PETcoz

Clase ventilatoria I11 Clase ventilatoria C
VE/Vcoz slope 36-44.9 Voz pico = 10-15.9 ml/kg/min
50%—74% predicted

VE/Vcozsslope Vo2 pico

Clase ventilatoria 11 Clase ventilatoria B
VE/Vcoz slope 30-35.9 Vo2 pico = 16-20 ml/kg/min

75%—-99% predicted

EOV

Adaptado de Guazzi M. et al. Cardiopulmonary Exercise Testing: What Is its Value?. J Am Coll Cardiol.

2017:70(13):1618-1636.

- Cociente respiratorio (RER): Se define como la relacion entre el volumen de CO; eliminado y el
consumo de oxigeno (Vco2/Voz). En reposo el RER <0.85 y su valor aumenta junto con la intensidad
del ejercicio e inicio del metabolismo anaerobio. Se considera que un RER >1.05-1.1 durante el pico
de esfuerzo 0 >1.09 a los 2 minutos de la recuperacion es indicativo de un esfuerzo maximo durante la
realizacion de la ergoespirometria.'”®!” Es un parametro que nos indica si el esfuerzo ha sido maximo

desde el punto de vista metabolico.
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- Reserva respiratoria (BR por sus siglas en inglés): Definida como la relacion entre la maxima
ventilacion con el esfuerzo y la maxima ventilacion voluntaria en reposo. El valor de la BR suele ser
>20% y permite diferenciar entre una limitacion cardiovascular o ventilatoria al esfuerzo.'”'”

- Frecuencia cardiaca méxima tedrica (FCMT): Se calcula mediante la siguiente formula,
frecuencia cardiaca (FC) maxima alcanzada/220-Edad del paciente. Una FCMT >95% se considera
como criterio de ergoespirometria maxima.'”®!” Una FCMT <80% puede ser indicativo de insuficiencia
cronotropa.'®

-Pulso de oxigeno (Vo2/HR por sus siglas en inglés): Considerado como un marcador del volumen
latido durante el ejercicio, refleja el oxigeno extraido por latido cardiaco.'”®!”

- Clase funcional: Para una valoracién mas objetiva de los pacientes con PASC, se hizo uso de
diferentes variables obtenidas durante la realizacion de la ergoespirometria (ver Tabla 7) para una
correcta estratificacion de su verdadera capacidad funcional.'®!

- Espirometria: Es una prueba que permite valorar la funcion respiratoria. Para ello, se cuantifican
diferentes variables donde destacan las siguientes: capacidad vital forzada (FVC por sus siglas en
inglés), volumen de aire espirado en el primer segundo (FEV1 por sus siglas en inglés), capacidad vital
(VC por sus siglas en inglés), volumen residual (RV por sus siglas en inglés), capacidad pulmonar total
(TLC por sus siglas en inglés), volumen tidal (Vr por sus siglas en inglés) y capacidad funcional residual
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(FRC por sus siglas en inglés).

6.5 Aspectos metodolégicos especificos

6.5.1 Analisis hematoldégico y bioquimico

Todas las pruebas se realizaron en un laboratorio clinico certificado (ISO 9001:2015). Para el
analisis hematologico se empled el dispositivo Sysmex XN-1000" con los reactivos del fabricante
(Sysmex Corporation, Japan) y segun sus recomendaciones para una correcta cuantificacion de las
poblaciones de eritrocitos, leucocitos y plaquetas. Para el analisis bioquimico se utilizé el analizador
Roche Cobas 8100 (Module Cobas® c 702, Roche Diagnostics, Switzerland) segun sus
recomendaciones. La PCR se cuantificod mediante inmunoturbidimetria potenciada con particulas (e501

Module Analyser, Roche Diagnostics), con un intervalo de medicion entre 0.3-350 mg/L. La
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procalcitonina se evalué mediante electroquimioluminiscencia, con un intervalo de medicion de 0.02-
100 ng/mL, en un analizador quimico (Cobas 6000, Roche Diagnostics). La metodologia para los
métodos directos de cuantificacion del LDL-c, HDL-c y CT se basaron en un ensayo colorimétrico
enzimatico homogéneo estandar.

6.5.2 Analisis de las citoquinas y estrés oxidativo

La cuantificacion de citoquinas en plasma (ver anexo VI) se realiz6 de acuerdo con las
instrucciones del fabricante con el 45-Plex Human ProcartaPlex™ Panel 1 disponible comercialmente
(Invitrogen, Waltham, MA, EE. UU.). Todas las citocinas tuvieron al menos un 20 % de deteccion para
garantizar la solidez de los resultados y se expresaron en logaritmo en base 2.

Para la evaluacion de la LPO se cuantificaron los niveles plasmaticos de MDA y HNE-4 con
“Bio-quochem commercial kit ref KB03002 (BQCellTM MTT, Bioquochem, Oviedo, Spain). Para
analizar el dafio del ADN inducido por el estrés oxidativo se midieron cuantitativamente los niveles
plasmaticos de 8-hidroxi-2'-desoxiguanosina (8-OHdG) a una longitud de onda de 450 nm con el “The
DetectX® DNA Damage Immunoassay Kit (Arbor Assays, Ann Arbor, MI, USA)”. También se evaluo
el dafio oxidativo a las proteinas mediante el uso “Protein Carbonyl Colori-metric Assay Kit (Tissue and
Serum Samples) commercial kit ref E-BC- K117-S (Elabscience Biotechnology Inc, United States)”.
Todas las mediciones se realizaron seglin las recomendaciones de los fabricantes.

6.5.3 Valoracién funcional

La valoracion de la persistencia de los sintomas de los pacientes incluidos en el Articulo 3 se
dividié en tres fases (ver Figura 11). En la primera, se realizdo una anamnesis para clasificar a los
pacientes segtin la presencia de disnea persistente definida como NYHA >II, e identificar otros sintomas
asociados. Posteriormente, se realizd un analisis completo de sangre y los pacientes rellenaron los
cuestionarios de calidad de vida (KCCQ). La valoracion mediante ecocardiograma transtoracico en
reposo se llevdo a cabo segun las recomendaciones de la Sociedad Americana y Europea de
Cardiologia,'®® Las imagenes se analizaron con el software EchoPAC (v. 202) por dos cardidlogos
independientes.
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Antes de la realizacion de la ergoespirometria, se valord la funcion pulmonar y se realizo el

test de los 6 minutos'® de acuerdo a las recomendaciones de la Sociedad Europea de Neumologia. La
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ergoespirometria se hizo (en tapiz rodante Marquette MAX 1 treadmill, Marquette Electronics Inc.,
Milwaukee, WI, USA) con protocolos con rampa con incremento progresivo de la velocidad y la
angulacion. Todas las ergoespirometrias fueron supervisadas por un médico y durante el esfuerzo y fase
de recuperacion hubo una monitorizacion continua del ritmo cardiaco, saturacion periférica de oxigeno
y tension arterial. No se excluyo a los pacientes con un RER <1,05. Los parametros analizados en cada

una de las pruebas realizadas estan recogidos en el Anexo VI.

Figura 11. Algoritmo de las pruebas realizadas para el estudio de la disnea persistente en los pacientes

con infeccidn reciente por SARS-CoV-2 o la COVID-19

@ Evaluacién clinica, analisis de sangre,
cuestionario de calidad de vida (KCCQ)
Indicaciones de detencién precoz de la
Ergoespirometria:
1. Sintomas limitantes (disnea, dolor toracico,
presincope)
Ecocardiograma transtoracico (en reposo), 2. Extrasistélica ventricular polimorfa o frecuente,
@ pruebas de funci6n respiratoria, test 6 taquicardia ventricular

minutos P .
3. Bloqueo auricula ventricular de segundo o

tercer grado

4. Descenso de tension arterial sistélica >10
mmHg o > 240 mmHg

5. Desaturacion grave al esfuerzo <80 %

Ergoespirometria en tapiz rodante (protocolo
@ escalonado con incrementos de potencia

cada minuto)

6.6. Analisis estadistico

Las variables categdricas se reportaron como valores absolutos y porcentajes. Las variables
continuas se presentaron como medianas (rango intercuartilico [RIC]) o media + desviacion estandar.
La normalidad de las variables cuantitativas se verifico mediante el test de Kolmogorov-Smirnov y
graficos Q-Q plot. Para la comparacion de las variables categoricas se emple6 el test chi-cuadrado y el
test exacto de Fisher. Las variables continuas se compararon con el test de T-Student o su equivalente
no paramétrico el test U de Mann-Whitney o con el test de Wilconxon signed-rank para comparaciones

pareadas.
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Se empleo el test de Spearman para analizar la correlacion existente entre las variables analizadas
en cada uno de los estudios incluidos. En el Articulo 1 se evalud la precision de las variables analizadas
para identificar a los pacientes que no sobrevivieron mediante el analisis del ABC de la caracteristica
operativa del receptor (AUROC). Determinamos el punto 6ptimo de operacion en el AUROC como
aquel que igualaba sensibilidad y especificidad respecto a la mortalidad, y lo usamos como punto de
corte en los perfiles lipidicos. También se estimo el punto de corte 6ptimo de la LPO.

En el Articulo 2 para identificar los factores predictivos de niveles elevados de LPO, se construyo
un modelo de regresion logistica con el método de méxima verosimilitud mediante seleccion por pasos
hacia adelante. Para ello, se incluyeron aquellas variables estadisticamente significativas en el analisis
bivariado controlando la ratio de 1 variable por cada 10 eventos para evitar sobreajuste. Se realizaron
diagnosticos de colinealidad entre las distintas variables. Para el modelo final, calculamos los OR
ajustados para cada una de las variables incluidas junto con sus IC del 95%. La bondad de ajuste para
cada modelo se determind mediante la prueba de Hosmer-Lemeshow y el ABC. Se realiz6 un modelo
de analisis de la varianza (ANCOVA), ajustando por sexo y tiempo de seguimiento, para evaluar los
cambios en las concentraciones de CT y lipoproteinas durante el seguimiento segun los niveles de LPO
al ingreso.

Para el Articulo 1y 2 se han elaborado curvas de supervivencia de Kaplan-Meier para valorar la
mortalidad por todas las causas de acuerdo a los niveles de colesterol total, LDL-c y LPO segtn los
puntos de corte previamente estimados. Las diferencias entre grupos se evaluaron mediante el Log-rank
test y Konp-chi test cuando no se cumplieron los supuestos de proporcionalidad. Se realizé un analisis
multivariante de regresion de Cox con una seleccion por pasos hacia adelante para analizar los
predictores de mortalidad a los 30 dias en la poblacion global del estudio retrospectivo. Se calcularon
para ello las HR ajustadas para cada una de las variables incluidas y sus intervalos de confianza al 95%.
Se verificaron los supuestos de riesgos proporcionales mediante la prueba de residuos de Shoenfeld y
se comprobaron utilizando las graficas log(-log(survival)). Se realizé un analisis de sensibilidad por
subgrupos para determinar posibles diferencias en los niveles de LDL-c como marcadores de mal

prondstico por edad, sexo y lipidos plasmaticos.
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Se considerd como estadisticamente significativo un valor de p<0,05. Todos los analisis descritos
se realizaron con el software de analisis estadistico R software, version 3.6.1 (R Project for Statistical
Computing) e IBM SPSS Statistics Version 26 (Armonk, NY: IBM Corp) por estadisticos de la Unidad
de Analisis de Datos del Instituto de las Ciencias del Corazon (ICICOR, H. Clinico Universitario de

Cardiologia, departamento de Cardiologia).
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7.1 Articulo 1 (ver Anexo II)
Titulo: Low-density lipoprotein cholesterol levels are associated with poor clinical outcomes in
COVID-19
Revista: Nutrition, Metabolism & Cardiovascular Diseases
Fecha publicacion: 6 Julio del 2021
Doi: https://doi.org/10.1016/j.numecd.2021.06.016
Resumen del articulo

Los lipidos y lipoproteinas se ven alterados a nivel cuantitativo y cualitativo durante los
procesos inflamatorios agudos, lo que se traduce en una alteracion de sus funciones.'®*'*” Este primer
trabajo retrospectivo busca describir el comportamiento durante la fase aguda y durante el seguimiento
a corto plazo del perfil lipidico en pacientes con la COVID-19. A su vez, también intenta identificar
aquellas variables que puedan asociarse con una mayor mortalidad.'®®
7.1.1 Analisis descriptivo

El periodo de inclusion seleccionado fue entre el 1 de marzo del 2020 hasta el 15 de mayo del
2020, se incluyeron todos aquellos pacientes consecutivos con el diagnostico definitivo de infeccion
por SARS-CoV-2 que precisaron de ingreso hospitalario en el Hospital Clinico Universitario de
Valladolid. Se incluyé un total de 654 pacientes, los cuales fueron clasificados en funciéon de la
supervivencia (n=505; 77,2%) o mortalidad por todas las causas (n=149; 22,8%) durante los 30
primeros dias desde el diagnostico de la infeccion.

En la Tabla 8 se describe las caracteristicas demograficas y basales de los pacientes incluidos.
La mediana de edad de la muestra global fue de 70 afios y el 42.5% eran mujeres. La prevalencia de
hipertension arterial (74,5 vs. 46,7%) dislipemia (52,3 vs. 34,3%), diabetes mellitus (31,5 vs. 17%),
enfermedad renal cronica (19.5 vs. 5.7%), cardiopatia isquémica (14,8 vs. 8,1%) fue significativamente
mayor entre los fallecidos. El uso de tratamiento antihipertensivo (36%), antiagregante (13,9%),
anticoagulante (8,3%), antidiabético (14,5%) e hipolipemiante (29.9%) fue significativamente menor

entre los supervivientes con la excepcion del tratamiento hormonal sustitutivo con levotiroxina.
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Tabla 8. Perfil demografico, clinico y tratamiento ambulatorio de los pacientes con diagndstico

definitivo de la COVID-19 clasificados en funcion de la supervivencia o no a 30-dias.

Poblacion Global Supervivientes Exitus
p valor
n =654 n= 505 (77.2) n= 149 (22.8)

Caracteristicas basales
Edad, aiios 70 [58-81] 66 [55-76] 82 [72-87] <0,001
Sexo (mujeres) 278 (42,5) 223 (44,6) 55(36.,9) 0,116
Accidente cerebrovascular 41 (6,3) 29 (5,9) 12 (8,1) 0,306
Cardiopatia isquémica 63 (9,6) 41 (8,1) 22 (14,8) 0,016
Cancer 117 (17,9) 81 (16) 36 (24,2) 0,023
Diabetes mellitus 133 (20,3) 86 (17) 47 (31,5) <0,001
Dislipemia 251 (38,4) 173 (34,3) 78 (52.,3) <0,001
Enfermedad renal crénica® 58 (8,9) 29 (5,7) 29 (19,5) <0,001
Enfermedad pulmonar previa 143 (21,9) 106 (21) 37 (24,8) 0,319
Enfermedad reumatica previa 48(7,3) 34 (6,7) 14 (9,4) 0,273
Hipertension arterial 347 (53,1) 236 (46,7) 111 (74,5) <0,001
Hipotiroidismo 81 (12,4) 51(10,1) 22 (13,4) 0,252
Obesidad® 62 (9,5) 47 (9,3) 15 (10,1) 0,781
Tratamiento médico
Antiagregantes 106 (16,2) 70 (13.,9) 36 (24,3) 0,002
Anticoagulantes orales® 79 (12,1) 40 (8,3) 37 (25) <0,001
Antidiabéticos orales 106 (16,2) 73 (14.5) 33 (22,3) 0,023
ARA-II/IECAs 266 (40,7) 182 (36) 84 (56,8) <0,001
Estatinas 210 (32,2) 151 (29,9) 59 (39,9) 0,022
Levotiroxina 71 (10,9) 52 (10,3) 19 (12,8) 0,383

Los datos se han expresado como mediana (RIQ) o como valor absoluto n (%). Se consideran significativas aquellas diferencias
con una p< 0.05. Abreviaciones: ARA-II: Antagonistas del receptor de la angiotensina II; IECAs: Inhibidor de la enzima
convertidora de angiotensina

2Se define como un filtrado glomerular <60 ml/min o necesidad de dialisis

®Se define como un indice de masa corporal > 30 kg/m?

¢ Incluye anticoagulantes orales directos y antagonistas de la vitamina K
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En cuanto a la situacion clinica al ingreso, los pacientes que sobrevivieron presentaron un
mayor tiempo desde el inicio de los sintomas hasta el ingreso (7 vs. 4 dias; p<0,001) y saturaciones
basales de O, mayores (95 vs. 91%; p<0,001). La terapia estandar utilizada como tratamiento de la
COVID-19 fue mas frecuente en los supervivientes con la excepcion del tratamiento con
glucocorticoides (57,2 vs. 63,1%; p=0,202) e hipolipemiante (7,3 vs. 7,4%; p=0,996). La mediana de
ingreso hospitalaria fue de 9 dias, y fue mayor en los pacientes que sobrevivieron. Entre los que
sobrevivieron (ver Tabla 9) se observo una menor tasa de insuficiencia respiratoria (43 vs. 92,5%;
p<0,001), infecciones nosocomiales (14.9 vs. 31.5%; p<0.001), necesidad de ventilacion mecanica (6,6

vs. 22,1; p<0,001) y de ingreso en UCI (8,1 vs. 20,3%; p<0,001).

Tabla 9. Tratamiento y evolucion hospitalaria de los pacientes con diagndstico definitivo de la COVID-

19 clasificados en funcion de la supervivencia o no a 30-dias.

Poblacién Global Supervivientes Exitus p valor
n =654 n= 505 (77,2) n= 149 (22,8)

Tratamiento hospitalario
Antibiéticos 551 (84,4) 424 (84,1) 127 (85,2) 0,743
Anticoagulante® 545 (83,8) 434 (86,3) 111 (75,5) 0,002
Azitromicina 588 (94,2) 470 (95,3) 118 (90,1) 0,022
Betaferon 244 (39,1) 182 (36,9) 62 (47,3) 0,03
Corticoides 383 (58,6) 289 (57,2) 94 (63,1) 0,202
Estatinas 48 (7,4) 37 (7,3) 11 (7,4) 0,996
Hidroxicloroquina 605 (97) 483 (98) 122 (93,1) 0,008
Lopinavir/Ritonavir 590 (94,4) 473 (95,7) 117 (89,3) 0,004
Eventos intrahospitalarios
Estancia hospitalaria (dias) 9 [5-15] 10 [6-16] 7 [4-14] <0,001
Ingreso en UCI 71 (10,9) 41 (8,1) 30 (20,3) <0,001
Ventilacion mecanica 77 (9,7) 33 (6,6) 34 (22,1) <0,001
Infeccion nosocomial 122 (18,7) 75 (14,9) 47 (31,5) <0,001
Insuficiencia respiratoria® 354 (54,5) 218 (43,3) 136 (92,5) <0,001

Los datos se han expresado como mediana (RIQ) o como valor absoluto n (%). Se consideran significativas aquellas diferencias
con una p< 0,05. Abreviaciones: UCI: Unidad de Cuidados Intensivos

2 Se incluyen las dosis profilacticas, intermedias y completas

2Se define como una pO? < 60 mmHg o la necesidad de ventilacién mecénica no invasivo
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7.1.2 Analisis descriptivo del perfil hematolégico, bioquimico y lipidico

En la Tabla 10 se exponen los parametros hematologicos y bioquimicos analizados. Los

resultados de laboratorio mostraron una mediana de linfocitos de 1050 células/mm?®, existiendo una

diferencia significativa entre los supervivientes y los fallecidos (1130 células/mm’en los supervivientes

vs. 805 en los fallecidos; p<0,001). Similares hallazgos fueron descritos respecto a los niveles de

hemoglobina (13,3 vs. 12,4 g/dL; p<0,001), neutrofilos (4260 vs. 6125 células/mm?; p<0,001) y

plaquetas (218 vs. 183 células/mm’x10°; p<0,001).

Tabla 10. Parametros hematoldgicos y bioquimicos de los pacientes con diagndstico definitivo de la

COVID-19 clasificados en funcién de la supervivencia o no a 30-dias.

Poblacion Global Supervivientes Exitus
p valor
n =654 n= 505 (77,2) n= 149 (22,8)

Al ingreso hospitalario
Hemoglobina, g/dL 13,1 [12-14,4] 13,3 [12,2-14,5] 12,4 [11-14] <0,001
Linfocitos, células/mm? 1.050 [720-1.470] 1.130 [820-1.570] 805 [580-1.215] <0,001
Neutréfilos, células/mm? 4.600 [3.020-6.830] 4.260 [2.840-5.920]  6.125 [4.035-9.805] <0,001
Plaquetas, células/mm>x103 213 [163-274] 218 [169-284] 183 [137-260] <0,001
ALT, U/L 24 [17-43] 25 [17-44] 22 [15-37] 0,004
AST, U/L 36 [24-52] 34 [24-49] 41 [25-60] 0,022
Creatinina, mg/dL 0,87 [0,7-1,15] 0,81 [0,7-1,02] 1,16 [0,88-1,63] <0,001
Creatina quinasa, mmol/L 80 [49-134] 78 [49-123] 101 [53-221] 0,016
Dimero-D, ng/mL 756 [449-1386] 664 [414-1134] 1.394 [747-2.576] <0,001
Ferritina, ng/mL 609 [294-1134] 605 [290-1100] 640 [302-1298] 0,205
IL-6, pg/mL 20,9 [10-47] 18,4 [9,3-40,5] 52.1[22,5-115] <0,001
LDH, U/L 283 [215-359] 265 [206-331] 357 [303-460] <0,001
Procalcitonina, ng/mL 0,11 [0,06-0,29] 0,08 [0,05-0,16] 0,33 [0,13-0,82] <0,001
PCR, mg/L? 67,7 [26,75-134,1] 54,5 [21-105,6] 128,4 [72,2-191,5] 0,016
Troponina, pg/mL? 15,04 [8,91-22,28] 9,3 [7-17,2] 33,6 [16-147,1] <0,001

Los datos se han expresado como mediana (RIC). Se consideran significativas aquellas diferencias con una p<0,05. Abreviaciones:
ALT: alanina transaminasa; AST: aspartato transaminasa; IL: interleucina; LDH: lactato deshidrogenasa; PCR: proteina C-reactiva
2 Formas ultrasensibles
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Con relacion a los parametros bioquimicos al ingreso, los valores de creatinina fueron mas
elevados en los pacientes que fallecieron (0,81 vs. 1,16 mg/dL; p<0,001). El dafio miocardico
cuantificado mediante la troponina T ultrasensible fue significativamente mayor entre los fallecidos
(9,3 vs. 33,6 pg/mL; p<0,001). También se observaron diferencias estadisticamente significativas entre
aquellas variables que cuantifican la funcion hepatica como pueden ser la lactato deshidrogenasa y
alananina transaminasa. Desde el punto de vista del perfil inflamatorio, se observaron valores
significativamente mas elevados entre los fallecidos de dimero-D (664 vs. 1394 ng/mL; p<0,001), IL-
6 (18,4 vs. 52,1 pg/mL; p<0,001), procalcitonina (0,08 vs. 0,33 ng/mL; p<0,001) y PCR ultrasensible
(54,5 vs. 128,4 mg/L; p=0,001) con excepcion de la ferritina (605 vs. 640 ng/mL; p=0,205).

La Tabla 11 y Figura 12 muestra la evolucion del perfil lipidico de los pacientes con
diagnéstico definitivo de COVID-19 durante el ingreso hospitalario y en el seguimiento (RIQ 73 dias).
También se reportan los valores basales previos a la hospitalizacion. Respecto a los niveles de colesterol
total, HDL-c y LDL-c, se observaron niveles mas elevados entre los pacientes que sobrevivieron en
comparacion a los que fallecieron (p<0,05), mientras que los triglicéridos no mostraron diferencias
estadisticamente significativas en los tiempos evaluados. Cuando se evalua de forma individual el
comportamiento del perfil lipidico, se observa entre los pacientes que sobrevivieron una disminucion
significativa de los niveles del ingreso respecto a los basales que posteriormente se elevan en el 7 dia
de ingreso hasta recuperar los niveles previos durante el seguimiento lo cuél sugiere un comportamiento
en U. Por el contrario, los pacientes que fallecieron muestran una disminucion progresiva de los niveles

de colesterol y lipoproteinas.
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Tabla 11. Evolucion del perfil lipidico antes, durante y tras la estancia hospitalaria de los pacientes con

diagnostico definitivo de la COVID-19.

Antes del ingreso
Colesterol total, mg/dL
HDL-c, mg/dL

LDL-c, mg/dL
Triglicéridos, mg/dL
CT/HDL-c

Al ingreso

Colesterol total, mg/dL
HDL-c, mg/dL

LDL-c, mg/dL
Triglicéridos
CT/HDL-c

7 dia de ingreso
Colesterol total, mg/dL
HDL-¢, mg/dL.

LDL-c, mg/dL
Triglicéridos, mg/dL
CT/HDL-c
Seguimiento®
Colesterol total, mg/dL
HDL-c, mg/dL

LDL-c, mg/dL
Triglicéridos

CT/HDL-c

Poblacion Global

n =654

187,5 [155-214]
51,6 [41,7-62,1]
108,4 [84,6-129,6]
109,5 [82-146]

3,5[2,9-4,3]

137 [117-163]
34 [28-43]
77 [59-97]

118 [91-163]

3,9 [3,11-4,84]

157 [126-192]
33[26,5-41,6]
79,7 [55-107,5]
184 [130-257]

4,54 [3,73-5,95]

196 [168-223,5]
52,8 [44,1-64]
117,3[99,3-144,7]
111 [83-156]

3,7[3,2-4,3]

Supervivientes

n= 505 (77,2)

191 [164,5-215]
52,6 [43-64]
113,2[91,3-134,3]
108 [79-146]

3,5[3-4,3]

142 [120-165]
34 [28,3-43]
80 [63-98]
119 [92-163]

3,9 [3,2-4.9]

163 [130,5-197]
34 [28-41,8]
85,7 [62-115,5]
189 [132-261,5]

4,5[3,7-5,9]

196 [168-223,5]
52,8 [44,1-64]
117,3[99,3-144,7]
111 [83-156]

3,7 [3,2-4,3]

Exitus

n= 149 (22,8)

167,5 [133-200]
47,2 [37,5-60]
93 [66,5-112,6]
116,5 [91-145]

3,5(2,8-4]

121 [101,5-146,5]
33,5 [27-44]
61,1 [41-84,2]
114 [86,5-157]

3,39 [2,9-4,6]

134 [106,5-158]
271[19,1-37]
56,4 [39,3-75,1]
161,5 [124-226]

4,4 [3,6-6,1]

NA
NA
NA
NA

NA

p valor

<0,001
0,004
<0,001
0,122

0,328

<0,001
0,278

<0,001
0,240

0,012

<0,001
0,011
0,001
0,057

0,965

NA
NA
NA
NA

NA

Los datos se han expresado como mediana (RIC). Se consideran significativas aquellas diferencias con una p<0,05.

Abreviaciones: CT: Colesterol total; HDL-c: lipoproteina de alta densidad; LDL-c: lipoproteina de baja densidad; NA: no aplica

2 El tiempo de seguimiento de la poblacion global fue de 73 dias.
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Figura 12. Cambios temporales en los niveles del perfil lipidico en pacientes con COVID-19 segtn el curso

clinico de la enfermedad: A) Colesterol total; B) LDL-c; C) HDL-c.
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7.1.3 Analisis de predictores de mortalidad a los 30 dias

Se evaluo el valor predictivo del perfil lipidico para discriminar la mortalidad a todas las causas
a los 30 dias mediante el uso del ABC. El LDL-c fue la lipoproteina que presentd un mejor ABC para
identificar la mortalidad a los 30 dias en el momento del ingreso (ABC 0,70 [0,64—0,75]) y tras los siete
primeros dias de estancia hospitalaria (ABC 0,75 [0,63-0,82]). También se estimaron los puntos de
corte Optimos para el perfil lipidico y PCR en cada uno de los intervalos de tiempo analizados, se
seleccion6 aquel valor donde la sensibilidad y especificad se igualaban. La Figura 13 muestra el ABC
y los puntos de corte estimados para el CT y LDL-c.

Se evalu6 el impacto del LDL-c en la mortalidad para la cohorte global y seglin el punto de
corte previamente establecido mediante la realizacion de las curvas de supervivencia por el método de
Kaplan Meier. En este sentido se observé una mayor mortalidad en aquellos pacientes con valores de

LDL-c mas bajos segtin los puntos de corte pre-establecidos (ver Figura 14).
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Supervivencia (%)

Figura 13. Area bajo de la curva para predecir la mortalidad a 30 dias. Se valoré los componentes del

perfil lipidico al ingreso (A) y durante la primera semana (B).
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Figura 14 Curvas de supervivencia de Kaplan-Meier para la mortalidad a los 30 dias segun los niveles

de LDL-c desde el ingreso (A) y desde los 7 dias del ingreso hospitalario (B).
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7.1.4 Analisis multivariante

La Tabla 12 presenta los resultados del analisis de los predictores de mortalidad a los 30 dias
en el momento del ingreso y tras 7 dias de estancia hospitalaria. Se seleccionaron para los modelos
aquellas variables con p<0,05 en el analisis univariado (edad, hipertension arterial, diabetes mellitus,
dislipemia, cardiopatia isquémica, enfermedad renal cronica, antagonistas del receptor de la
angiotensina II, inhibidor de la enzima convertidora de angiotensina, estatinas, linfocitos <1000, PCR,
tratamiento antiviral, anticoagulacion, colesterol total y LDL-c). Los factores identificados que se
asociaron de forma independientemente con mortalidad acumulada fueron la edad (HR 0,982; IC 95%
1,05-1,11), linfopenia <1000 células/ml (HR 2,68; IC 95%1,91-3,78), LDL-c <69 mg/dL (HR 1,94; IC
95% 1,14-3,31) y la PCR >88 mg/dL (HR 2,44; IC 95% 1,41-4,23). Los resultados se mantuvieron al
realizar un nuevo andlisis multivariante segun los puntos de corte estimado en el 7 dia del ingreso (ver

Tabla 12).

Tabla 12. Resultados del analisis multivariado de parametros asociados a mortalidad a todas las causas

a 30 dias.
Variable(s) Multivariante
Al ingreso HR (IC 95%) p valor
Edad 1,08 (1,05-1,11) <0,001
PCR > 88 mg/L* 2,44 (1,41-4,23) 0,001
LDL-c¢ <69 mg/dL* 1,94 (1,14-3,31) 0,014
Linfocitos < 1.000 células/mm’> 2,68 (1,91-3,78) <0,001
7 dia de ingreso
Edad 1,06 (1,03-1,1) <0,001
PCR > 33 mg/L?* 3,91 (1,9-8,06) <0,001
LDL-¢ <75 mg/dL?* 2,12(1,06-4,23) 0,033
Linfocitos < 1.000 células/mm’ 3,97 (1,87-8,4) <0,001

Abreviaciones: IC: intervalo de confianza; HR: Hazard ratio; PCR: proteina C-reactiva; LDL-c:
lipoproteina de baja densidad *Punto de corte estimados que mejor discriminaban la mortalidad a todas
las causas a los 30 dias en el intervalo de tiempo estudiado
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7.2 Articulo 2 (Anexo III)

Titulo: Dyslipidemia and Inflammation as Hallmarks of Oxidative Stress in COVID-19: A Follow-Up
Study

Revista: International Journal of Molecular Sciences

Fecha publicacion: 5 de Diciembre del 2022

Doi: https://doi.org/10.3390/ijms232315350

Resumen del articulo

El estrés oxidativo,* inflamatorio® y lipidico’’

se han asociado con una mayor mortalidad en
la COVID-19. El Articulo 2 tiene como primer objetivo analizar la asociacion del perfil lipidico,
oxidativo e inflamatorio de los pacientes con infeccion por SARS-CoV-2 durante la fase aguda de la
enfermedad. Ademads, aprovechando el disefio prospectivo se analizara el comportamiento a largo plazo
del perfil lipidico.
7.2.1 Analisis descriptivo

Se incluyé un total de 108 pacientes con el diagnostico definitivo de la COVID-19 que
precisaron de ingreso hospitalario y se seleccionaron 28 controles sanos. La cohorte COVID-19 se
caracterizé por una mediana de edad de 68,5 [59-75,5] afios, con un 57,4% de varones. El perfil
epidemiologico se caracterizd por una alta prevalencia de hipertension arterial (46,3%), dislipemia
(35,6%), diabetes mellitus (17,6%), historia de patologia pulmonar previa (18,8%) y cardiopatia
isquémica (9,3%), pero con una baja tasa de enfermedad renal cronica (2,8%). En comparacion a los
controles, no observamos diferencias significativas en la edad (68,5 vs. 70,5 afios; p=0,296), ni en la
tasa de las principales comorbilidades analizadas (p>0,05). Entre los pacientes con la COVID-19 los
tratamientos ambulatorios mas comunes fueron: inhibidores del sistema renina angiotensina (31.1%),
estatinas (32,7%), antiagregantes (13,9%), beta-bloqueantes (11,2%) y anticoagulantes orales (9.9%).

En el momento del ingreso hospitalario, los pacientes con la COVID-19 a diferencia de los
controles presentaron niveles significativamente mas elevados de la PCR (83,5 vs.10 mg/L) y dimero-
D (800 vs. 255 ng/mL) pero con un menor recuento linfocitario (945 vs. 2255 células/mm?). El perfil
oxidativo de los pacientes COVID-19 se caracterizo por una menor capacidad antioxidante (FRAPS y

ABTS), mayor LPO y mayor dafio a las proteinas, con excepcion del dafio oxidativo al ADN, en
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comparacion a los controles sanos. Finalmente, respecto al perfil lipidico, se observaron niveles
significativamente menores del colesterol total (140 vs. 175 mg/dL; p<0,001), HDL-c (140 vs. 175
mg/dL; p<0,001) y LDL-c (71.3 vs. 98 mg/dL; p=0,002), no asi con los niveles de triglicéridos (119 vs.
89,5 mg/dL; p=0,027) que fueron mas elevados en los controles. La Tabla 13 recoge una comparativa
del perfil bioquimico entre los COVID-19 y controles sanos al momento del ingreso.
7.2.2 Analisis de correlacion y asociacion

Inicialmente se evaluo la correlacion de la LPO con las principales citocinas y el perfil lipidico
(ver Tabla 14). Entre los hallazgos destaca una correlacion negativa de la LPO con el colesterol total
(=-0,345; p<0,001), HDL-c (=-0,319; p=0,001) y LDL-c (=-0,213; p=0,035), siendo esta ultima muy
fuerte cuando se evalto entre los fallecidos (=-0,637; p=0,019). Por el contrario, esta correlacion fue
positiva cuando se analizo el perfil inflamatorio con los siguientes resultados: IL1Ra
(+=0,314; p<0,001), IL-1B (+=0,192; p=0,027), IL-6 (=0,242; p=0,005), IL-17A (+=0,288; p<0,001),
IL-18 (r=0,329; p<0,001) and IP-10 (+=0,538; p<0,001).

Posteriormente, se analizo la asociacion del colesterol total y las principales citocinas con la
LPO mediante un modelo de regresion logistica. Se seleccion6 como variable dependiente una LPO
>1948,17 uM dado que esta se asocia a una mayor mortalidad en la COVID-19. Aquellas variables que
se asociaron de forma independiente con una LPO > 1948,17 uM fueron el CT (OR 0,982; IC 95%
0,969-0,996), IL1-Ra (OR 0.999; IC 95% 0,998-1,001) IL-6 (OR 1,062; IC 95% 1,017-1,110), IL-7
(OR 0,653; IC 95% 0,433-0,986) y la IL-17 (OR 1,098; IC 95% 1,010-1,193). No se observo una
asociacion significativa entre la edad y el sexo. El modelo presentd una buena capacidad discriminativa
con un area bajo la curva ROC de 0,859 y se resume en la Tabla 15. Destacamos que en el modelo final
seleccionado no se incluyeron los linfocitos al existir colinealidad importante con el CT (1=0,394;

p<0,001).
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Tabla 13. Comparacion del perfil inflamatorio, oxidativo y lipidico al momento del ingreso.

Poblacion Global Controles sanos
p-valor
(n=108) (n=28)

Marcadores inflamatorios
Dimero-D, ng/mL 800 [470-1713] 255 [224-330] <0,001
Ferritina, ng/mL 731 [412-1500] NA NA
Linfocitos, cells/mm? 945 [630-1221] 2.255[1.545-2.485] <0,001
Proteina C-reactiva, mg/dL 83,5[38-151,2] 10 [7-10] <0,001
Citocinas
IL-1B, pg/mL 6,62 [2,71-13,2] 2,49 [1,76-2,81] <0,001
IL-1Ra, pg/mL 604,7 [258,6-1282,5] 72,5 [45,9-87,1] <0,001
IL-6, pg/mL 13,07 [6,57-29,45] 8.69 [5,95-10,01] 0,010
IL-7, pg/mL 1,67 [0,72-3,58] 0,72 [0,5-0,82] <0,001
IL-17A, pg/mL 7,03 [3,11-18,33] 2,03 [1,59-2,32] <0,001
IL-18, pg/mL 47,2 [25-76,55] 14,53 [11,89-32,3] <0,001
IP-10, pg/mL 45,55 [29,07-71,3] 5,56 [3,07-7,34] <0,001
Estrés oxidativo
8-OHdG, pg/mL 8.373 [5.445-12.497] 7.925 [5.130-9.722] 0,246
ABTS, pM 2.264 [1.938-2462] 2.510[2.371-2.768] <0,001
FRAP, upM 453,8 [385,7-576,1] 700,7 [554,1-796,4] <0,001
Peroxidacién lipidica, pM 2.123 [1250-3249] 284 [174-509] <0,001
Protein carbonyl®, nmol/mg prot. 10,8 [7,2-14,6] 5,6 [4,4-8,07] <0,001
Colesterol y lipoproteinas
Colesterol total, mg/dL 140 [117,5-159,5] 175 [164-197] <0,001
LDL-c, mg/dL 71,3 [60,4-93,5] 98 [84,4-125,6] 0,002
HDL-c, mg/dL 35 [29,2-44] 59 [50,4-65,3] <0,001
Triglicéridos, mg/dL 119 [94,5-153,5] 89,5 [83-127] 0,027
CT/HDL-c 3,68 [3,18-4,66] 2,9 [2,52-3,83] 0,008

Los datos se han expresado como mediana (RIC). Se consideran significativas aquellas diferencias con una p<0,05.
Abreviaciones: ABPS: 2,2-azino-bis (3-ethylbenzthioziozline-6-acido sulfénico); CT: Colesterol total; FRAP:Capacidad de
reduccion férrica del plasma; HDL-c: lipoproteina de alta densidad; IL-interleucina; IP-10: proteina 10 inducida por interferén
v; LDL-c: lipoproteina de baja densidad; NA: no aplica
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Tabla 14. Analisis de correlacion entre las principales variables analizadas.

Colesterol total HDL-c LDL-c Triglicéridos Linfocitos LPO
Linfocitos 0,393** 0,266** 0,386** -0,107 NA -0,427%**
PCR -0,242* -0,175 -0,296** 0,246* 0,017 0,005
Ferritina -0,032 -0,053 -0,132 0,331** -0,213* 0,233*
IL-1p -0,237* -0,243* -0,161 0,130 -0,218* 0,192%*
IL1Ra -0,393%* -0,300%** -0,332%* 0,139 -0,264* 0,314**
IL-6 -0,223* -0,201* -0,143 0,112 0,079 0,242%*
IL-18 -0,373%** -0,290* -0,306* 0,127 -0,241* 0,329*
IL-17a -0,177 -0,199* -0,094 0,131 -0,214* 0,288**
IFNy 0,067 -0,016 -0,021 -0,142 0,135 0,028
IP10 -0,429%* -0,412%* -0,376%** 0,127* -0,473** 0,538%*
LPO -0,345%* -0,319** -0,213* 0,130 -0,427** NA

Se consideran significativas * con un valor de p<0,05 y ** con un valor de p<0,001. Abreviaciones: IFN: interferén; HDL-c:
lipoproteina de baja densidad; IL: interleucina; IP10: proteina 10 inducida por interferén y; LDL-c: lipoproteina de baja densidad;
LPO: peroxidacion lipidica; NA: no aplica; OR: odds ratio, PCR: proteina c-reactiva.

Tabla 15. Resultados del analisis multivariado de regresion de Cox de LPO >1948.17 uM

Variables Univariado Multivariado
OR (IC 95%) p valor OR (IC 95%) p valor

Edad 1,007 (0,971-1,045) 0,700

Varones 0,883 (0,320-2,435) 0,810

Colesterol total 0,986 (0,969-1,002) 0,092 0,982 (0,969-0,996) 0,012
IL1Ra 0,999 (0,998-0,999) 0,017 0,999 (0,998-0,999) 0,021
IL-2 0,961 (0,862-1,070) 0,467

IL-4 0,991 (0,825-1,191) 0,927

IL-5 0,996 (0,976-1,017) 0,703

IL-6 1,094 (1,026-1,166) 0,006 1,062 (1,017-1,110) 0,007
IL-7 0,582 (0,311-1,087) 0,089 0,653 (0,433-0,986) 0,042
IL-8 0,983 (0,952-1,015) 0,302

IL-9 0,797 (0,512-1,240) 0,314

IL-12p70 0,856 (0,480-1,528) 0,600

IL-15 1,018 (0,931-1,112) 0,702

IL-17a 1,200 (0,998-1,442) 0,052 1,098 (1,010-1,193) 0,028
1L-18 1,010 (0,996-1,023) 0,164

IL-23 1,449 (0,951-2,208) 0,084

IL-31 0,735 (0,535-1,009) 0,057

1P-10 0,995 (0,987-1,003) 0,225

Se consideran significativas aquellas diferencias con una p<0,05. Abreviaciones: IC: intervalo de confianza; IL: interleucina;
IP10: proteina 10 inducida por interferén y; OR: odds ratio
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7.2.3 Comportamiento del perfil lipidico

Se realizé un seguimiento entre aquellos pacientes con la COVID-19 que sobrevivieron para
valorar el comportamiento del perfil lipidico (ver Figura 15). Durante el primer seguimiento, con una
mediana de 79 [68-93] dias, se observo una recuperacion de los niveles de colesterol total, HDL-c y
LDL-c respecto a los niveles presentes en el momento del ingreso. Dicha mejoria se mantuvo durante
el seguimiento a largo plazo (514 [427-617] dias), aunque no se observo un aumento significativo
respecto a los niveles observados durante el primer seguimiento. También observamos una
normalizacion de los niveles de ferritina, linfocitos y proteina C-reactiva. En comparacion a los
controles, solo los niveles de triglicéridos fueron mayores en los pacientes post-COVID durante el

primer (91 vs. 115 mg/dL; p=0,02) y segundo seguimiento (84 vs. 112 mg/dL; p = 0,003).

Figura 15. Cambios temporales en los niveles del perfil lipidico en pacientes con COVID-19 segun el

curso clinico de la enfermedad: A) Colesterol total; B) LDL-c; C) HDL-c.
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También se evalu6 entre aquellos pacientes que sobrevivieron el perfil lipidico e inflamatorio
en funcion de los niveles de LPO al momento del ingreso (ver Tabla 16). En el primer seguimiento no
se observaron diferencias significativas entre ambos grupos. Sin embargo, durante el segundo
seguimiento aquellos pacientes con una LPO >1948 presentaron niveles significativamente mas
elevados de colesterol total (207 vs. 192 mg/dL), LDL-c (131 vs. 114 mg/dL) y triglicéridos (127 vs.
109 mg/dL), pero con niveles de HDL-c (48 vs. 57 mg/dl; p=0.026) mas bajos y una tendencia a una

proteina C-reactiva mas elevada.

Tabla 16. Cambios de los niveles de colesterol total, lipoproteinas y proteina C-reactiva durante el

seguimiento en funcioén de los niveles de peroxidacion lipidica al ingreso.

ANCOVA
LPO < 1948 pM* LPO > 1948 upM*  Adjusted
p valor®

Primer seguimiento®
CT, mg/dL 186 [163-210] 195 [157-215] 0,763
LDL-c, mg/dL 123 [102-139] 107 [102-135] 0,475
HDL-c, mg/dL 58 [47-66] 49 [36-67] 0,392
TG, mg/dL 107 [83-139] 115[101-168] 0,372
CT/HDL-c 3,4 [2,9-4,5] 3,5 [2,8-5.2] 0,306
PCR, mg/L 1,6 [1-4,3] 1,7 [1-4,3] 0,703
Segundo seguimiento ©
CT, mg/dL 192 [174-211] 207 [197-230] 0,026
LDL-c, mg/dL 114 [99-128] 131 [120-147] 0,025
HDL-c, mg/dL 57 [45-65] 48 [38-62] 0,031
TG, mg/dL 109 [86-127] 127 [107-150] 0,002
CT/HDL-c 3,4 [2,9-3,6] 3,9 [3,4-4.8] 0,003
PCR, mg/L 2,5[1-5,25] 5,8 [2-15] 0,072

Los datos se han expresado como mediana (RIC). Se consideran significativas aquellas diferencias con una p< 0.05.
Abreviaciones: CT: colesterol total; HDL-c: lipoproteina de alta densidad; LDL-c: lipoproteina de baja densidad; LPO:
peroxidacion lipidica; CT/HDL-c: ratio de colesterol total/lipoproteina de alta densidad; TG: triglicéridos. * Valor
estimado previamente segin se reporta en la ref. 4. ® La mediana de seguimiento de la cohorte global de los
supervivientes de la COVID-19 fue de 79 [68-93] dias, no hubo diferencias entre los grupos (p >0.05). ¢ La mediana de
seguimiento de la cohorte global de los supervivientes de la COVID-19 fue de 514 [427-617] dias, no hubo diferencias
entre los grupos (p>0.05).¢ Ajustado a sexo y tiempo de seguimiento. Cuando el test de Levene fue significativo, se
utilizo la transformacion logio-. La normalidad de los residuos fue comprobada.

7.2.4 Eventos durante el seguimiento
La tasa de mortalidad por todas las causas a los 90 dias fue del 22,2 % en la cohorte global de
COVID-19. La Figura 16 muestra las curvas separadas de Kaplan-Meier que se construyeron para la

mortalidad a los 90 dias entre los grupos de acuerdo con los valores de corte estimados previamente
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para LPO* y LDL (ver Articulo 1). Ambos, LPO >1948 uM y LDL <69 mg/dL se asociaron

significativamente mortalidad. No se reportaron fallecimientos durante el seguimiento.

Figura 16. Riesgo de mortalidad en pacientes con la COVID-19 segun niveles de LPO (A) y LDL(B).
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el niimero en riesgo a lo largo del tiempo en cada grupo
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7.3 Articulo 3 (Anexo 1V)
Titulo: Exercise Ventilatory Inefficiency in Post-COVID-19 Syndrome: Insights from a Prospective
Evaluation
Revista: Journal of Clinical Medicine
Fecha publicacion: 11 Junio del 2021
Doi: https://doi.org/ 10.3390/jcm10122591
Resumen del articulo

El Articulo 3 pretende describir el perfil clinico-epidemiologico y las alteraciones funcionales
de los pacientes con diagnostico de la COVID-19 o infeccion por SARS-COV-2 tras >3 meses del
evento indice.'* Para ello, se disefid un estudio prospectivo que se registrd en la base de datos
internacional de estudios clinicos “ClinicalTrials.gov” (NCT04689490). La Figura 17 muestra el

diagrama de flujos de los pacientes incluidos.

Figura 17. Diagrama de flujos de los pacientes incluidos y excluidos en el estudio.
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7.3.1 Analisis descriptivo

El tiempo medio de seguimiento de la segunda visita fue de 181142 dias. En la poblacion global
destaca una mayor proporcion de mujeres (64,3%) con una edad media de 54,8+11,9 afios, sin
observarse diferencia entre los grupos analizados. Entre las comorbilidades mas frecuentes podemos
encontrar la hipertension arterial (26,5%) y la dislipemia (19,1%), aunque no se observan diferencias
estadisticamente significativas. El perfil de paciente con disnea persistente se caracterizo por una peor
puntuacion en el KCCQ score (60,1£18,6 vs. 82,8+11,3; p<0,001) y por presentar una mayor incidencia
de fatiga (41,5 vs. 10,3%; p=0,005). La Tabla 17 recoge las variables demograficas, caracteristicas
basales y clinicas durante el seguimiento.

Los resultados de las pruebas complementarias realizadas para identificar potenciales causas de
la disnea persistente se recogen en las Tablas 18 y 19. A nivel analitico no se observaron diferencias
significativas durante el seguimiento, donde destaca ausencia de anemia, disminucioén de la hormona
estimulante de la tiroides e hipoalbuminemia. Tampoco se observaron diferencias significativas en los
marcadores cardiacos, con niveles de NT-ProBNP (37 vs. 65 pg/mL; p= 0,051) y troponina T
ultrasensible (5.5 vs. 5.3 pg/mL; p=0,504) comparables y en consonancia con la ausencia de alteraciones
ecocardiograficos entre grupos. Desde el punto de vista respiratorio tampoco se observaron diferencias
significativas, aunque si una tendencia a una menor DLco (86 vs. 90%; p = 0,098) entre los pacientes
con disnea persistente. Aquellos pacientes sin disnea presentaron una mejor capacidad funcional en el

test de los 6 minutos (611 vs. 535 metros; p<0,001).
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Tabla 17. Comparacion de las caracteristicas basales y sintomas entre los pacientes con disnea

persistente con el resto de la muestra.

Poblacion Global Disnea persistente® Sin disnea p valor
n =70 n=41 (58,6) n=29 (41,4)

Caracteristicas basales

Edad, afios 54,8+11,9 54,9£10,5 54,6+13,9 0,914
Sexo (mujeres) 45 (64,3) 30 (73,2) 15 (51,7) 0,065
SC (kg/m?) 1,8240,18 1,81£0,18 1,84+0,18 0,423
ACV 1(1,5) 12,4 0 0,999
Cardiopatia isquémica 1(1,5) 0 13,7 0,397
Diabetes mellitus 3(5,9) 3(10,3) 0 0.249
Dislipemia 13 (19,1) 7(17,1) 6(22,2) 0,519
ERCP 344 3(7,3) 0 0,271
Enfermedad pulmonar 5(7,4) 3(7,3) 2(7,4) 0,999
Enfermedad reumatica 4(7,5) 4(9,8) 0 0,146
Hipertension arterial 18 (26,5) 12 (29,3) 6(22,2) 0,597
Hipotiroidismo 11 (16,2) 7(17,1) 4 (14,8) 0,999

Sintomas durante el seguimiento

Puntuacion KCCQ 70+£19.,4 60,1+18,6 82,8+11,3 <0,001
Cefalea 10 (14,3) 6 (14,6) 4 (13,8) 0,999
Dolor toracico 8(11,4) 7(17,1) 1(3,4) 0,128
Fatiga 20 (28,6) 17 (41,5) 3(10,3) 0,005
Mialgia 6(9,8) 4 (9,8) 2(6,9) 0,999
Palpitaciones 10 (4,3) 6 (14,6) 4 (13,8) 0,999
Sintomas neurolégicos® 14 (20) 5(12,2) 9(1) 0,052

Los datos se han expresado como n (%) o media * desviacion estandar Se consideran significativas aquellas diferencias con una
p<0,05. Abreviaciones: ACV: Accidente cerebrovascular; ERC: Enfermedad renal cronica; KCCQ: Kansas City Cardiomyopathy
Questionnaire; SC: superficie corporal. *Se define como NYHA >2. *Se define como un indice de filtrado glomerular menor a 60
ml/min o necesidad de dialisis. “Incluye las parestesias, alteraciones del gusto y del olfato.
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Tabla 18. Comparacion de las variables analiticas entre los pacientes con disnea persistente con el resto

de la muestra.

Poblacion Global Disnea residual® Sin disnea p valor
n =70 n= 41 (58,6) n=29 (41,4)
Albumina (g/L) 4,5 [4,4-4,7] 4,5 [4,4-4,7] 4,5 [4,4-4,6] 0,177
AST (U/L) 19 [16-25] 21[17-25] 17 [13-22] 0,054
Creatinina (mg/dL) 0,84 [0,75-0,98] 0,82 [0,76-0,98] 0,85 [0,75-0,97] 0,995
Dimero-D (ng/mL) 265 [188-377] 268 [221-352] 246 [180-384] 0,581
Ferritina (ng/mL) 113,1 [50,1-159,1] 94,3 [46,1-142,1] 145,3 [51,6-181,2] 0,063
Interleucina-6 (pg/mL) 3,42 [2,6-4,4] 3,6 [2,6-4,7] 3,2 [2,5-3,7] 0,174
Hemoglobina (g/dL) 14 [13,5-15,3] 14 [13,1-15,2] 14,2 [13,7-16] 0,107
Linfocitos (células/mm?) 2185 [1800-2790] 2200 [1660-2790] 2170 [1850-2510] 0,638
NT-ProBNP (pg/mL) 41 [23-68] 37[19,5-55,4] 65 [29-127] 0,051
Proteina C-reactiva (mg/L) 1,3 [1-2,8] 1,75 [1-4,25] 1,2 [1-2,15] 0,173
Troponina T (pg/mL) 5,4 [3,1-7,54] 5.5[3,2-7] 5,3 [3,2-9,6] 0,504
TSH (mU/L) 2,05 [1,68-3,24] 2,11 [1,66-3,4] 1,97 [1,7-2,69] 0,722

Los datos se han expresado como RIC. Se consideran significativas aquellas diferencias con una p<0,05. Abreviaciones: AST:
aspartato aminotransferasa; TSH: hormona estimulante del tiroides * Se define como NYHA >2

Se valor6 de forma objetiva mediante la realizacion de una ergoespirometria la capacidad
funcional de los pacientes incluidos en el estudio (Tabla 19). Los pacientes con disnea persistente
presentaron una clase funcional ligeramente deprimida (clase ventilatoria B; ver Tabla 7) caracterizada
por un consumo pico (17,8 vs. 22,8 ml/kg/min; p<0,001) y teoérico (77,8 vs. 106%; p<0,001) de Vo>
significativamente menor, también se observo un Vo, menor en el primer umbral anaerobio (13,6 vs.
18,3 ml/kg/min; p=0,003). Destaca entre los pacientes con disnea persistente una clase ventilatoria B
reflejada por un aumento de la VE/Vco2 slope (32 vs. 29,4; p=0,022) con una menor PETco2 (34,5 vs. 38
mmHg; p=0.025) pero con una reserva respiratoria conservada. La respuesta cronotropa fue adecuada
en ambos grupos (disnea residual vs. sin disnea), aunque se observaron diferencias estadisticamente
significativas en la FC maxima (148 vs. 161 Ipm: p=0.018), la FCMT (87 vs. 95%; p=0.03) y FC en el

primer minuto de la recuperacion (49 vs. 39 Ipm; p=0.046). Ninglin paciente presentd desaturacion o
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respuesta presora patoldgica con el esfuerzo. El RER promedio fue 1.11 en la poblacion global sin

diferencias entre grupos (1.08 vs. 1.13; p=0.172)

Tabla 19. Comparacion de las variables ecocardiograficas y de funcion respiratoria entre los pacientes

con disnea persistente con el resto de la muestra

Ecocardiograma

Volumen auricular (mL/m?)
FEVI (%)

VTDVIi (mL/m?)

VTSVIi (mL/m?)

Ratio E/A mitral

Velocidad onda E’ (cm/seg)
Ratio E/e’

TAPSE (mm)

Velocidad onda S’ (cm/seg)
Presion VD (mmHg)

Strain longitudinal global (%)
Pruebas funcion respiratoria
DLco % del predicho

Kco % del predicho

FEV1 % del predicho

FVC % del predicho
FEV1/FVC (%)

RV % del predicho

TLC (%) del predicho

Distancia (m) Test 6 minutos

Poblacion Global

n =70

22,1[17,7-27.8]
64 [59-68]
75 [66-100]

16,2 [12,3-20,1]

0,9 [0,76-1,22]

0,11 [0,09-0,14]
6,5 [4,9-7,9]
23 [20-26]
13 [12-15]
19 [15-24]

20 [22-19]

88,8 [80-97]
95,3 [88,7-109]
112 [103,5-121,5]
116 [105-131]
100 [91,6-105]
101 [89,8-118,5]
100 [96,5-111]

558 [500-615]

Disnea residual®

n= 41 (58,6)

21,2 [18,3-30]
65 [59-68]
41,2 [36,2-50,6]
14,1 [12,4-21]
0,89 [0,79-1,19]
0,8 [0,09-0,13]
6,6 [4,9-8.9]
23 [20-27]
13 [12-14,5]
22 [18-26]

20 [22-19]

86 [74,5-95,3]
94,6 [86,5-107]
113 [102-122]
115 [104-132,5]
98,5 [86,5-106]
106.5 [94,3-119]
100 [96-112,7]

535 [467-600]

Sin disnea

n=29 (41,4)

22,5[17,7-26,1]
63 [60-69]
45,3 [40,5-54,2]
16,7 [14-21]
0,93 [0,75-1,27]
0,11 [0,09-0,11]
6,2 [5-7,3]
23 [22-25]
13 [12-15]
18 [12-19]

20 [22-19]

90 [83,5-100]
96 [89-110,5]
115 [105-124]

116 [108,5-120]
102 [97-104]

95 [85-109]
101 [97-109]

611 [550-650]

p valor

0,740
0,962
0,123
0,194
0,697
0,822
0,284
0,472
0,392
0,020

0,806

0,098
0,493
0,690
0,989
0,466
0,138
0,801

0,001

Los datos se han expresado como mediana (RIC). Se consideran significativas aquellas diferencias con una p<0.05. Abreviaciones: DLco;
capacidad de difusion del monoxido de carbono; FEVI: funcién ventricular izquierda; VD: ventriculo derecho; FEV1: volumen de aire
espirado en el primer segundo; FVC: capacidad vital forzada; Kco: relacion de la capacidad de difusion del mondxido de carbono y la
superficie alveolar (DLco/VA); RV: volumen residual; VIDVIi: volumen telediastolico de ventriculo izquierdo indexado: VTSVIi:
volumen telesistolico de ventriculo izquierdo indexado; TAPSE: desplazamiento sistolico del plano del anillo tricuspideo; TLC: capacidad

pulmonar total.* Se define como NYHA >2
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Tabla 20. Comparacion de variables de la ergoespirometria entre los pacientes con disnea persistente

con el resto de la muestra

Poblacion Global Disnea residual® Sin disnea p valor
n =70 n= 41 (58,6) n=29 (41,4)

Reserva respiratoria 41 [32-51] 46 [30-54] 40 [36-46] 0,319
RER 1,11 [1,05-1,21] 1,08 [1,05-1,16] 1,13 [1,05-1,28] 0,172
Vo2 pico (ml/kg/min) 19,4 [17,2-24,8] 17,8 [15,8-21,2] 22,8 [18,8-27,7] <0,001
Vo2 tedrico (%) 88 [76-100] 77,8 [65-92,5] 106 [96-110] <0,001
Voz en AT (ml/min/kg) 15,4 [12-19,2] 13,6 [9,2-17] 18,3 [15.2-19,5] 0,003
Pulso 02 101 [83-110] 98 [73-110] 106 [96-110] 0,054
VE/Vco: slope 30,3 [27,5-34,9] 32 [28,1-37,4] 29,4 [26,9-31,4] 0,022
VE/Vcoz2 en AT 34,7 [32,3-39,5] 37,2 [31,5-42,3] 33,7 [32,5-36,4] 0,194
PETco: (mmHg) en AT 38 [33,5-39,5] 34.5 [32-39] 38 [36-40] 0,025
FC en reposo (Ipm) 79 [71-85] 78 [70-80] 80 [74-86] 0,357
FC pico (Ipm) 155 [140-163] 148 [140-159] 161 [147-169] 0,018
FCMT (%) 90.3 [83.9-97.4] 87[79.3-94.5] 95 [88-100] 0,003
SpO: basal (%) 97 [96-98] 97 [96-98] 97 [96-98] 0,620
SpO: esfuerzo maximo (%) 97 [96-98] 97 [96-98] 97 [96-98] 0,388
TAS en reposo (mmHg) 139 [124-146] 140 [125-150] 123 [134-142] 0,205
TAS en max. esfuerzo 143 [160-177] 155 [139-175] 160 [151-177] 0,319
(mmHg)
TAD en reposo (mmHg) 86 [77-95] 90 [80-97] 82 [75-89] 0,034
TAD en max. esfuerzo 90 [81-100] 90 [82-106] 91 [80-95] 0,443

(mmHg)

Los datos se han expresado como mediana (RIC). Se consideran significativas aquellas diferencias con una p< 0.05. Abreviaciones: FC:
frecuencia cardiaca; FCMT: frecuencia cardiaca maxima tedrica; PETcoa: presion parcial del CO, medido al final de la espiracion; SpOa:
saturacion de oxigeno periférico; TAD: tension arterial diastolica; TAS: tension arterial sistolica; VE/Vcoa: equivalente ventilatorio de
CO»; Vou: consumo de oxigeno.

2 Se define como NYHA >2
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8.DISCUSION
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La sepsis es un proceso complejo y dinamico que incluye alteraciones en los principales
6rganos diana.*'® En la literatura se le da gran protagonismo a las investigaciones que se centran en la
fase aguda de la enfermedad, con una menor presencia de aquellos estudios que evaltian las secuelas a

164 sino también a

largo plazo.'™® La sepsis se caracteriza por alteraciones metabolicas no sélo a corto
largo plazo.'*'El inicio de la pandemia por SARS-CoV-2, conocida como la COVID-19, dificulté la
posibilidad de aumentar nuestro conocimiento de las alteraciones asociadas a la sepsis y de otras
patologias. Todo ello vino motivado por la necesidad de focalizar gran parte del esfuerzo en atender a
los pacientes, dado el grado de colapso de los sistemas sanitarios a nivel mundial, y una menor presencia
de patologias agudas probablemente desplazadas por una alta incidencia de la COVID-19.'%

La COVID-19 es una enfermedad cuyo eje central en los casos mas severos es una respuesta
inflamatoria excesiva,’ por lo que podriamos definirla como el paradigma de la sepsis viral.? Por ello,
nuestro grupo consideré6 que la COVID-19 era una excelente oportunidad para ampliar nuestro
conocimiento de las alteraciones metabolicas agudas y cronicas asociadas a los procesos infecciosos.
De igual manera, y dada la escasa informacion existente respecto a las secuelas cronicas de los procesos
infecciosos,” también realizamos un estudio con el objetivo de profundizar en el conocimiento de las
mismas con una valoracién integral de los pacientes.*”’

De este modo, nuestra linea de trabajo incluye 3 articulos (ver Anexos II, III y IV) que se
centran en pacientes con diagnostico de la COVID-19 evaluando escenarios menos representados en la
literatura cientifica y aportando un seguimiento a medio-largo.

8.1 Anomalias del perfil lipidico en pacientes con la COVID-19

Las infecciones de cualquier tipo se han asociado a una alteracion del perfil lipidico con una
disminucién de los niveles de colesterol total, HDL-c y LDL-c.'”® Algunos estudios observaron que la
hipolipoproteinemia mantenia una correlacién inversa con la severidad de la infeccion.'*'*! La sepsis,
que es considerada como una respuesta inmunitaria fulminante frente a una infeccion,* también presenta
alteraciones de los niveles de colesterol total y lipoproteinas, lo que se ha relacionado fundamentalmente
con una mayor mortalidad por todas las causas.'® Si tenemos en cuenta que la COVID-19 es una forma

de sepsis viral, es de esperar hallazgos similares en este grupo de pacientes. En este sentido, el primer

105



objetivo de nuestra tesis doctoral fue evaluar el comportamiento del perfil lipidico y sus implicaciones
pronosticas en la COVID-19.

Nuestra cohorte retrospectiva (Articulo 1; ver Anexo II) que analiz6 el comportamiento del
perfil lipidico en funcién de la supervivencia “observé, al igual que en otros estudios,” que aquellos
pacientes que fallecieron presentaron una mayor mediana de edad y prevalencia de los factores clésicos
de riesgo cardiovascular. En el momento de analizar el comportamiento observamos una disminucion
significativa de los niveles de colesterol total y lipoproteinas en ambos grupos respecto a sus niveles
basales. Sin embargo, a diferencia de aquellos pacientes que fallecieron, los supervivientes presentaron
una mejoria progresiva del perfil lipidico que se confirm6 durante el seguimiento a corto plazo. Ademas,
en nuestra cohorte prospectiva (Articulo 2; ver Anexo III) observamos que los niveles de colesterol
total y lipoproteinas fueron significativamente menores en comparacion a los controles sanos en el
momento del ingreso.

Varios estudios han analizado la relacion entre la caida de los niveles de colesterol total y
lipoproteinas y la severidad de la enfermedad. Un primer meta-analisis que analiz6 una poblacion de
3,159 pacientes con infeccion por SARS-CoV-2 observo niveles significativamente menores de
colesterol total y lipoproteinas entre aquellos con formas severas de la enfermedad.” De igual manera,
un meta-analisis mas reciente que evalud una poblacion de mas de 4.500 pacientes con la COVID-19
observé una asociacion similar del perfil lipidico con la severidad de la enfermedad.” Sin embargo,
ambos meta-analisis se caracterizaron por una alta heterogeneidad de las cohortes analizadas, aunque
sus hallazgos sugieren una relacion causa-efecto, lo que podria justificar nuestros hallazgos.

Varias son las hipotesis planteadas por la comunidad cientifica para intentar dar respuesta a las
alteraciones del perfil lipidico en los pacientes con la COVID-19, pero no existe ningin estudio que
evaltie de forma directa y sistematica la causa de los cambios que suceden durante la fase aguda de la
enfermedad. Existen trabajos que sugieren que la hipolipoproteinemia observada en la sepsis representa
una disminucién de la capacidad antioxidante y antiinflamatoria de este grupo de pacientes.'®> Dicho
hallazgo no es sorprendente si tenemos en cuenta que la sepsis es un proceso inflamatorio en el que
existe un estrés oxidativo aumentado, capaz de agotar la capacidad antioxidante de nuestro organismo.*

También podemos obtener cierta informacion con el perfil epidemioldgico de los pacientes con la

106



COVID-19,"? al comprobar que en nuestras series destaca una alta prevalencia de los factores de riesgo
cardiovascular. Dichos factores se asocian a un mayor estrés oxidativo,*” y tanto la inflamacién® como
el estrés oxidativo son caracteristicos de la COVID-19.*4¢:193:19 Esto contrasta con la mayor mortalidad

observada en los pacientes con factores de riesgo cardiovascular %27~

y mayor estrés oxidativo durante
la COVID-19.%#

En una extension de nuestro estudio decidimos explorar la posible asociacion del estrés
oxidativo con la dislipemia e inflamacion de los pacientes con la COVID-19 (Articulo 2; ver Anexo
IIT) mediante un analisis multivariante. Es interesante destacar la asociacion observada entre la LPO
con el colesterol total, la IL-1Ra e IL-6 dado que esto podria estar justificado por la accion del
inflamosoma.'*'?” Lage et al. observaron una correlacion entre la LPO y la IL-1p, lo que sugiere que
el SARS-CoV-2 juega un papel en la activacion del inflamasoma NOD-like receptor family pyrin
domain-3 (NLRP3 por sus siglas en inglés) mediada por el estrés oxidativo.'”® Sin embargo, nosotros
observamos una asociacion inversa entre la LPO e IL-1Ra, pero hay que recordar que esta interleucina
es un inhibidor endogeno de la IL-1a e IL-1f, por lo que un déficit de la misma o imposibilidad para
aumentar sus niveles respecto a los de la IL-1 podria justificar nuestros hallazgos.'” 2" Esto se ve

reforzado por la asociacion positiva entre la LPO y la IL-6; esta tltima es una interleucina pro-

inflamatoria cuya sintesis esta promovida por la IL-1B.> Ademds, sabemos que el inflamasoma-NLRP3

196,203 204

juega un papel en la defensa frente a infecciones y su activacion se asocia a dafo tisular,”™" al igual

que sucederia con el SARS-CoV-2 u otras especies de coronavirus,2*>2%°2%

El inflamasoma-NLRP3 se activa por una amplia gama de sefiales que derivan no solo de
microorganismos, sino también de una desregulacién metabélica.'® Por tanto, es razonable suponer que
el SARS-CoV-2 actuaria inicialmente como un patrén molecular aumentando la produccion de radicales
libres, lo que activaria el inflamasoma-NLRP3 y la sintesis de citocinas pro-inflamatorias. Ademas, el
perfil lipidico de la COVID-19 seria el reflejo de un mayor estrés oxidativo por un incremento de las
formas oxidadas de las principales lipoproteinas, las cuales a su vez serian capaces de activar el
inflamasoma-NLRP32"’ generando un circulo vicioso. De esta manera, la discordancia observada en los

estudios entre el HDL-c y LDL-c*’* dependeria de la respuesta inflamatoria, donde inicialmente el

HDL-c disminuiria hasta saturar su capacidad antioxidante, momento en el cual empezaria la oxidacion
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del LDL-c y la disminucion de sus niveles.?”**% Esto supondria un punto de inflexion en la patogénesis
de la COVID-19 y justificaria el comportamiento del HDL-c que observamos en nuestros estudios con
una tendencia descendente hasta alcanzar un plateu (Articulos 2 y 3; ver Anexos II y III). Nuestros
datos concuerdan con aquellos estudios que observaron que los niveles bajos de HDL-c se asociaban a

210,211

un mayor riesgo de infeccion, pero sin una clara asociacion con los eventos en los pacientes con

formas severas de la enfermedad.?'**"

En nuestro analisis de mortalidad encontramos una asociacion entre niveles bajos de LDL-c
con un mayor riesgo de mortalidad hospitalaria que se mantuvo en el tiempo. Ademas, las curvas de
supervivencia del LDL-c y LPO demostraron que las tendencias en mortalidad entre ambas eran de
similar magnitud (Articulo 2; ver Anexo III). En pacientes con formas severas de la COVID-19 se ha

reportado formas oxidadas del LDL-c y un perfil pro-inflamatorio de oxilipinas,*'*"*

y curiosamente
un mayor grado de oxidacion del LDL-c se asocia a una mayor concentracion de oxilipinas.?’® A este
respecto, un estudio observd que aquellos pacientes con la COVID-19 y diabetes mellitus o
enfermedades cardiovasculares presentaron niveles mayores de las formas oxidadas de LDL-c en
comparaciéon a los que carecian de comorbilidades.?'® En consistencia con este hallazgo, también
observamos que la edad y mayor grado de inflamacion se asociaron a una mayor mortalidad en nuestra
cohorte retrospectiva (Articulo 1; ver Anexo II). Estos datos refuerzan los hallazgos descritos en este
proyecto de tesis doctoral, mas atn si tenemos en cuenta que las formas oxidadas de LDL-c parecen
jugar un rol en la patogénesis de la ateroesclerosis, inflamacion, muerte celular y disfuncion
endotelial *'7-*'®

Las alteraciones metabolicas objetivadas en la fase aguda podrian prolongarse en el tiempo.
Estudios previos en pacientes con sepsis demostraron que aquellos con un perfil pro-inflamatorio
presentaron una mayor mortalidad cardiovascular (HR 5,07; IC 95% 1,18-21,84) y por todas las causas
(OR 8,26; IC 95% 3,45-21,69) durante el primer afio de seguimiento.”'* Ademas, en comparacioén con
pacientes sin historia previa de sepsis, la sepsis se asocié a un mayor riesgo de eventos cardiovasculares

(HR 1,30; IC 95% 1,27-1,32) tras 5 afios del evento indice.?”® Se han reportado hallazgos similares en

la COVID-19 durante el primer afio de seguimiento, con un mayor riesgo de eventos cardiovasculares
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en comparacion a un grupo de control contemporaneo (HR 1,42; IC 95% CI 1,38-1,47) e historico (HR
1,47; IC 95% 1,43—1,52).'¥

En la actualidad se desconoce cual es el mecanismo subyacente detras de este mayor riesgo de
eventos cardiovasculares, pero hasta donde sabemos este es el primer estudio que evalta el
comportamiento del perfil lipidico a corto y largo plazo entre los supervivientes de la COVID-19.
Nuestros hallazgos muestran una mejoria de los niveles de colesterol total y lipoproteinas durante el
seguimiento hasta niveles basales previos a diferencia de lo reportado en otras patologias

139140 sepsis.'*! Dicho perfil se caracterizaba por un fenotipo lipidico con bajos niveles de

infecciosas
HDL-c,"**!'* el cual se ha asociado previamente a una mayor LPO**'*** y por ende a un mayor riesgo
de eventos cardiovasculares.”** Ademas, recientemente se ha reportado entre los supervivientes de la
COVID-19 un estrés oxidativo y activacion del inflamasoma-NLRP3 persistente.'®

El conocimiento de estos hallazgos nos llevo revaluar el perfil lipidico durante el seguimiento
en funcion de los niveles de oxidacion en el momento del ingreso, y observamos entre aquellos con
niveles mas elevados de LPO un perfil aterogénico e inflamacion subclinica durante el seguimiento
(Articulo 2; ver Anexo III). Estos hallazgos cobran mas sentido si tenemos en cuenta que la activacion
del inflamasoma-NLRP3 de forma crénica se asocia al desarrollo de trastornos metabolicos’® y
cardiovasculares®’, donde el HDL-c veria alterada su capacidad antioxidante favoreciendo la oxidacion
del LDL-c y viceversa.””®?” En resumen, el mayor riesgo cardiovascular objetivado en pacientes con
infecciones previas podria venir justificado por la persistencia de un desequilibrio entre el sistema
inmunitario y metabolico al igual que sucede durante la fase aguda de la enfermedad.
8.2 Anomalias funcionales durante el seguimiento

Es bien conocida la persistencia de sintomas en un subconjunto de pacientes después de
infecciones generalmente no graves, fenomeno conocido como PAIS.” La prevalencia de estos
sindromes disminuye con el tiempo, es del 10% tras 12 afios de seguimiento,'® y se caracterizan por
empeorar la calidad de vida de los pacientes.'"’ Esto tiene especial relevancia en una patologia como la
COVID-19 si tenemos en cuenta el nimero de pacientes infectados a nivel mundial y que ni los

226,227

ambulatorios ni los vacunados'?’ estan exentos de desarrollarlos. Se estima que la prevalencia de
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este sindrome post-COVID es mayor del 10%,''%** La fatiga, '9¢!%!"1112128 155 secuelas pulmonares y
las neuro-psiquiatricas son los hallazgos mas comunes.?**

En las fases iniciales de la pandemia llamaba la atencion que algunos supervivientes de la
COVID-19 referian la persistencia de una disnea durante el seguimiento, aunque en algunos casos sin
una causa objetivable. Ademas, estos sintomas no eran exclusivos de los pacientes hospitalizados, pues
se veian también en los ambulatorios. En la actualidad, la Sociedad Americana de Cardiologia define
al sindrome post-COVID como PASC diferenciando entre dos entidades (enfermedad cardiovascular
vs. sindrome cardiovascular) en funcion de la existencia o no de patologia cardio-pulmonar objetivable
que justifique los sintomas.'* En este sentido, la ergoespirometria es una herramienta indispensable para
una correcta evaluacion, y mas aun en aquellos pacientes sin una causa organica detras de los
sintomas.'*'"!” Una de las fortalezas de nuestro estudio prospectivo fue la valoracion integral de los
pacientes en la que se incluyo la ergoespirometria.

En nuestra cohorte, observamos entre los pacientes con disnea persistente un predominio del
sexo femenino, con una distribucion por edades muy similar, que referian una peor calidad de vida y
cuyo sintoma mas frecuente fue la fatiga. Por tanto, no es sorprendente que la clase funcional de estos
pacientes estuviera deprimida en comparacion a los supervivientes sin persistencia de los sintomas
durante el seguimiento. Recientemente, un meta-analisis de Durstenfeld et al. observo una diferencia
media en el Vo, maximo de —4.9 (IC 95 % —6.4 a —3.4) ml/kg/min al evaluar aquellos estudios que

compararon a pacientes con y sin sintomas tras la COVID-19.** Estos hallazgos también han sido

230-236 237-245

descritos en otros estudios retrospectivos y prospectivos que evaluaron la capacidad del

ejercicio tras la infeccion por SARS-CoV-2. En relacion con la evolucion temporal de estos sintomas,
algunos estudios sugieren que existe una mejoria progresiva que viene acompanada de una resolucion
de los sintomas,**® aunque es menor en comparacion a los controles sanos**’ y podria no estar presente
en todos los pacientes,”' ***2%Sin embargo, una de las principales limitaciones de todos los estudios es
la ausencia de una ergoespirometria basal, aunque estudios con deportistas de €lite objetivaron también

248-250

una disminucion de la capacidad funcional en aquellos con sintomas persistentes que mejord en

el seguimiento. >
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En lo que respecta al resto de pruebas complementarias, no objetivamos alteraciones y
diferencias entre grupos con excepcion de la distancia recorrida en el test de los 6 minutos. Nuestros
hallazgos sugieren que los pacientes con disnea persistente padecian del sindrome cardiovascular dada
la ausencia de una causa respiratoria o cardiologica objetivable. En este contexto, la ergoespirometria
nos ayudo a identificar un patron de ineficiencia ventilatoria, que justifica los sintomas, y es similar al
encontrado en otros estudios.”*?*#'2** Tres grandes causas pueden justificar la persistencia de
181,182

sintomas: cardiovascular, respiratoria y periférica.

La intolerancia al ejercicio de causa cardiovascular puede explicarse por varios factores, aunque

232,244,247,251 243,255

destaca la ausencia de disfuncion ventricular durante el reposo y/o esfuerzo en los

estudios reportados hasta el momento. Una de las potenciales causas podria ser un bajo volumen latido,
estimado de forma indirecta en la ergoespirometria con el pulso de oxigeno que fue normal en nuestras
serie y en otras.”>****%%7 Sin embargo, es necesario recordar que el pulso de oxigeno es el Vo./HR por
lo que los resultados podrian verse alterados por una incompetencia cronotropica®>2*%2¢
recuperacion inadecuada de la FC**7#*%2%° también observada en algunos supervivientes de la COVID-
19 con persistencia de los sintomas.

La causa respiratoria también se presenta como un factor que pueda justificar la persistencia de
los sintomas, hipotesis que se veria reforzada si tenemos en cuenta la afinidad del SARS-CoV-2 por el
parénquima pulmonar. No se ha observado una asociacion evidente entre la alteracion pulmonar y el

229,261

bajo Vo durante el esfuerzo con excepcion de la DLco.2*24% 243! Esto podria sugerir la existencia

de patologia pulmonar intersticial o vascular que podria justificar el patron de ineficiencia ventilatoria

que presentaron nuestros pacientes.’**?® Sin embargo, esta no parece la causa fundamental dada la

241,245

ausencia de hipertension pulmonar con el esfuerzo, aumento de la relacion entre el espacio

muerto/Vt#32233:241243:243252 v qesaturacion con el esfuerzo.””” Por tanto, parece que la limitacion
respiratoria seria mas consecuencia de una respiracion disfuncional la cual agrupa diferentes patrones

respiratorios patolégicos.”** En este sentido, el sindrome de hiperventilacién y una respiracion cadtica

han sido reportados en pacientes con persistencia de los sintomas.**?%

Respecto a la causa periférica, se ha postulado al desacondicionamiento fisico como una de las

244,247,254,256

potenciales causas. Sin embargo, aquellos estudios que hicieron uso de la ergometria
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241,245

nvasiva 295,266

o de esfuerzo no apoyan dicha hipotesis. Se ha sugerido también que el problema

241245 que se veria alterada por un dafio endotelial,**"*%* y

seria un déficit en la extraccion de oxigeno,
no tanto por un problema de aporte de oxigeno dada la ausencia de anemia o patologia cardiaca en la
mayoria de los estudios.”” Ademds, la hiperventilacion también podria justificar una menor difusion de
oxigeno dado que esta se traduce en una mayor afinidad de la hemoglobina por el oxigeno."*"'*? Todo

lo descrito con anterioridad puede estar relacionado con una disautonomia,’®*7

al igual que sucede en
el sindrome de la fatiga cronica.””!

En resumen, aquellos pacientes con persistencia de los sintomas (disnea y/o fatiga) durante el
seguimiento sin evidencia de patologia cardio-pulmonar representan un grupo muy heterogéneo. Entre
las posibles causas objetivadas que pueden justificar los sintomas destacan la disautonomia cardiaca, la
ineficiencia ventilatoria y la disminucion de la extraccion periférica de oxigeno.

8.3 Implicaciones practicas del estudio en el Ambito asistencial

Nuestros trabajos evidenciaron que la dislipemia observada durante la COVID-19 (Articulos 1
y 2; ver Anexos II y III), caracterizada por una disminucion de los niveles de colesterol total y
principales lipoproteinas, es probablemente el resultado de los procesos biologicos que se producen
durante la fase aguda de la enfermedad. En este sentido, una identificacion precoz de la misma podria
tener implicaciones pronosticas dada su asociacion con una mayor mortalidad. Ademas, no debemos de
olvidar el perfil aterogénico observado durante el seguimiento a largo plazo entre los supervivientes de
la COVID-19 con formas mas severas de la enfermedad.

Nuestros hallazgos plantean el cuestionamiento del tratamiento hipolipemiante en cada una de
las fases de la enfermedad, aunque no fue objeto de estudio del presente proyecto de Tesis doctoral.
Varios meta-analisis han evaluado la utilidad de las estatinas durante la COVID-19 con hallazgos

discordantes,”’> 7

y a pesar de que la dislipemia se asocio con formas severas de la COVID-19 (RR
1,39; IC 95% 1,03-1,87).77¢ Existen trabajos que han descrito un mayor riesgo de sepsis entre aquellos
pacientes con niveles basales de HDL-c bajos,*’” con hallazgos similares descritos en la COVID-19 2"
el cual a su vez se asocia a una mayor estrés oxidativo y menor capacidad anti-oxidante.””' *** Esto

dejaria al LDL-c mas susceptible de ser oxidado,””*** lo que incrementaria la cascada inflamatoria y el

riesgo de eventos adversos, justificando asi el mayor riesgo observado entre los pacientes con niveles
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basales de LDL-c elevados.?’® De hecho, un meta-analisis sugirié un efecto neutro de las estatinas (OR
1,08; IC 95% 0,86—-1,35), estando este influenciado por la edad y enfermedades cardiovasculares” las
cuales también se asocian a un mayor estrés oxidativo.

Al mismo tiempo, algunos estudios han puesto en duda la utilidad de las estatinas en la COVID-
19 durante el ingreso, reportando un mayor riesgo de desarrollar formas severas de la enfermedad (RR
1,18; IC 95% 1,11-1,27).%* Estos hallazgos son concordantes con dos estudios aleatorizados en los que
la simvastatina®' y la rosuvastatina® no mejoraron el pronostico de los pacientes con SDRA. Sin
embargo, un posterior subanalisis sugirio que las estatinas lipofilicas podrian mejorar el prondstico de
estos pacientes al disminuir la activacion del inflamasoma-NLRP3.%®* Las estatinas hidrofilicas
activarian dicho inflamasoma-NLRP3 al aumentar la produccién de radicales libres.”® En base a
nuestros resultados parece necesario revaluar este escenario dada la asociacion que observamos entre
la LPO, la dislipemia e interleucinas pro-inflamatorias durante la fase aguda de la enfermedad. En la
actualidad no existe un protocolo estandarizado para el uso de estatinas en la COVID-19, pero parece
légico mantenerlas al menos durante la fase previa y seguimiento dado el beneficio ya demostrado en
otras patologias.

Finalmente, nuestro Articulo 3 (ver Anexo IV) avala la utilidad de la ergoespirometria en el
diagnostico y evaluacion de la disnea o fatiga persistente tras la COVID-19 en ausencia de una patologia
cardio-pulmonar evidente. La importancia de esto radica en que se demuestra con datos objetivos la
disminucién de la capacidad funcional de este grupo de pacientes, hallazgos también descritos en la
bibliografia.”’ Ademas, algunos estudios han focalizado parte de sus esfuerzos en identificar factores
que se asocien a una menor capacidad funcional®****?*%5 gin prestar atencion a su capacidad
prondstica. Actualmente no sabemos si los hallazgos descritos condicionan un peor prondstico, pero

tanto Vo2 <14 ml/kg/min'®' y como una VE/Vcos slope >30%

se han asociado a una mayor mortalidad
en patologia cardio-pulmonar. Ademads, si tenemos en cuenta que la disautonomia es una de las
potenciales causas,”®’ podemos especular sobre la utilidad pronostica del comportamiento de la FC
durante el esfuerzo y la recuperacion pues se ha visto que una recuperacion tardia de la FC** e

180,289

insuficiencia cronotropa se asocian a un peor pronostico. Por tanto, sugerimos que las unidades

clinicas incluyan en sus protocolos de actuacion el uso de la ergoespirometria con la opcion de realizar
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estudios seriados dada la potencial utilidad diagnostica y prondstica que pueden tener en este nuevo
escenario.
8.4 Limitaciones

El presente proyecto de Tesis doctoral fue concebido como un trabajo que se dividio en tres
trabajos, con un disefio observacional, un estudio retrospectivo (Articulo 1; ver Anexo II) y dos
prospectivos (Articulos 2 y 3; Ver Anexos III y IV). Por ello, y a pesar del seguimiento riguroso
realizado a los pacientes incluidos en cada una de las fases, consideramos que la principal limitacion es
la imposibilidad de inferir causalidad. Ademas, en nuestro caso concreto, el estudio se ha realizado en
un Unico centro lo que podria implicar un sesgo de seleccion, aunque las caracteristicas clinicas y
epidemiologicas de nuestras cohortes son similares a las reportadas en la literatura. Sin embargo,
consideramos que también existen limitaciones especificas a cada trabajo incluido a pesar de que el eje
central ha sido el analisis de las alteraciones metabdlicas y funcionales de la COVID-19. A
continuacion, se exponen cada una ellas:

La principal limitacion del Articulo 1 (ver Anexo II) que analizé el perfil lipidico de los
pacientes con la COVID-19 fue la imposibilidad de analizar las apolipoproteinas y formas oxidadas de
las lipoproteinas. No obstante, nuestro estudio es uno de los que mayor tamafio muestral analiz6 en el
momento de su publicacion.

El Articulo 2 (ver Anexo III) que analizo6 asociacion del estrés oxidativo con el perfil lipidico
e inflamatorio tiene como principal limitacion que tampoco se cuantificaron las formas oxidadas de las
principales lipoproteinas. Sin embargo, para intentar disminuir este sesgo, se midieron los niveles de
MDA y 4-HNE como marcadores indirectos de LPO en el momento del ingreso.

Por ultimo, el Articulo 3 (ver Anexo 1V) que evalud la persistencia de la disnea durante el
seguimiento a medio plazo de los pacientes con diagndstico de infeccion por SARS-CoV-2 incluye una
muestra heterogénea. Ademas, en el momento del desarrollo del estudio no existia una definicion
estandar de sindrome post-infeccioso por SARS-CoV-2. Por otra parte, no se puede descartar que las
afecciones cronicas previas no diagnosticadas pudieran interferir en los hallazgos a pesar de los estrictos

criterios de inclusion establecidos. Finalmente, a pesar de que se realiz6 una valoracion integral de los
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pacientes, estos no se sometieron a una ergoespirometria invasiva o ecocardiograma de estrés que podria
haber valorado de forma mas completa la disnea de esfuerzo referida por los pacientes.
8.5 Lineas de investigacion futuras

Consideramos que las observaciones derivadas de este proyecto de Tesis doctoral y sus propias
limitaciones brindan la oportunidad de crear dos nuevas lineas de investigacion, las cuales podrian
extrapolarse a otras patologias infecciosas.

En primer lugar, es necesario desarrollar estudios prospectivos que evaltien el perfil lipidico de
los pacientes con patologias infecciosas que incluyan todos los hallazgos descritos en el presente
proyecto de Tesis doctoral. Habria que incluir un grupo control que ayude a evaluar la asociacion entre
la enfermedad y las alteraciones metabolicas descritas. Es fundamental un seguimiento a largo plazo,
dado que el perfil aterogénico y eventos cardiovasculares descritos en la literatura cientifica podrian
presentar una posible asociacion que justificara adoptar medidas de prevencion mas agresivas en este
grupo de pacientes. De hecho, es vital revaluar la utilidad del perfil lipidico en las herramientas
prondsticas (e.g. SOFA score) y el rol de las estatinas en cada una de las fases de la enfermedad.

En segundo lugar, se necesitan también grandes estudios prospectivos longitudinales que
evaltien de forma mas pormenorizada la disnea y fatiga de los PAIS. De igual manera, consideramos
adecuado la necesidad de explorar la evolucion y utilidad pronostica a largo plazo de cada una de las
variables evaluadas con la ergoespirometria durante el seguimiento de los pacientes con infecciones

recientes, independientemente de la necesidad de ingreso hospitalario.
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9.CONCLUSIONES
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Las conclusiones que se extraen del presente proyecto de Tesis doctoral y de cada uno de los

Articulos que incluye son las siguientes:

1-

La mortalidad por todas las causas a los 30 dias en los pacientes con la COVID-19 de nuestra
cohorte fue de un 22,8% con unas caracteristicas clinicas y epidemiologicas similares a las
reportadas en la literatura. Los factores que se asociaron a la mortalidad en nuestra cohorte
retrospectiva fueron la edad, la PCR, la linfopenia y, en especial, el LDL-c, que present6 la
mejor capacidad para identificar aquellos pacientes en riesgo de fallecer a los 30 dias.

En la cohorte prospectiva, los pacientes con COVID-19 mostraron un perfil lipidico,
inflamatorio y oxidativo alterado en comparacion con los controles. Se observo una
disminucion en el colesterol total y un aumento en las interleucinas inflamatorias, los cuales se
asociaron de manera independiente con niveles elevados de peroxidacion lipidica. El perfil
lipidico durante la COVID-19 mostré un patron en forma de U al analizar los niveles en
diferentes momentos: basal, al ingreso, durante la hospitalizacion y en el seguimiento. Durante
el seguimiento a largo plazo, se observd una recuperacion en los niveles de colesterol y
lipoproteinas. Sin embargo, aquellos pacientes que experimentaron un mayor estrés oxidativo
durante la hospitalizacion mostraron un perfil aterogénico.

El PAIS causado por el SARS-CoV-2 tiene un impacto en la calidad de vida de los pacientes.
A pesar de que no se observaron alteraciones en el ecocardiograma y las pruebas de funcion
respiratoria, se evidencia la persistencia de sintomas como disnea y fatiga, los cuales pueden
ser objetivamente evaluados mediante el test de los 6 minutos y la ergoespirometria. En nuestra
cohorte, los pacientes que informaron disnea durante el seguimiento mostraron un patron de
ineficiencia ventilatoria e hiperventilacion en los resultados de la ergoespirometria. Esto

confirma la realidad y objetividad de los sintomas referidos por los pacientes.
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I. Documentos de aprobacién del Comité Etico del Hospital Clinico Universitario de Valladolid

HC HOSPITAL CLNICO
UNIVERSITARIO DE VALLADOLID

’LV) i I.‘ sacyl

#0
R

Avda. Ramoén y Cajal, 3 - 47003 Valladolid
Tel.: 983 42 00 00 - Fax 983 25 75 11
gerente.hcuv@saludcastillayleon.es

COMITE DE ETICA DE LA INVESTIGACION CON MEDICAMENTOS
AREA DE SALUD VALLADOLID

Valladolid a 11 de junio de 2020
En la reunién del CEIm AREA DE SALUD VALLADOLID ESTE del 11 de junio de

2020, se procedié a la evaluacién de los aspectos éticos del siguiente proyecto de
investigacion.

PI-GR- | IMPACTO DEL USO DE ESTATINAS | I.P.: ALVARO APARISI SANZ
COVID- | ANTES Y DURANTE LA HOSPITALI- | EQUIPO: MARTA MARCOS MAN-
20- ZACION EN PACIENTES CON CO- GAS, ALFREDO REDONDO DIE-
1868 VID-19 GUEZ, J. ALBERTO SAN ROMAN
CALVAR, CARLOS BALADRON ZO-
RITA, MARIA JESUS ROLLAN GO-
MEZ

CARDIOLOGIA

A continuacién, les sefialo los acuerdos tomados por el CEIm AREA DE SALUD VA-
LLADOLID ESTE en relacién a dicho Proyecto de Investigacion:

Considerando que el Proyecto contempla los Convenios y Normas establecidos en la
legislacion espanola en el ambito de la investigacién biomédica, la proteccion de
datos de caracter personal y la bioética, se hace constar el informe favorable y la
aceptacion del Comité de Etica de la Investigacién con Medicamentos Area de Sa-
lud Valladolid Este para que sea llevado a efecto dicho Proyecto de Investigacién
sélo para la recogida de datos de las historias clinicas.

Un cordial saludo.

Dr. F. Javier Alvarez.

CEIm Area de Salud Valladolid Este
Hospital Clinico Universitario de Valladolid
Farmacologia, Facultad de Medicina,
Universidad de Valladolid,

¢/ Ramoén y Cajal 7,47005 Valladolid
alvarez@med.uva.es,
jalvarezgo@saludcastillayleon.es

%P Junta de
Castilla y Leén
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HOSPITAL CLINCO
UNIVERSITASIO DE VALLADOLID

I.‘ Sacyl

Avda. Ramén y Cajal, 3 - 47003 Valladolid
Tel.: 983 42 00 00 - Fax 983 25 75 11
gerente.hcuv@saludcastillayleon.es

COMITE DE ETICA DE LA INVESTIGACION CON MEDICAMENTOS
AREA DE SALUD VALLADOLID

Valladolid a 26 de marzo de 2020
En la reunion del CEIm AREA DE SALUD VALLADOLID ESTE del 26 de marzo de 2020,

se procedio a la evaluacion de los aspectos éticos del siguiente proyecto de investi-
gacion.

EVOLUCION DEL PERFIL IN- | SOLICITUD EXTRAORDINARIA DEL
FLAMATORIO Y ESTATUS ISCIII

REDOX EN PACIENTES CO- | I.P.: EDUARDO TAMAYO

VID-19: ¢(POSIBLES DIANAS | EQUIPO: HUGO GONZALO BENITO,

TERAPEUTICAS? MARIA JESUS PENARRUBIA PONCE,
PI 20- CARLOS DUENAS, ALVARO TAMAYO
1717 VELASCO, IGNACIO DE LA FUENTE

GRACIANI, PEDRO MARTINEZ DE
PAZ, ESTHER GOMEZ SANCHEZ, JA-
VIER ALVAREZ GONZALEZ
ANESTESIOLOGIA Y REANIMACION
RECIBIDO: 26-03-2020

A continuacion, les sefialo los acuerdos tomados por el CEIm AREA DE SALUD VA-
LLADOLID ESTE en relaciéon a dicho Proyecto de Investigacion:

Considerando que el Proyecto contempla los Convenios y Normas establecidos en la
legislacion espafiola en el ambito de la investigacion biomédica, la proteccién de da-
tos de caracter personal y la bioética, se hace constar el informe favorable y la
aceptacion del Comité de Etica de la Investigacion con Medicamentos Area de Salud
Valladolid Este para que sea llevado a efecto dicho Proyecto de Investigacion.

Un cordial saludo.

Dr. F. Javier Alvarez.

CEIm Area de Salud Valladolid Este

Hospital Clinico Universitario de Valladolid
Farmacologia, Facultad de Medicina,

Universidad de Valladolid,

¢/ Ramon y Cajal 7,47005 Valladolid
alvarez@med.uva.es, jalvarezgo@saludcastillayleon.es
tel.: 983 423077

ﬁ Junta de

Castilla y Ledn
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HC HOSPITAL CLINICO
UNIVERSITARIO DE VALLADOLID
Avda. Ramon y Cajal, 3 - 47003 Valladolid

Tel.: 983 42 00 00 - Fax 983 25 75 11
gerente.hcuv@saludcastillayleon.es

Al s

COMITE DE ETICA DE LA INVESTIGACION CON MEDICAMENTOS
AREA DE SALUD VALLADOLID

Valladolid a 25 de junio de 2020

En la reunién del CEIm AREA DE SALUD VALLADOLID ESTE del 25 de junio de
2020, se procedidé a la evaluacion de los aspectos éticos del siguiente proyecto de
investigacion.

PI 20- ESTUDIO PROSPECTIVO DE LOS I.P.: ALVARO APARISI SANZ
1894 PACIENTES COVID-19 CON DIS- EQUIPO: JAVIER TOBAR, CARO-
NEA RESIDUAL (DIS-COVID19) LINA IGLESIAS, CRISTINA DE
CoVID YBARRA, J. ALBERTO SAN RO-
MAN.
CARDIOLOGIA.

A continuacion, les sefialo los acuerdos tomados por el CEIm AREA DE SALUD VA-
LLADOLID ESTE en relacién a dicho Proyecto de Investigacion:

Considerando que el Proyecto contempla los Convenios y Normas establecidos en la
legislacién espafiola en el ambito de la investigacion biomédica, la protecciéon de
datos de caracter personal y la bioética, se hace constar el informe favorable y la
aceptacion del Comité de Etica de la Investigacién con Medicamentos Area de Sa-
lud Valladolid Este para que sea llevado a efecto dicho Proyecto de Investigacion.

Un cordial saludo.

Dr. F. Javier Alvarez.

CEIm Area de Salud Valladolid Este
Hospital Clinico Universitario de Valladolid
Farmacologia, Facultad de Medicina,
Universidad de Valladolid,

¢/ Ramoén y Cajal 7,47005 Valladolid
alvarez@med.uva.es,
jalvarezgo@saludcastillayleon.es

tel.: 983 423077

g% Junta de

Castilla y Ledn
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II1. Articulo 1

Doi: https://doi.org/10.1016/j.numecd.2021.06.016
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II1. Articulo 2

Doi: https://doi.org/10.3390/ijms232315350
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IV. Articulo 3

Doi: https://doi.org/10.3390/ijerph19073961
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V. Ejemplar del consentimiento informado

DOCUMENTO DE CONSENTIMIENTO INFORMADO
PARA INVESTIGACION CLINICA QUE NO IMPLIQUE

MUESTRAS BIOLOGICAS

HOSPITAL CLINICO UNIVERSITARIO DE VALLADOLID
V.ABRIL-2020

DOCUMENTO DE CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA INVESTIGACION CLiNICA QUE NO
IMPLIQUE MUESTRAS BIOLOGICAS

HOSPITAL CLINICO UNIVERSITARIO DE VALLADOLID
SERVICIO: Cardiologia
INVESTIGADOR RESPONSABLE: Dr. Alvaro Aparisi Sanz
TELEFONO DE CONTACTO: 983 42 00 00 ext. 86571  EMAIL: icicor@icicor.es

NOMBRE DE LA LINEA DE TRABAJO: Estudio Prospectivo De Los Pacientes Covid-19 Con Disnea
Residual

VERSION DE DOCUMENTO: (Ntimero de version, fecha): v1.0, 22 de Junio de 2020

I) Finalidad de la linea de trabajo propuesta:

Explicar al paciente / control sano:
1. El objeto del estudio.
2. La implicacién del paciente en el mismo (realizacion de test, realizacién de radiografias,

visitas que tendrd que realizar...) y riesgos y beneficios potenciales.

Los primeros estudios en pacientes afectados con la COVID-19 muestran que algunos siguen presentando
disnea (dificultad respiratoria) tiempo después de haber superado la enfermedad. Esta observacion es
compatible con el hecho de que la principal afectacion cardiaca detectada se da a nivel del ventriculo
derecho, probablemente debido al aumento de las resistencias vasculares pulmonares. La ciencia plantea
varias posibles explicaciones a este aumento de resistencia vascular pulmonar, como una posible embolia
pulmonar o la recientemente descrita trombosis de la microcirculacién pulmonar. Sin embargo, ademas,
recientemente se ha descrito la existencia de una microangiopatia obliterante a nivel cutaneo con hallazgos
similares en autopsias. Estos factores por separado o mas probablemente juntos pueden justificar la
persistencia de la disnea durante el seguimiento.

Su médico se encuentra estudiando actualmente esta patologia, tratando de identificar las causas por las
cuales los pacientes que han superado la COVID-19 pueden presentar esta disnea a largo plazo. Como usted
ha superado esta enfermedad, se le solicita su participacién voluntaria en este estudio, bien por presentar

este tipo de dificultad respiratoria tras la enfermedad, bien como sujeto de control si no la ha presentado,

167



para que los investigadores puedan comparar sus datos con los de los pacientes afectados en busca de
diferencias.

Si usted consiente en participar en el estudio, lo Gnico que tendra que hacer sera acudir al hospital para
llevar a cabo una consulta en la que se le practicaran pruebas muy sencillas y minimamente invasivas: un
ecocardiograma, una ergoespirometria o prueba de esfuerzo, y una extraccién de sangre para el estudio de
varios parametros sanguineos.

Si bien usted no obtendra beneficios directos de la participacion en el estudio, su colaboracién ayudara a la
ciencia a resolver varias incognitas relativas a la COVID-19, y facilitar que en el futuro el tratamiento de
dicha enfermedad sea mas efectivo. Los riesgos asociados a su participacion en el estudio son minimos, y

son los asociados habitualmente a la realizacion de las pruebas minimamente invasivas antes descritas,

Los resultados de estos estudios ayudardn probablemente a diagnosticary/o tratar de manera mds precisa a

los enfermos con una enfermedad como la suya.

IT) Algunas consideraciones sobre su participacion:

Es importante que Vd., como participante en esta linea de trabajo, conozca varios aspectos importantes:

A) Su participacién es totalmente voluntaria. Dentro del proceso de asistencia hospitalaria por su
enfermedad, se realizara una encuesta clinica. Esta encuesta no interferira con los procesos diagndsticos o

terapéuticos que usted ha de recibir por causa de su enfermedad

B) Puede plantear todas las dudas que considere sobre su participacion en este estudio.

C) No percibira ninguna compensaciéon econémica o de otro tipo por su participacion en el estudio. No
obstante, la informacion generada en el mismo podria ser fuente de beneficios comerciales. En tal caso,
estan previstos mecanismos para que estos beneficios reviertan en la salud de la poblacién, aunque no de

forma individual en el participante.

D) Los datos personales seran tratados segun lo dispuesto en la normativa que resulte de aplicacion, como
es el Reglamento (UE) 2016/679, de 27 de abril, General de Proteccién de Datos Personales, y su normativa

de desarrollo tanto a nivel nacional como europeo.

E) La informacién obtenida se recogera por el responsable del tratamiento en un registro de actividad,

segun la legislacion vigente.

F) Los datos registrados seran tratados estadisticamente de forma codificada. En todo momento el
participante tendra derecho de acceso, modificacion, oposicion, rectificaciéon o cancelacién de los datos
depositados en la base de datos siempre que expresamente lo solicite. Para ello debera ponerse en contacto

con el investigador principal. Los datos quedaran custodiados bajo la responsabilidad del Investigador

168



Principal del Estudio, el Dr. Alvaro Aparisi Sanz. Asi mismo, tiene derecho a dirigirse a la Agencia de

Proteccion de Datos si no queda satisfecho.

G) Los datos seran guardados de forma indefinida, lo que permitira que puedan ser utilizados por el grupo
del investigador principal en estudios futuros de investigacion relacionados con la linea de trabajo arriba
expuesta. Dichos datos podran ser cedidos a otros investigadores designados por el Investigador Principal
para trabajos relacionados con esta linea, siempre al servicio de proyectos que tengan alta calidad cientifica
y respeto por los principios éticos. En estos dos ultimos casos, se solicitara antes autorizacion al CEIm

(Comité de Etica de la Investigacién con Medicamentos) Area de Salud Valladolid Este.

H) La falta de consentimiento o la revocacion de este consentimiento previamente otorgado no supondra

perjuicio alguno en la asistencia sanitaria que Vd. recibe/recibira.

I) Es posible que los estudios realizados aporten informacion relevante para su salud o la de sus familiares.

Vd. tiene derecho a conocerla y trasmitirla a sus familiares si asi lo desea.

J) Sélo si Vd. lo desea, existe la posibilidad de que pueda ser contactado en el futuro para

completar o actualizar la informacion asociada al estudio.

CONSENTIMIENTO INFORMADO DEL PACIENTE POR ESCRITO.

Estudio Prospectivo De Los Pacientes Covid-19 Con Disnea Residual

Yo,

(Nombre y apellidos de paciente 6 representante legal)

He leido la informacién que me ha sido entregada.

He recibido la hoja de informacion que me ha sido entregada.
He podido hacer preguntas sobre el estudio.

He recibido suficiente informacién sobre el estudio.

He hablado del estudio con

(Nombre y apellidos del investigador)

Comprendo que mi participacion es voluntaria.
Comprendo que puedo retirarme del estudio:
1.- Cuando quiera.
2.- Sin tener que dar explicaciones.

3.- Sin que esto repercuta en mis cuidados médicos.

Por la presente, otorgo mi consentimiento informado y libre para participar en esta investigacion.
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Accedo a que los médicos del HOSPITAL CLINICO UNIVERSITARIO DE VALLADOLID contacten conmigo en
el futuro en caso de que se necesite obtener nuevos datos. ...SI.... NO (marcar con una X lo que proceda)

Accedo a que los médicos del HOSPITAL CLINICO UNIVERSITARIO DE VALLADOLID contacten conmigo en
caso de que los estudios realizados sobre mis datos aporten informacion relevante para mi salud o la de
mis familiares ...SlL..... NO (marcar con una X lo que proceda)

Una vez firmada, me sera entregada una copia del documento de consentimiento.

FIRMA DEL PACIENTE / REPRESENTANTE LEGAL NOMBRE Y APELLIDOS FECHA
EN CALIDAD DE (Parentesco, tutor legal, etc.)

Yo he explicado por completo los detalles relevantes de este estudio al paciente nombrado anteriormente

y/o la persona autorizada a dar el consentimiento en nombre del paciente.

FIRMA DEL INVESTIGADOR NOMBRE Y APELLIDOS FECHA
CONSENTIMIENTO INFORMADO DEL PACIENTE POR ESCRITO.

APARTADO PARA LA REVOCACION DEL CONSENTIMIENTO (CONTACTAR CON EL INVESTIGADOR
PRINCIPAL)

Yo revoco el consentimiento de participacion en el estudio,

arriba firmado con fecha

Firma:
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VI. Variables incluidas comunes a todos los estudios

Datos demograficos

Numero historia clinica, iniciales del paciente,
fecha de nacimiento, género

Antecedentes médico-quirurgicos

Accidente cerebrovascular (ictus o ataque
isquémico transitorio), cardiopatia previa,
diabetes mellitus, dislipemia, enfermedad
pulmonar previa (sindrome de apnea-
hipoventilacion, enfermedad pulmonar
obstructiva  crénica, asma), enfermedad
reumatica previa, neoplasia, enfermedad renal
cronica, enfermedad vascular periférica,
obesidad, tabaquismo.

Tratamiento médico

Antagonista de los receptores de angiotensina II,
Antiagregantes plaquetarios, anticoagulantes
orales, antidiabéticos orales, estatinas, inhibidor
de la enzima convertidora de angiotensina,
levotiroxina

Variables analiticas

Aspartato aminotransferasa, Alanina
aminotransferasa, creatinina, creatina quinasa,
colesterol total, dimero-D, ferritina,
hemoglobina, interleukina-6, lactato
deshidrogenasa, leucocitos, linfocitos,
lipoproteina de alta densidad, lipoproteina de
baja densidad, neutroéfilos, plaquetas,

procalcitonina, proteina C reactiva, triglicéridos.
troponina T ultrasensible

Tratamiento intrahospitalario

Antibidticos, anticoagulacién, azitromicina,
corticoides, estatinas, betaferon,
hidroxicloroquina, lopinavir/ritonavir

Eventos

Mortalidad, intubacién orotraqueal, ingreso
unidad de cuidados intensivos, insuficiencia
respiratoria
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VII. Variables especificas a cada estudio

Articulo 2

Variables del estrés oxidativo

Capacidad antioxidante (FRAP y ABTYS),
peroxidacion lipidica (MDA y HNE-4), 8-OHdG,
grupos carbonilo en la proteina

Variables inflamatorias

Interleucinas (IL-1Ra, IL-1a, IL-1B, IL-2, IL-4, IL-
5, IL-6, IL-7, IL-8, IL-9, IL-10, IL-12 p70, IL-13,
IL-15, IL-17A, IL-18, 1L-21, 1L-22, IL-23, IL-27,
IL-31) y otras citocinas (EGF, FGF-2, GM-CSF,
IFNa, IFNy, IP-10, MCP-1, TNFa, PDGF, VEGF-
A, VEGF-D, etc).

Articulo 3

Variables test de calidad de vida (Kansas

City Cardiomyopathy Questionnaire)

23 preguntas

Variables ecocardiograficas

Funcién ventricular izquierda (estimada mediante
método Simpson), funcion ventricular derecha
(estimada mediante desplazamiento sistolico del
plano del anillo tricuspideo y velocidad del anillo
tricuspideo), funcion diastolica (estimada mediante
doppler y doppler tisular), presion de ventriculo
derecho, volumen auricula izquierda indexado,
volumenes ventriculares izquierdos indexados,
strain longitudinal global del ventriculo izquierdo,

Variables del test de los seis minutos

BORG inicial y final de la prueba, distancia total
recorrida (metros), saturacion de oxigeno periférico
(medido en cada minuto)

Variables ergoespirometria

Consumo Vo» pico y tedrico, clase ventilatoria
(VE/Vcozslope), pulso de 0%, PETco2, RER, tiempo
de ejercicio, tension arterial pre y post (mmHg),
saturacion de oxigeno (basal y durante el esfuerzo),
frecuencia cardiaca, parametros de eficiencia
ventilatoria (VE/Voz, VE/Vcoz), umbral anaerobio

Variables pruebas de funcién respiratoria y

difusion

Capacidad de difusion del monoxido de carbono
(DLco y Kco), capacidad vital forzada (FVC),
capacidad pulmonar total (TLC), capacidad vital
(VC), cociente FEV1/FVC, volumen corriente
(VT), Volumen de aire espirado en el primer
segundo (FEV1), volumen residual (RV), volumen
maximo de aire exhalado en los 6 primeros
segundos de la maniobra de FVC (FEV6)
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VIII. Figuras
Las figuras adaptadas incluidas en el presente proyecto de Tesis Doctoral han sido creadas con

“BioRender.com”.
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