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Resumen

La pandemia surgida en 2019 tuvo muchas repercusiones a nivel mundial, entre ellas la
COVID persistente, una patologia cuyas afecciones, tanto fisicas como psicoldgicas, aparecen a los
3 meses de haber contraido el virus y sin una explicacion médica clara. Esta patologia, que ha
superadoya los 65 millones de casos a nivel mundial, no esta bien descrita por su reciente aparicion,
falta de mediosy, en parte, por la falta consenso entre la comunidad cientifica. Muchos autores han
comentado la posibilidad de que su origen fuera por un trastorno autoinmune, alteraciones
inmunoldgicas, fallos neuronales, formacidon de coagulos, alteraciones endoteliales, disbiosis
intestinal, reservorios de COVID... aunque de todas ellas, la que mas peso esta teniendo es la
autoinmunidad. Por ello, en este TFG se han analizado posibles biomarcadores asociados con el
estrés oxidativo a nivel plasmatico y eritrocitario, de forma que se pueda generar una base lo
suficientemente robusta para realizar futuras investigaciones. Ademas, se ha elaborado un perfil
energético en eritrocitos, plasma y en células mononucleares de sangre periférica (CMSP). Los
resultados obtenidos en el presente estudio han permitido construir un perfil molecular que
diferencia a los pacientes con COVID persistente de los sanos, siendo los primeros los que
presentan un mayor dafo oxidativo, asi como un perfil energético bajo en lo que respecta a los
eritrocitos y una tendencia a la baja en CMSP, mientras que a nivel plasmatico se vio una tendencia
al alza. También han demostrado que los biomarcadores eritrocitarios han sido clave a la hora de
elaborar una de las tantas clasificaciones basadas en agrupamientos jerarquicos.

Abstract

The pandemic that emerged in 2019 had many repercussions worldwide, among them
persistent COVID, a pathology whose afflictions, both physical and psychological, appear 3 months
after contracting the virus and without a clear medical explanation. This pathology, which has already
exceeded 65 million cases worldwide, is not well described due to its recent appearance, lack of
resources and, in part, the lack of consensus among the scientific community. Many authors have
commented on the possibility of its origin being due to an autoimmune disorder, immunological
alterations, neuronal failures, clot formation, endothelial alterations, intestinal dysbiosis, COVID
reservoirs... although of all these, autoimmunity is the most important. Therefore, in this TFG we have
analysed possible biomarkers associated with oxidative stress at plasma and erythrocyte level, so
that a sufficiently robust basis for future research can be generated. In addition, an energy profile has
been developed in erythrocytes, plasma and peripheral blood mononuclear cells (PBMCs). The
results obtained in the present study have allowed the construction of a molecular profile that
differentiates patients with persistent COVID from healthy ones, with the former showing greater
oxidative damage, as well as a low energy profile in terms of erythrocytes and a downward trend in
CMSP, while an upward trend was seen at the plasma level. They have also shown that erythrocyte
biomarkers have been key in developing one of the many classifications based on hierarchical
clustering.
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Introduccion

En 2019, se desencadend una crisis sanitaria a nivel mundial a raiz de la pandemia
del Sars-CoV2. Tras 5 afios del inicio de este evento, se han empezado a registrar ya las
primeras secuelas, muchas de ellas englobadas en una nueva patologia conocida
comunmente como COVID persistente (CP) o Long COVID, en inglés. EL nimero de casos
confirmados, a nivel mundial, ha superado los 65 millones, lo que equivale,
aproximadamente, al 1% de la poblacién mundial (Davis et al., 2023b). Ademas, segun un
informe del GTM (Grupo de Trabajo multidisciplinar, asesores del Ministerio de Sanidad),
afirman que el 6,8% de las personas que han sufrido una infeccién por Sars-CoV2yel 15,2
% de los que han sufrido una infeccién sintomatica podrian sufrir COVID persistente. En
base a eso estimaron que en torno a 800.000 espafoles podrian llegar a padecerlo
(Ordovas et al., 2022). Estos casos de CP son presentados, mayoritariamente, por las
mujeres de ascendencia caucasica que por los hombres caucaésicos, siguiendo una

proporcién de 3:1, respectivamente (Bai et al., 2022; Davis et al., 2023b).

Sars-CoV2 - Biologia, filogenia y ciclo vital
El agente causal de esta patologia es el virus Sars-CoV2, como se explicé antes.

Estevirus guarda una estrecharelaciéon con otros dos miembros de su familia, Coravinidae,
y son el Sars-CoV (79% de identidad genética) y MERS-CoV (50% de identidad genética).
Estos tres coronavirus han surgido por zoonosis, es decir, primero han estado en una
poblacién animal y, posteriormente, han emigrado a una
poblacion humana. Esto implica que son virus mas
“agresivos”, por lo que la patologia que van a inducir es

mas grave de lo habitual (Hu et al.,, 2020; Zoonotic

Diseases | One Health | CDC, n.d.). Otros datos acerca de

este virus, es que su hospedador intermediario, hasta la

R 3
fecha, es el murciélago, ya que se compraron los % ,sﬁ\f%

coronavirus del pangolin, uno de los candidatos, y el del  Fig- 1-Fotografia de microscopia
electronica de transmision de un

mamifero volador, obteniendo un 92% y 99% de  virionde SARS-CoV-2, infectando
una célula Vero. Edicién de color

similitudes, respectivamente, con respecto a nuestro  propia (original en el anexo) (Laue
etal., 123 C.E.).

Sars-CoV2. Aunque todavia no se sabe con exactitud cual

es el reservorio original de este Coronaviridae (Hu et al., 2020).

La estructura del viridn, es decir, la particula infectiva, presenta una morfologia

circular y con una envuelta membranosa, recubierta por una serie de espiculas proteicas
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(Figuras 1y 2). La envuelta se compone de

Virién del Sars-CoV2

la proteina de membrana (M), “envelope”

Protefnas

(E) y la famosa espicula S, estas tres estructurales

Protefna M

proteinas  presentan una finalidad

estructural. Por ejemplo, la S sera

Ribunucleoproteina

reconocida por determinados receptores aeon

de las células huésped y, una vez se

Nucleocépside

Genoma: ARN
monocatenario +

produjo dicho reconocimiento, el virus es

introducido en elinterior de la célula donde
Fig. 2 - Ilustracion, realizada en BioRender, en la

tendran lugar una serie de sucesos que se muestra la estructura basica del virion del
Sars-CoV2.

relacionados con la replicacion vy

generacion de nuevas particulas virales. Dentro, en la nucleocapside, se encuentra su

material genético asociado a una serie de proteinas llamadas ribunucleoproteinas (RNP)

(Hardenbrook & Zhang, 2022; Ravi et al., 2022)

En lo que respecta a su genoma, se trata de un virus tipo ARN monocatenario y de
sentido positivo (+ssRNA) (Biswas & Majumder, 2020). Este tipo de virus modifica la
estructura de las membranas bioldgicas y emplean los complejos que se localizan en ellas
para poder replicar su genoma. Este tipo de genoma actiia como un ARNm, lo cual implica
que, una vez en el interior de la célula, los ribosomas podran traducirlo a proteinas
directamente. Por otro lado, aparte de poder sintetizar proteinas virales, es capaz de
generar nuevos ARN virales que serviran para la elaboracion de mas proteinas de este tipo

(Payne, 2017a).

Una vez estudiado lo anterior, el ciclo reproductivo del Sars-CoV2 se puede resumir
esencialmente en nueve etapas, desde su acoplamiento a la célula hasta la exocitosis de
los viriones (Figura 3). La primera de ellas es el anclaje en la célula, para ello, empleara la
proteina S que sera reconocida por un receptor de membrana de la célula huésped,
concretamente sobre el receptor de la enzima convertidora de angiotensina Il (ACE Il). Tras
esto, elvirus libera su contenido en elinterior celulary el RNA es traducido a proteinas, para
generar un complejo multimérico llamado RdRp. Ademas, de generar proteinas virales,
también va a replicar su genoma, generando copias ARN + vy - (2,3). Este complejo, se
localiza en el lumen del reticulo endoplasmatico rugoso, que es donde se ensambla, y
comienza a replicar el ARN monocatenario -, para luego generar copias RNA
monocatenarias + (4,5). En las Ultimas etapas, las copias de ARN que sean monocatenarias

+ seran traducidas a proteinas, dando lugar a las estructurales (M, Ey S) y a las de la
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nucleocapside, las cuales se uniran al ARN y lo compactaran, formando la RNP. Una vez
formadas, se anclaran en uno de los sacos membranosos del Aparato de Golgi, dando lugar

al virién (6,7,8). Finalmente se producira su exocitosis y el ciclo volveria a empezar

(Hartenian et al., 2020; Payne, 2017b; Ravi et al., 2022).

Coronavirus

Binding and viral entry via
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Fig. 3-Ilustracion, adaptada del articulo “The molecular virology of coronaviruses”y realizada en BioRender
por Jessica M. Tucker, en la que se muestra el ciclo de vida del Sars-CoV2. Los niimeros hacen referencia
a cada una de las fases explicadas anteriormente.

Claves de la COVID persistente y su origen
En cuanto a la categorizacion de los pacientes, es decir, su distribucion por escalas

es todavia difusa, aunque ya se pueden ir clasificando en 3 grupos o clusters: A, By C. El
cluster A corresponderia a los pacientes con sintomas mas leves, como por ejemplo la
fatiga, mientras que en el C se incluyen los pacientes con sintomas mas severos, tales
como: insomnio, disnea, taquicardias... (Mateu et al., 2023) No obstante, la complejidad
que supone la categorizacion de estos pacientes es todavia muy alta, ya que los limites
entre los clusters se basan en una gradacién de sintomas y no mediante analisis

moleculares.

Esta enfermedad se caracteriza por el mantenimiento y/o aparicién de nuevos
sintomas a los tres meses de haber sufrido una infeccién por Sars-CoV2, sin un motivo

clinico aparente, es decir, no se pueden asociar con otras patologias (World Health
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Organization et al., 2022). Su semiologia es un tanto incierta, aun asi cuenta con cerca de
200 sintomas y/o signos, algunos de ellos son (Davis et al., 2023b):

- Dolores de pechoy palpitaciones.

- Disfonia.

- Dolorabdominaly nauseas.

- Alteraciones cognitivas graves (pérdida de memoria, dificultades en el habla...)

- Insomnio.

- Fatiga.

- Problemas menstruales.

Debido a esto, se la puede considerar también como una patologia multiorganica, debido
a que afecta a diversos érganos tales como el corazén, cerebro, pulmones, sistema
circulatorio, genitales... Todo esto, enlazado con que apenas se disponen de medios para
su diagndstico, ni tratamientos... hace que sea perentorio incidir en el estudio de su

semiologia, patocronia y nosologia, para poder llegar a un tratamiento efectivo.

Actualmente existen varias hipotesis sobre su patogenia entre las que destacarian
la disbiosis intestinal, reservorios de Sars-CoV2 que no ha terminado de eliminarse,
alteraciones inmunolégicas, autoinmunidad, formaciéon de codgulos y anormalidades
endotelialesy, por ultimo, un fallo en la sefializaciéon neuronal (Davis et al., 2023b; Ledford,
2022; Morrow et al., n.d.). De todas ellas, las que mas peso estan adquiriendo son las
referentes al sistema inmunitario, ya que se ha observado que ciertos elementos
inmunitarios, como las moléculas del complemento, asociadas a procesos inflamatorios
e infecciones microbianas (Willrich, 2020), podrian tener una implicacion en este

sindrome.

Biomarcadores del estrés oxidativo e infecciones virales
Elactual estudio se basa enla busqueda de biomarcadores celulares relacionados

con el estrés oxidativo, es decir, la alteracion en la produccion y/o eliminacién de las
especies reactivas de oxigeno (ROS) (radicales libres (RL)) debido a un descontrol de las
rutas de senalizacionyregulacion de éstas. Esta desregulacion puede llegar a desequilibrar
el balance oxidante/antioxidante dando lugar a una serie de dafos, tanto a nivel celular
como tisular. Cuando se encuentran en exceso, pueden afectar al DNA, los lipidos y a las
proteinas, conllevando la produccién de perdxidos de lipidos, por ejemplo. No obstante, la
célula es capaz de regular los niveles de ROS a través del uso de sistemas antioxidativos,
es decir, moléculas organicas (vitaminas C y E, carotenoides...) y enzimas (catalasa,

superéxido dismutasa...) especializados en la eliminaciéon de este tipo de RLs, de forma
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que la célula pueda mantener un balance oxidativo/antioxidativo correcto (Camini et al.,

2016).

El estrés oxidativo puede tener lugar en determinadas situaciones, normalmente
patologicas, tales como: infecciones virales, procesos asociados a senescencia,
inflamacion, exceso de iones metalicos, efectos medioambientales, cancer, afecciones
neurolégicas, cardiovasculares... (Giustarini et al.,, 2009; Schwarz, 1996). Ademas de
situaciones patoldgicas, existen procesos por los cuales es posible generar los ROS como,
por ejemplo, el metabolismo aerobio, en el que la cadena de transporte de electrones es
capaz de generar iones superoxido; en los peroxisomas, durante la degradacion de los
acidos grasos; las mieloperoxidasas, un tipo de enzima lisosomal localizadas en
neutroéfilos; metales, como el Fe?, y algunas hormonas como las catecolaminas... (Alberts
et al., 2020; Giustarini et al., 2009; Myeloperoxidase - an Overview | ScienceDirect Topics,

n.d.)

Peroxisoma

>
[

=,
(®)

G )
\\ - Cadena de transporte
VW’ Lt

- electrénica

Fig. 4 -Ilustracidn, realizada

2. S : & . s con BioRender, con algunos
s /— o ejemplos de organulos,
Lisosoma con : estructuras celulares 'y

mieloperoxidasas
D moléculas capaces de
__/ Hierro y catecolaminas contribuir a la generacién de
3 ROS.
J

En lo que respecta a una infeccién viral, la primera observacién de que el aumento

de RLs se puede asociar a este tipo de infecciones, fue en 1979 con el experimento del Dr.
Peterhans en el que se emplearon esplenocitos de raton infectados con un
Paramyxoviridae. Una vez infectados, se observaron altos niveles de bioluminiscencia, en
comparacioén con los controles, lo cual implica que los RLs fueron capaces de oxidar el
luminol, al emitir luz y, como los niveles de ésta eran elevados, se deduce que la
concentracién de RLs fueron igual de elevados (Camini et al., 2016; Peterhans, 1979).
Ademas, estudios posteriores han demostrado que los virus pueden llegar a inducir ese
desbalance, ya que lo pueden emplear para fomentar su replicacion en la célula huésped,
al favorecer la replicacion del RNA viral, y para la seleccién de mutantes mas resistentes,
puesto que el propio organismo utiliza a los RL como mecanismo de defensa (Gullberg et

al., 2015; Schwarz, 1996).

Dentro de esta situacion, se ha observado que los radicales que se suelen producir

sonelion superoéxido (Oy), grupos hidroxilos (OH") y el subproducto H,O,, entre otros. Estas
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Dos protones

especies reactivas de oxigeno suelen ser inhibidas

Superéxido dismutada
(SOD)
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00
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Oxigeno y
@ v
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©

este estudio (Camini et al., 2016; Y. Zhang et al.,
2014).

Dos iones super6xido

Centrandonos en los virus de tipo RNA, Sy ) Caulasa

‘i =4 § (CAD)

Oxigeno y 8 y

destacan algunos miembros de la familia agua

Flavoviridae: el virus de la hepatitis C, el virus de  Fig. 5 —ilustracion, realizada en BioRender,
en el que se muestran las reacciones

la encefalitis japonesay el virus deldengue. Estos  catalizadas porla SOD y la CAT.

3 virus presentan la capacidad de aumentar el estrés oxidativo de las células, alterar la

actividad de las enzimas antioxidantes y la liberacion de ATP mitocondrial en el caso del

segundo virus (Camini et al., 2016).

Justificacion del proyecto
Teniendo en cuanta este precedente y las hipdtesis anteriormente expuestas sobre

el origen de esta patologia, el andlisis de biomarcadores relacionados con estrés oxidativo
podria ser una buena forma de llegar a conocer las bases que originan la enfermedad, y su
deteccién. Asi como para la clasificaciéon de los pacientes con CP en funcién del cluster
que les corresponda. Es por ello, que en el actual estudio se analizaron las actividades
enzimaticas de la SOD y CAT, la actividad antioxidante total, la lipoperoxidacién, en plasma
y eritrocitos, asi como un analisis de los niveles de ATP a nivel plasmatico, eritrocitarioy en
células mononucleares de sangre periférica (CMSP) con el fin de conocer su potencial
papel como biomarcadores.
Pacientes y métodos
Pacientes
Para llevar a cabo este estudio, aprobado por el comité de ética del Principado de

Asturias, con referencia 2022/505, en el que se analizan los posibles biomarcadores
relacionados con el CP, se empled una cohorte de un total de 11 individuos, todas ellas
mujeres de mediana edad (35-65 afios). De estos 11 pacientes, 5 eran controles (CTR) y 6
presentaban COVID persistente (COV). A todos se les extrajeron 2 muestras de sangre
periférica, las cuales fueron fraccionadas para obtener los siguientes elementos:

- FEritrocitos.

- Plasma.

- Linfocitos.
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Una vez obtenidosy alicuotados estos 3 componentes se depositaron en neveras (-
20°C), aexcepcion de los linfocitos que se introdujeron en un congelador a -80 °C, para su
conservacion. Gracias a estos elementos, se pudieron realizar las pruebas que se

expondran a continuacion:

- Calculo de proteinas.

- Actividad Antioxidante Total (AAT).

- Determinacion de la lipoperoxidacion (LPO).

- Determinacién de la concentracion del ATP.

- Determinacion de la actividad enzimatica de la catalasa (CAT).

- Determinaciéon enzimatica de la superéxido dismutasa (SOD).

En cada una de ellas, se realizaron tres réplicas, es decir, 3 pocillos por individuo y punto

de la recta patrdn, en el caso de que fuera necesaria.

Reactivos
Se emplearon una gran diversidad de reactivos:

Para el calculo de proteinas: Reactivo de Bradford.

- Para la AAT: acido 2,2’-azino-bis (3-etil-benzotiazolin-6-sulfénico) (ABTS), H,0,,
HRP (peroxidasa) y tampén fosfato de sodio 50 mM pH 7,5.

- Para la LPO: 1-metil-2-fenilindol en acetonitrilo (R1), dcido metansulfénico (R2) y
malonildialdehido+4-hidroxinonenal (MDA+4-HNE).

- Para el ATP: ATP Assay Mix, ATP Assay Mix Dilution Buffer y ATP Standard.

- Parala CAT: tampon fosfato de sodio 50 mM a pH 7y H,O, 10 mM.

- Para la SOD: hematoxilina, una solucién Etanol-Cloroformo (65%-35%), tampodn

fosfato 50 mM pH 7,5+EDTA 0,1 mM y tampdn dihidrégeno fosfato de potasio 50

mM.

Calculo de Proteinas
Se empled en plasmay linfocitos, mediante el protocolo del Dr. Marion Bradford, en

el que se emplea la albumina, a partir de la cual se realizar una diluciéon seriada
obteniéndose una recta patron, y el reactivo de Bradford, que nos permitira conocer la
concentracién de proteinas, tanto de la recta patron como de la muestra, puesto que
cambia el color de los pocillos de transparente a azul palido o marrén, en funcién de la
concentracién de proteina. Posteriormente se mide la placa con un espectrofotémetro a
595 nm. De esta forma podremos saber cual es la concentracidon de proteina, expresada en

mg/ml de proteina, existente en nuestra muestra problema (plasma o linfocitos),
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facilitdndonos, a su vez, la cuantificacion de la actividad antioxidante total, la

lipoperoxidaciony la concentracion de ATP (Bradford, 1976).

Concentracion
de proteina

- e

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 N 12
A‘.‘......'.. R 5
ecta patron
—_— N
con albimina

‘900000000000
Mue'shasde
pacientes

900000000000

Fig. 6 — Figura, realizada en BioRender, en la que se muestra el aspecto de una placa de 96 pocillos tras la
adicion del reactivo de Bradford. Notese la gradacion de color que se observa en la recta patrén, siendo los
pocillos de color mas azulado los que presentan una mayor concentracion de proteina.

Actividad antioxidante total
El protocolo empleado se trata de una adaptacién de la técnica de Arnao et al.

(2001) para extractos vegetales. En este experimento, se elaboré el radical ABTS, para ello,
se hizo reaccionar el H,O, con el ABTS, formandose nuestro radical gracias a la presencia
de la enzima HRP (peroxidasa de rabano). La ventaja de este radical es su elevada

estabilidad y que presenta maximos de absorbanciaa 414y 730 nm.

Para medir la AAT, se realizan estimaciones del descenso de absorbanciaa 730 nm,
provocada por la adicidn de las muestras de plasma de los pacientes. Por tanto, para
cuantificar la ATT se emplea la variacién de absorbancia entre el valor inicial y final a 730
nm, siendo el tiempo de diferencia entre estos dos momentos de 15 minutos en oscuridad.
Tras la obtencion de los resultados, se transformaran en los equivalentes de Trolox (mg
Trolox/ mg proteina), que producen el mismo efecto antioxidante que nuestras muestras
problema, ya que se sabe que 1 mol de Trolox reacciona con 2 moles de ABTS (Arnao et al.,

2001).

Lipoperoxidacion
La determinacién de la lipoperoxidacién se basa en que la peroxidacion de los

lipidos da lugar a lipoperoxidos y otros derivados, como el malonilaldehido (MDA) y el 4-
hidroxinonenal (4-HNE), los cuales permiten obtener un indice sobre la lipoperoxidacion.
Para su cuantificacion se emplea un cromégeno, el 1-metil-2-fenilindol, que reacciona con
el MDA y el 4-HNE a 45°C, generandose un cromoforo estable con un maximo de

absorbancia a 586 nm.
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Para la elaboracion de la prueba, se tendra HO R

que hacer un radical (R1), que sera el cromodforo, una Y+ oH —L /' Lipido radical
.. L. , " Iniciacién )
solucion de MDA+4-HNE y por ultimo se empleara
Lipido insaturado 0,
otro radical (R2), que sera el acido metansulfénico Propagacién
. R
(comercial). Una vez preparado esto, se procede a
4 72 4
elaborar una recta patrén que empleara agua oon H oo
destilada (eritrocitos) o suero fisiolégico (plasma) en Lipido peréxido Lipido peroxil radical

funcién de la muestra que se vaya a emplear. Tras  Fig. 7 - Esquema en el que se muestra
el proceso de lipoperoxidacién. De Tim
Vickers, vectorized by Fvasconcellos,
translation by Matdrodes - Image:Lipid
peroxidation.svg, Dominio publico,
https://commons.wikimedia.org/w/ind
ex.php?curid=3094440

esto, se incubaron los tubos, con la recta patréony las
muestras, a 45°C durante 40 minutosy 15 minutos en
hielo, para detener la reaccion. Finalmente se mide
dicho contenido a 586 nm, obteniéndose resultados
expresados en nmoles de MDA+4-HNE/g de proteina

(Esterbauer & Cheeseman, 1990).

Concentracion de ATP
Esta prueba se basa en la bioluminiscencia que emite el ATP, existente en la

muestra, gracias a la accién de un complejo enzimatico constituido por la luciferina y la
luciferasa. La cantidad de luz emitida durante la reaccién serd cuantificada por un
luminémetro y nos servird para medir la cantidad de ATP de la muestra. Previamente a la
medicién se elaborard una recta patrén mediante el uso del ATP Standard, el cual se ird
diluyendo con cada punto de la recta. Posteriormente, se afadiran las muestras, se
mezclara el ATP Assay Mix y el ATP Assay Mix Dilution Buffer y, finalmente, se anadira esa
mezcla tanto a larecta patron como a los pocillos con la muestra. Los resultados obtenidos
durante esta prueba se expresan en nmoles de ATP/g de proteina.

Luciferasa, Mg®" aps.
ATP) + &7 + (PP,
Luciferina Adenil-
luciferina

-
Luz . %
Oxiluciferina ~ AMP

Fig. 8 - Esquema, realizado en BioRender, en el que se muestra la conversién del ATP en energia luminica
gracias al complejo formado por la luciferina y luciferasa.
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Actividad enzimatica de la catalasa
Para cuantificar la actividad enzimatica de la catalasa se empled el protocolo

desarrollado por Lubinsky y Bewley (1979). Alo largo del experimento se necesitara tampon
fosfato de sodio 50 mM a pH 7 y H,0, 10 mM, se mezclaran ambos compuestos justo antes
de comenzar el ensayo para evitar la degradacion del H,O,, siendo este compuesto

fotosensible, por lo que la mezcla se mantendra en oscuridad y en frio.

En este experimento no se necesita recta patrén, por lo que solo se necesitara el
blanco (dH»0)y las muestras. Tras la adicidon de la mezcla, se mide la desaparicién del H,0,
durante 4 minutos, tomando medidas cada minuto, a 25 °C. Los resultados obtenidos de
esta prueba se expresaran en pmoles de H,O./minuto * pL de muestra, ya que en este
ensayo se mide la actividad de la catalasa referida a los moles de H,O, consumidos por

miligramo de proteina del tejido, en este caso eritrocitos.

Actividad enzimatica de la superoxido dismutasa
Esta enzima presenta la capacidad para catalizar la dismutacién de dos moléculas

de oxigeno en H,O,y oxigeno molecular. Para poder cuantificar su actividad, se lleva a cabo
un ensayo de autooxidacion basado en la transformacién de la hematoxilina en hemateina,
un producto fruto de la oxidacidn de la hematoxilina por dos electrones. Este ultimo
presenta un grupo croméforo rojo brillante con un maximo de absorbancia bien definido.
Esa autooxidacion, que sufre la hematoxilina, es inhibida por la SOD a un pH de entre 6,8-
7,8. Para larealizacién de este experimento, es necesario extraer la enzima de las muestras
de eritrocitos lisados y emplear una mezcla de etanol puro y cloroformo (65%-35%

respectivamente). Tras esto se extrae el sobrenadante y se congela a -20 °C.

En cuanto a la determinacion de su actividad se realiza a partir del protocolo
desarrollado por Martiny Cols (1987) en el que se empleara tampodn fosfato 50 mM a pH 7,5
+ EDTA 0,1 mM, el cual ha de ser oxigenado durante 30 minutos a 4 °C y otros 30 a 25 °C
antes de comenzar el ensayo. Durante la oxigenacion es recomendable elaborar la
disolucién de hematoxilina 5 mM mediante la mezcla de la hematoxilinay tampén KH,PO,
50 mM, la cual ha de mantenerse en oscuridad puesto que la hematoxilina es fotosensible.
Tras la ultima oxigenacidn se procede a la adicion del blanco y las muestras, en una placa
de 96 pocillos estandar, seguido de la mezcla de hematoxilina. La medida de la aparicién
de colorserealiza aunalongitud de onda de 560 nm durante 10 minutos, tomando medidas

cada minuto, y a una temperatura de 25 °C.
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Con este ensayo se mide la actividad asociada a las unidades de SOD presentes en
la muestra, sabiendo que una unidad de SOD equivale a 0,039 unidades de absorbancia,
segun los resultados obtenidos en el laboratorio de la Dra. Ana Coto Montes. Por tanto, los
resultados obtenidos se expresan como U de SOD/minuto * uL de muestray, como en los
pocillos del control (blanco) carecen de SOD se producira la autooxidacién espontanea de
la hematoxilina, por lo que a cada punto de la muestra habra que restarle el valor del control

correspondiente a dicho punto.

Analisis estadistico
Los datos obtenidos de los experimentos anteriormente expuestos han sido

comparados en funcién de si el paciente sufria CP (COV) o no (CTR). Para ello, se elaboré
una prueba de Shapiro-Wilk, de forma que podemos evaluar su distribucién normal, y
tambien una prueba t-Student para muestras independientes y con la correccidon Welch,
ambas con un nivel de significaciéon o confianza (a) de 0,05. Para la elaboracién de los

calculos estadisticosy las graficas de barras se empled el programa Graphpad prism v8.0.2

A parte, se realizé un analisis biocomputacional a través de Jupyter Notebook y las
librerias NumPy, Matplotlib y Seaborn. Se estandarizaron previamente los datos brutos del
estudio (primer tipo) y, posteriormente, se calculd la media de los valores estandarizados,
de cada biomarcador, para cada grupo (segundo tipo). Con el primer tipo de
estandarizacién, se pudo elaborar un agrupamiento jerarquico, empleando el método
“Ward” y la distancia euclidiana, y un “Heatmap”. El“Heatmap” permite aglutinar los ocho
biomarcadores juntos, asi como ver si los valores entre los grupos COV y CTR son altos o
bajos con respecto a la media global del experimento. Esa correlacion se refleja en el color
que presenta cada paciente en cada uno de los marcadores biolégicos. Cuanto mas verde
sea el color del paciente, mas positiva sera, y cuanto mas roja, mas negativa. Por tanto,
presentar una correlacion mas positiva o negativa, en este caso, supondra que dicho
paciente presenta un nivel alto o bajo en un biomarcador determinado. Con el segundo tipo
de estandarizacion, se elaboré un grafico de tipo radar. El calculo de las medias de los
valores estandarizados se debid a que se pretendia una mejor visualizacion del graficoy
una representacion global de las ocho variables. En el caso de emplear los valores
estandarizados brutos, se tendrian que solapar los perfiles moleculares de cada paciente,
anadiendo una mayor complejidad al graficoy una peor visualizacion de ésta (Géron, 2019;
Matplotlib Documentation — Matplotlib 3.9.0 Documentation, n.d.; PYTHON CHARTS |

Visualizacidn de Datos Con Python, n.d.).
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Resultados

Plasma
Losresultados obtenidos muestran que, en

lo que respecta al perfil energético, los pacientes
con COVID persistente presentan un mayor nivel
de ATP (figura 9) que el grupo control, a pesar de
que las diferencias no sean estadisticamente
significativas, por lo que se trata de una tendencia
que podria confirmarse ampliando el tamafio de la
muestra. La media, con su desviacion, del grupo
COV fue de 2339 * 462.5 nmol ATP/g proteina,
mientras que el del grupo CTR fue de 1640 + 527.8
nmol ATP/g proteina. En cuanto al anélisis
estadistico se obtuvo un p-valor de 0.3433 > a =

0.05.

ATP en Plasma
3000

2000
mm COoVv

mm CTR

1000+

nmol ATP / g prot

0-

CTR

cov

Fig. 9- Grafica en la que se muestran los
niveles de ATP del grupo control (CTR) y
grupo COVID persistente (COV). Notese
que los niveles del primer grupo son mas
bajos que los del segundo . Las barras de
error se representan como SEM (Error
Estdndar de la Media). Los asteriscos
hacen referencia al nivel de significacion: *
p<0.05**p=<0.01y***p<0.001.

En cuanto a los biomarcadores asociados a estrés oxidativo, que serian la actividad

antioxidante total (figura 10.A) y la lipoperoxidacién (figura 10.B). En ambos casos, no se

observan diferencias significativas. Aun asi, han mostrado tendencias que podrian apuntar

hacia nuevas hipoétesis distintas a las establecidas previamente, puesto que en el caso de

la AAT (p-valor=0.1725>a=0.05), el grupo CTR presenta valores mas elevados que el COV,

siendo las medias, respectivamente, de 1.347 = 0.089 y 1.199 * 0.053 mg Trolox/mg

proteina. En el caso de la lipoperoxidacion (p-valor = 0.5826 > a = 0.05), por el contrario, se

observa unvalor mas elevado en el grupo COV (63.61 + 16.05 nmol MDA+4-HNE/g proteina)

que en el CTR (74.33 = 6.899 nmol MDA+4-HNE/g proteina).

(A)

_—
w
—

ATT
2.0+ 100+
80

mm COoV
W CTR

40+

mg Tx / mg prot

20

nmol MDA + 4HNE / g prot

Lipoperoxidaciéon
Plasma

mm Cov
mm CTR

CTR cov

Fig. 10- Imagen izquierda (A), actividad antioxidante total (AAT) entre los grupos control (CTR) y pacientes
COVID persistente (COV). Véase una ligera tendencia al alza en el caso del grupo CTRy a la baja en el grupo
COV. Imagen derecha (B), niveles de lipoperoxidacién del grupo CTRy COV, siendo éstos ligeramente mas
elevados en el grupo CTR, que en el COV. Las barras de error se representan como SEM (Error Estandar de
la Media). Los asteriscos hacen referencia al nivel de significacién: * p< 0.05, ** p< 0.01y *** p< 0.001.
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Eritrocitos
Los eritrocitos han sido también estudiados desde el punto de vista oxidativo y

metabolico. En lo que respecta a la parte relacionada con el perfil oxidativo. Los resultados
asociados con la actividad enzimatica de la superéxido dismutasa (SOD), no presentaron
diferencias significativas (p-valor = 0.5306 > a = 0.05) con el grupo control, taly como se
observaenlafigura 11.A. Sinembargo, la actividad enzimatica de la enzima catalasa (figura
11.B) muestra un incremento en sus valores en el grupo COVID persistente (COV), con
respecto al grupo control (CTR). Los valores obtenidos, con sus desviaciones, en este
experimento han sido de 19.65 *+ 1.664 y 34.85 = 3.146 pmol H,O,/min*uL muestra, para el
grupo CTR y COV, respectivamente, dando lugar a diferencias estadisticamente
significativas (p-valor = 0.0031 < a = 0.05). Por otra parte, se analizé la lipoperoxidaciéon en
los eritrocitos (figura 12.A). Los resultados mostraron que el desajuste enzimatico
observado previamente a nivel oxidativo en los eritrocitos no habia inducido ningun dafio
lipidico subsecuente, ya que no se observaron diferencias estadisticas significativas (p-

valor=0.4872 > a=0.05) entre ambos grupos.

En lo que hace referencia al perfil energético (figura 12.B) fruto del limitado
metabolismo eritrocitario, los resultados muestran que el grupo COV presenta una clara
pérdida de capacidad energética en comparacién con el control, al verse reducida

practicamente a la mitad, con pronunciadas diferencias significativas (p-valor=0.0017 < a

=0.05).
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Fig. 11- Gréfica izquierda (A), actividad enzimatica de la superdxido dismutasa (SOD) observada en los
grupos CTR y COV sin diferencias significativas. Gréafica derecha (B), actividad enzimatica de la catalasa
presente en los grupos CTR y pacientes COV. Se observa una mayor actividad en el grupo COV que en el
CTR. Las barras de error se representan como SEM (Error Estandar de la Media). Los asteriscos hacen
referencia al nivel de significacién: * p< 0.05, ** p< 0.01y *** p< 0.001.
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Fig. 12- Graficaizquierda (A), niveles de lipoperoxidacion del grupo CTRy CQOV, sin diferencias significativas.
Gréfica izquierda (B), niveles de ATP del grupo CTR y CQOV, siendo éstos mucho mas elevados en el grupo
CTR, que en el COV. Las barras de error se representan como SEM (Error Estandar de la Media). Los
asteriscos hacen referencia al nivel de significacién: * p< 0.05,** p< 0.01y *** p < 0.001.

Células Mononucleares de Sangre periférica (CMSP)

Para poder valorar

comparativamente la  pérdida de

capacidad energética, se estudiaron
también los niveles de ATP en CMSP. En
este caso, sin embargo, solo se observa
una tendencia a la reduccion en la
produccion de ATP en el grupo de COVID
persistente (Figura 13) con un valor de p-
valor = 0.3958 < a = 0.05. La gran
dispersiéon de datos influye de forma
significativa en la falta de diferencias
estadisticas. Los valores de las medias,
junto con sus desviaciones tipicas, se

localizan en latabla 1.

ATP CMSP
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Fig. 13- Niveles de ATP del grupo CTRy COV, siendo
éstos algo inferiores en el grupo COV, que en el CTR.
Las barras de error se representan como SEM (Error
Estdndar de la Media). Los asteriscos hacen
referencia al nivel de significacion: * p <0.05, **p <
0.01y*** p<0.001.
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Tab. 1- Tabla resumen con los resultados de todos los biomarcadores estudiados, presentados como media
+ SEM (deviacién estandar de la media), y de los p-valores (p*). Los p* marcados en verde son aquellos que

presentan valores inferiores a 0.01.

Pacientes Control Pacientes COV
Media (SEM) Media (SEM) p”

Actividad de la catalasa (umol Hz0z/min*uL muestra) 19.65+ 1.664 34.85+3.146 0.0031

Actividad de la SOD (U SOD/min*pL muestra) 0.161 £ 0.010 0.171+0.016 0.5306
Lipoperoxidacion (nmol MDA+4-HNE/g proteina)

Plasma 74.33+6.899 63.61+16.05 0.5826

Eritrocitos 1.064 +0.091 1.151+0.080 0.4872

Actividad Antioxidante Total (mg Trolox/mg proteina) 1.347 £ 0.089 1.199 +0.053 0.1725
Concentracién de ATP (nmol ATP/g proteina)

Plasma 1640+ 527.8 2339+ 462.5 0.3433

Eritrocitos 134575 = 13749 64837 = 8797 0.0017

Células mononucleares de sangre periférica 3699+ 628.2 3016 + 466.9 0.3958

*El nivel de significacion (a) de la diferencia entre las medias es 0.05

Perfil molecular y Heatmap o matriz cromatica

Uno de los puntos clave del estudio ha
sido la construccion del perfil molecular, es
decir, qué es lo que hace diferentes a los
pacientes con COVID persistente (COV) de los
pacientes sanos (CTR). Por ejemplo, los
pacientes COVID persistente presentan unos
niveles de ATP por debajo de la media
(tonalidades rojizas), mientras que los
pacientes control alta (tonalidades verdes), tal

y como se observa en la figura 14.

Para presentar el perfil molecular de
forma mas visual e inteligible, se elaboraron
graficos de tipo radar (figura 15.A-C). Con este
tipo de presentacién de datos se pude atisbar
qué biomarcadores presentan altos o bajos
niveles en ambos grupos. Los valores de la
escala van de 1 a -1, queriendo expresar el
primero mayor nivel o actividad y el segundo

lo contrario, sinimportar si dicha diferencia es

Patron de los biomarcadores
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Biomarcadores

Fig.14- Heatmap en el que se relacionan los
valores estandarizados de los pacientes COVID
persistente (COV)y control (CTR) en cada uno de
los biomarcadores. La escala de correlaciones
con respecto a la media va de 2 a -2, habiendo
un gradiente de color de verde (positivo) a rojo
(negativo). Los pacientes se localizan en el eje Y
y los biomarcadores en el X, siendo SOD,
superoxido dismutasa; AAT, actividad
antioxidante total; LPO-E/P, lipoperoxidaciéon en
eritrocitos y plasma, respectivamente; y ATP-
E/P/CMSP, ATP en eritrocitos, plasma y células
mononucleares de sangre periférica.

0 no significativa. Se pude evidenciar que ambos perfiles son opuestos, presentando

mayores niveles de ATP plasmatico y actividades de SOD y Catalasa, al igual que un mayor
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dafo a nivel de membrana en los eritrocitos por lipoperoxidacion, en el caso de los
pacientes COVID persistente. Para el resto de los biomarcadores presentarian bajos
niveles. Por otro lado, los pacientes control, presentan altos niveles de ATP en CMSP,
actividad antioxidante total, ATP eritrocitario y lipoperoxidacion plasmatica. En los

marcadores bioldgicos que faltan, presentarian bajos niveles.

Perfil molecular medio de los pacientes

(A) Grupos Fig. 15- Grafico de tipo radar en el que

& cwecor  se observa el perfil de los pacientes

== sop COVID persiste junto con el de los
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000 escala de correlaciones con respecto a
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Clasificacion mediante agrupamiento jerarquico
Elultimo punto importante de este estudio ha sido el agrupamiento jerarquico. Para

organizar a los diferentes pacientes de los dos grupos citados , se empled una clasificacion
de tipo no supervisada, esto significa que el algoritmo clasifica a los pacientes s6lo con los
datos que le damos, sin informacidn previa. Este procedimiento, se basé en el método de
Ward, para crear los clusters, y se calcularon las distancias entre ellos a través de la
distanciaeuclidiana. Laventaja de esto es que nos permite predecir posibles agrupaciones
que podran ser corroboradas, o no, en futuros estudios. Por tanto, el objetivo de este punto

es calibrary predecir métodos de clasificacion.

De los agrupamientos realizados solo destacd uno por su mayor precision, el que

empled los biomarcadores eritrocitarios (figura 16.A). Esto no implica que los demas sean

Pagina 17|30



erréneos, sino que son menos eficaces. Dicha eficacia seria realmente util con una
muestra poblacional mucho mas elevada, mostrando actualmente esta representacion
solo como modelo de utilizacién. Por ejemplo, en la figura 16.A podemos ver que los
pacientes COVID persistente (COV) se agrupan en un unico bloque, dividido en 3
subgrupos, sihacemos un corte en 2,5 en la distancia euclidiana. Mientras que el grupo de
los controles (CTR), también se organiza en un unico bloque que se subdivide en 2
subgrupos. La presencia de subgrupos dentro del bloque COVID persisten, podria implicar

la aparicion de diferentes escalas de la enfermedad, pudiendo ser leve, moderado y grave.

Otro modelo, se muestra en la figura 16.B. En esta ultima se observan ciertos
errores de clasificacion, perdiéndose la homogeneidad que presenta la figura 16.A. Otro
aspecto que destacar de es que se emplearon todos los marcadores biolégico a la vez, por
lo que, a pesar de tener ciertos errores (marcados a posteriori con una linearoja), noes una

mala clasificacion.

(A) Cluster en funcién de Biomarcadores Eritrocitarios
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(B) Cluster en funcién de Biomarcadores Eritrocitarios, Plasméticos y de CMSP
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Fig. 16- Agrupamientos jerarquicos de los pacientes COVID persistente (COV) y control (CTR). El grafico
superior (A) corresponde a una agrupacion basada en biomarcadores eritrocitarios, en los que se observan
2 bloques definidos y varios subgrupos (3 COV y 2 CTR). El gréafico inferior (B) muestra la clasificacién en la
que se tuvieron en cuenta todos los biomarcadores. Notese ciertos fallos de clasificacion en esta ultima
gréfica (linea roja).
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Discusiodn

Perfil oxidativo y antioxidativo en pacientes con COVID persistente

Los resultados obtenidos en plasma, a pesar de no revelar diferencias
significativas, mostraron tendencias que indican que los pacientes con COVID persistente
(COV) presentan una menor actividad antioxidante total AAT, lo cual es logico ya que taly
como indican diversos investigadores, la COVID persistente podria deribarse de una
respuesta autoinmune (Davis et al., 2023b; Ehrenfeld et al., 2020; Koztowski et al., 2024;
Phetsouphanh et al., 2022). En situaciones normales, la inflamacién forma parte de los
mecanismos defensivos del organismo para combatir determinados patégenos. Pero,
cuando el sistema inmunitario se ve alterado, es posible que la inflamacién se cronifique
eneltiempo ocasionando graves dafios, como sucede en los procesos autoinmunes (Duan
etal., 2019; Xiang et al., 2023). El ecosistema inflamatorio es pro-oxidativo, ya que ciertas
células del sistema inmunitario liberan radicales libres de oxigeno (ROS), entre otras
moléculas, favoreciendo el estrés oxidativo y causando dafios a nivel celular y tisular
(Chatterjee, 2016; Ramos-Gonzalez et al., 2024). Por ello, se consideraba esperable que
estos pacientes presentasen una menor AAT, ya que, como se comenté anteriormente, la
AAT es un constructo que engloba tanto a los antioxidantes adquiridos en la dieta como a
los enzimaticos, siendo éstas la primera linea de defensa frente los ROS (Pham-Huy et al.,
2008). Losresultados obtenidos en LPO no muestran diferencias significativas entre ambos
grupos de estudio, causado, probablemente, por el reducido tamafno muestral, ya que en
algun estudio consultado se han observado niveles de LPO mas elevados en los pacientes
COV que en los controles (Stufano et al., 2023), lo que encajaria tanto con los resultados

obtenidos en nuestro trabajo para AAT como con la hipdtesis planteada.

Los datos relativos al perfil oxidativo en eritrocitos han seguido el patrén indicado
previamente, al mostrar para LPO, niveles ligeramente superiores en los pacientes COV,
aun sin alcanzar diferencias significativas que coincide y ratifica resultados obtenidos en
investigaciones previas (Chatzinikolaou et al., 2024; Laforge et al., 2020; Lechuga et al.,
2023; Massaccesi et al., 2020). Los dafos a nivel de membrana dan lugar a graves
consecuencias: aumento en la permeabilidad y posible alteracion de receptores
membranales, aumento de la rigidez, cambios morfoldgicos, inhibicion de determinadas
enzimas metabolicas como se da en la glucdlisis, pero sobre todo posible alteracion de la
capacidad de transporte del oxigeno, sin duda alguna la funcidon mas esencial del eritrocito
en el organismo y con muy perjudiciales consecuencias a nivel sistémico. Ademas, segun

Laforge y colaboradores (Laforge et al., 2020), la LPO eritrocitaria puede conducir a un
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bucle de retroalimentacion positiva. Este bucle tiene lugar en el lumen de los vasos
sanguineos haciendo que los neutrofilos, procedentes de tejidos extravasculares o del
lumen de los vasos, se reactiven continuamente. En el caso de los primeros, pasarian de
los tejidos extravasculares al interior de los vasos. Gracias a las modificaciones
membranales, inducidas por la LPO en los eritrocitos, contribuyen a la perpetuacion del
ambiente pro-oxidativo y dafnando cada vez mas a este tipo celular. De esta forma
obtenemos eritrocitos disfuncionales, incapaces de cumplir con sus funciones de forma

adecuada.

Ademas de la LPO, también se midieron las actividades enzimaticas de las enzimas
responsable de la primera linea de defensa antioxidante: la superéxido dismutasa (SOD) y
la catalasa (CAT). Ambas enzimas reflejan niveles mas elevados en pacientes COVID
persistente (COV) que los sanos. Esto era esperable al hilo de los resultados obtenidosy de
la hipdtesis planteada, ya que son enzimas que se disparan ante incremento de radicales
libres y en situaciones proinflamatorias (Pham-Huy et al., 2008; Rodriguez et al., 2020). La
SOD lo que hara es transformar el anién superéxido en H,O.molécula que sera convertido
en aguay oxigeno por la catalasa, analizada en este estudio. Esta ultima, de forma analoga
a SOD, mostré unos niveles de actividad significativamente mas elevados en los pacientes
COV que enlos CTR. Hemos de destacar la significacion estadistica obtenida en untamafio
muestral tan reducido, ya que es indicatorio, sin duda, de resultados mantenidos y
elevados. Esto se debe a que la SOD y la CAT presentan una estrecha relacién, siendo la
ultima otro componente esencial frente al estrés oxidativo (Ighodaro & Akinloye, 2018). Aun
cuando en nuestros datos se hace evidente la existencia de una conservada defensa
enzimatica antioxidante en estos pacientes, otros articulos parecen mostrar que incluso
con estos incrementos, los niveles de H,O; en los pacientes COV (Stufano et al., 2023)
siguen incrementandose. En ese caso, esta seria una problematica via prooxidante abierta
en dichos pacientes y que daria lugar a uno de los mas daninos radicales libres, el radical

hidroxilo OH- capaz de dafar cualquier biomolécula localizada en las proximidades.

Perfil energético en pacientes con COVID persistente

A tenor de los resultados de ATP obtenidos en plasma, su elevada cantidad podria
deberse a fendmenos de necrosis y apoptosis, lo cual puede ser indicativo de procesos
inflamatorios (Trautmann, 2009), ya que a diferencia del ATP obtenido dentro de la célula,
el presente en el plasma es resultado de la rotura de las células que liberan su contenido a
sangre. Como se comenté previamente, una de las hipdétesis planteadas acerca de la

etiologia de la COVID persistente es la autoinmunidad (Davis et al., 2023b; Ledford, 2022;
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Morrow et al., n.d.). En la bibliografia consultada (Ehrenfeld et al., 2020; Koztowski et al.,
2024), se ha visto que el SARS-CoV-2 2 es capaz de activar determinadas vias
proinflamatorias, dando lugar a una reaccion inflamatoria mas elevada de lo normal. Esto
conlleva danos tisulares que pueden finalizar en procesos de necrosis y apoptosis, lo que
implica la exposicion de nuevos antigenos propios y favoreciendo, con ello, a la
autoinmunidad. Ademas, algunas proteinas del virion comparten cierta analogia con
proteinas humanas, lo cual podria inducir procesos autoinmunes. Como se mencioné en
repetidas ocasiones, el estrés oxidativo puede ser el causante final del dafo celular que,
una vez muerta, liberarse el ATP, el cual actuaria como una molécula de sefializacion
extracelular que indicaria al sistema inmunitario que se esta produciendo un dafo en una

region especifica del organismo (Dosch et al., 2018; Tanaka et al., 2014).

Existen sin embargo, estudios contrarios a los resultados que nosotros
presentamos, que indican niveles de ATP, en este tipo de pacientes, inferiores a los
pacientes sanos (Dosch et al., 2018). Por tanto, seria conveniente revisar esta variable en
futuros estudios con un tamafo poblacional mas amplio y con una mejor estratificacion
(sexo, edad, patologias previas...) aun cuando este tipo de mediciones pueden, en
ocasiones, ser contaminadas por resultados propios exclusivamente del interior celular
por lo que hay que ser especialmente cuidadosos en su medicién y valoracién. Creemos
que esta puede ser una plausible explicacion de los resultados obtenidos por dichos
autores ya que, en nuestro caso, los niveles de esta molécula en eritrocitos han sido,
significativamente inferiores en el caso de los pacientes COVID persistente en
comparacién con el grupo control, lo que podria explicar los datos presentados por Dosch
y colaboradores (2018) y que parece mas razonable a la vista de los resultados obtenidos.
Hasta el momento parecen apoyar un dano evidente a nivel eritrocitario que podria inducir
una reduccién en los niveles eritrocitarios en el caso de los pacientes con COVID
persistente, o bien una reduccién en la produccidon de ATP en los eritrocitos. Ambas
situaciones podrian explicarse a través del estrés oxidativo, tal y como se corrobora en la
literatura consultada (Gov & Safran, 2005; Lechuga et al., 2023; Massaccesi et al., 2020;
Orrico et al., 2023). El estrés oxidativo, en los eritrocitos, puede tener implicaciones graves,
pudiendo llegar a inducir apoptosis o, en su defecto, necrosis. Esta seria una explicacién
que justificase dicha bajada, ya que los radicales libres de oxigeno (ROS) podrian interferir
en diversas enzimas metabdlicas. En el caso de la glucdlisis, los ROS pueden inhibir
enzimas importantes de esta ruta metabdlica como la gliceraldehido 3-fosfato

deshidrogenasa, piruvato quinasa y la fosfofructo quinasa 1. Esto va a provocar que el
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eritrocito se quede sin la energia necesaria para llevar a cabo sus tareas eficazmente

(Mullarky & Cantley, 2015).

A pesar de esto, en un articulo se analizaron los niveles de ATP/ADP eritrocitarios de
pacientes con COVID persistente y sanos. La conclusién obtenida, fue que presentan
niveles muy similares, algo inferiores en el caso de los primeros. Pese a esto, dichas
diferencias no fueron significativas y estariamos hablando, nuevamente, de ligeras
tendencias (Romanowska-Kocejko et al., 2024) probablemente también dependientes del
tamafo muestral. En lo que respecta a nuestro estudio, seguimos recalcando la limitacion
que implica tener un tamano poblacional de 11 pacientes. En el estudio comentado,
emplearon 39 pacientes, de los cuales 19 presentaban COVID persistente y 20 eran

individuos sanos, que a nivel epidemiolégicos sigue siendo claramente insuficiente.

Finalmente, hablariamos sobre los niveles de ATP en células mononucleares de
sangre periférica (CMSP). Este conjunto de células inmunitarias se compone de diferentes
tipos celulares (linfocitos T, B, Natural killer, monocitos y células dendriticas) que
presentan un nucleo redondeado (Maecker et al., 2012). A estas células, se les hizo un
ensayo para medir sus concentraciones de ATP. Los resultados indicaron que el grupo
COVID persistente presentaba bajos niveles de ATP. Dichos resultados podrian indicar que
existe una disfunciéon mitocondrial, lo cual hace que los niveles de ATP en estos tipos
celulares disminuyan (Castro-Sepulveda et al., 2022; Guarnieri et al., 2023; Silva et al.,
2023). Ademas, los bajos niveles de ATP también podrian venir del hecho de que el sistema
inmunitario esta agotado y por una serie de disfunciones, asi como la produccién de
autoanticuerpos (Guarnieri et al., 2023; Phetsouphanh et al., 2022; Ruf, 2024; Silva et al.,
2023). Esto respaldaria la hipdtesis de que la COVID persistente se trata de una
enfermedad autoinmune (Davis et al., 2023%) y apoyaria a los resultados obtenidos
previamente a nivel eritrocitario. Por tanto, los datos obtenidos en este estudio sobre los
niveles de ATP en CMSP podrian suponer la base de futuros estudios acerca de la

regulacién inmunitaria en este tipo de pacientes.

Perfil moleculary clasificacion de los pacientes

Mediante el uso de técnicas biocomputacionales, se consiguié realizar una serie de
clasificaciones, unas mas exitosas que otras. La que mejor rendimiento presenté fue la
basada en caracteres eritrocitarios, obteniendo 3 grupos de pacientes COV. Varios
investigadores consiguieron llegar a ese mismo numero de grupos (Fischer et al., 2022;

Mateu et al., 2023), pero basandose en los sintomas que padecian. No obstante,
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recientemente un grupo de investigadores consiguio clasificar a los pacientes en 4 grupos
en funcién de la localizacién de los sintomas, es decir, si el paciente presentaba
alteraciones en el bombeo del corazén, dolor de pecho... se clasificaban como sintomas
del aparato circulatorio (H. Zhang et al., 2022). Aun asi, el hecho de haber llegado a la
misma conclusion que otros investigadores, que contaban con un tamano poblacional muy
superior al analizado en este estudio, es indicativo de que los biomarcadores asociados al
estrés oxidativo presentan un gran potencial a la hora de determinar la gravedad de estos
pacientes. Aun asi, este andlisis presenta un inconveniente, y es que no se puede
establecer la escala de gravedad de los pacientes, debido a que se necesitaria un tamano
poblacional mas amplioy en el que se tuvieran en cuenta mas factores (sexo, raza, edad...).
Para concluir este estudio, falta destacar el papel del perfil molecular. No es mas que un
constructo que permite una mejor compresién de lo que les sucede a los pacientes con
COVID persistente. De esta forma, se podria decir, en términos generales, que la COVID
persistente presenta un perfil mas pro-oxidativo y menos energético, comparandolo con el
perfilde una persona sana.

Se puede evidenciar que en 4 de los 5 biomarcadores asociados al estrés oxidativo
(SOD, CAT, LPO en eritrocitos y en plasma ATP) son mas elevados que en el grupo CTR, de
acuerdo con lo observado en el gréfico. El Unico que faltaria seria la LPO de plasma.
Mientras que en los biomarcadores energéticos muestran una menor cantidad de ATP en

CMSP y eritrocitos en el grupo COV que en el CTR.

Limitaciones

Este estudio adolece de varias limitaciones facilmente soslayables en estudios
posteriores y que ya han sido comentados con anterioridad. El primero de ellos seria el
tamano poblacional de la muestra. 11 individuos no aportan suficiente robustez
estadistica. Por tanto, los resultados obtenidos no podrian extrapolarse a la poblaciéon con
COVID persistente general. De ahi la necesidad de ampliarlo. Por otra parte, los datos
ofrecidos por los pacientes son escasos, tan solo disponemos de la edad y el sexo, por lo
que seria preciso obtener mas datos clinicos y psicolégicos, por si presentan algun tipo de
patologia que pudiera distorsionar los resultados. También destacar la falta individuos
masculinos y la estratificacion de las edades, ya que en este estudio sélo participaron

mujeres de mediana edad.
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Conclusion

Los pacientes COVID persistente presentan alteraciones celulares sistémicas
referidas a dafno en la produccion de energia y muerte celular compatibles con una
desregulacion de su balance oxidativo .

Catalasa se presenta como un potencial biomarcador de COVID PERSISTENTE que

deberia ser validado.
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