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1. ABSTRACT

Introduction and aims

Oxidative stress could be key in the pathogenesis of COVID-19 through its role in the
response to viral infection. During infection, an imbalance in the redox balance causes
damage leading to uncontrolled cell death. The aim of the study is to analyze and define
the oxidative stress profile in terms of antioxidant enzymes, total antioxidant capacity
and oxidative cell damage in a cohort of COVID-19 patients and to evaluate its

relationship with disease prognosis.
Materials and methods

A prospective cohort study was designed in which oxidative stress parameters from
blood samples obtained from 108 COVID-19 positive patients and 28 healthy controls
were analyzed. Patients were divided into three groups: healthy controls, mild -moderate

disease and severe disease.
Results

Antioxidant enzymes (SOD and catalase) and cellular oxidative damage (lipid
peroxidation index (LPO)) were higher in the COVID-19 group compared to healthy
controls (p<0,001). Total Antioxidant Capacity (ABTS and FRAP) decreased in the
diseased group with respect to the healthy one (p<0,001). Only LPO levels were
statistically significant across the spectrum of disease severity, being higher inthe severe
COVID-19 group (p=0,021). Multivariate analysis showed that a value of
LP0O>1948.17uM was an independent risk factor for intubation/mortality at 28 days (OR
2,57; Cl 1,10-5,99; p=0,029). Survival analysis showed that patients with LPO levels
>1948.17uM died/were intubated 8.5 days earlier on average (p<0,001).

Conclusions

Increased levels of antioxidant enzymes and lipid peroxidation and decreased Totad
Antioxidant Capacity were observedin COVID-19 patients compared to healthy controls.
High levels of lipid peroxidation have prognostic value in infected patients, constituting
an independent risk factor for intubation/mortality at 28 days.



2. RESUMEN

Introducciényobjetivos

El estrés oxidativo podriaser clave en la patogénesis de la COVID-19 por su papel en
la respuestaala infeccion viral. Durante lamisma, un desbalance en el equilibrio redox
produce dafios que llevan a la muerte celular descontrolada. El objetivo del estudio es
analizar y definir el perfil de estrés oxidativo en términos de enzimas antioxidantes,
capacidad antioxidante total y dafio celular oxidativo en una cohorte de pacientes

COVID-19y evaluar su relacion con el prondstico de laenfermedad.
Materiales y métodos

Se disefi6 un estudio de cohortes prospectivo en el que se analizaron pardmetros de
estrés oxidativo de muestras sanguineas obtenidas de 108 pacientes COVID-19
positivos y 28 controles sanos. Se dividié a los pacientes en tres grupos: controles
sanos, enfermedad leve-moderaday enfermedad severa.

Resultados

Las enzimas antioxidantes (SOD y Catalasa) y el dafio oxidativo celular (indice de
peroxidacion lipidica(LPO)) fueronmayores en elgrupo COVID-19 frentealos controles
(p<0,001). LaCapacidad Antioxidante Total (ABTS y FRAP) disminuyo en el grupo de
enfermos respecto a los sanos (p<0,001). Unicamente los niveles de LPO fueron
estadisticamente significativos a lo largo del espectro de gravedad de la enfermedad,
siendo mayores en el grupo de COVID-19 grave (p=0,021). En el andlisis multivariante
se observdé que un valor de LPO>1948,17uM constituye un factor de riesgo
independiente de intubacion/mortalidad a los 28 dias (OR 2,57; I1C 1,10-5,99; p=0,029).
En el analisis de supervivencia se objetivO que los pacientes con niveles de
LPO>1948,17uM fallecian/eran intubados de media 8’5 dias antes (p<0,001).

Conclusiones

Se observo un aumento de los niveles de enzimas antioxidantes y peroxidacion lipidica
y un descenso de la Capacidad Antioxidante Total en los pacientes COVID-19 respecto
a los controles sanos. Altos niveles de peroxidacion lipidica tienen valor prondéstico en
los pacientes infectados, constituyendo un factor de riesgo independiente de

intubacidn/mortalidad a los 28 dias.



3. INTRODUCCION

3.1 Sars-Cov-2. Lapandemiaen laactualidad
En Diciembre de 2019, una nueva cepa de Coronavirus, SARS-CoV-2, emergié en
Wuhan, China (1). Desde entonces, mas de 140 millones de caso han sido notificados,

causando mas de 3.000.000 muertes (2).

La epidemiologia no es completamente conocida. Tras un periodo de incubacion medio
aproximado de 5 dias, alrededor de la mitad de los pacientes son asintométicos o
presentan sintomas leves (1) y normalmente tienen buen prondstico (3). Los demas
desarrollan enfermedad respiratoria moderada o severa, incluyendo un 20% de ellos
gue presentan afeccion grave con fiebre altay neumonia, que evolucionaa un sindrome
de distrés respiratorio agudo (ARDS) (1).

Una excesiva respuesta inflamatoria al SARS-CoV-2 es la causa principal de
enfermedad grave y muerte en pacientes con COVID-19. La COVID-19 grave provoca
unarespuestaincontroladay desbalanceada de citoquinas, una exuberante inflamacion
endotelial y trombosis vascular(4). El estrés oxidativo podria ser clave en la patogénesis
de la COVID-19 por su importante papel en la respuestaala infeccion (5).

3.2 El estrés oxidativo

Un radical libre es un &omo o molécula con uno o méas electrones no apareados en el
altimo orbital, capaz de reaccionar con multiples biomoléculas através de su oxidacion.
Entre los principales radicales libres de importancia biolégica se encuentran las especies
reactivas del oxigeno (ERO), generadas a causa del metabolismo celular y fuentes
exdgenas, entre las que se incluyen el anién superdéxido (O2°), el radical hidroperdxido
(HO2),y peréxido de hidrégeno (H202), entre otros (6). Las ERO tienen unaparticipacion
dual en la célula, tomando parte en diferentes funciones celulares, como defensa contra
agentes infecciosos y sistemas de sefializacion. Por el contrario, su acumulacion en los
sistemas bioldgicos produce estrés oxidativo (EO), representando una alteraciéon en el
equilibrio pro-oxidante/antioxidante, con capacidad de oxidar biomoléculas (lipidos,

proteinas, ADN) e inhibir su estructuray funcion normal (6).

Por ello, es importante resaltar que el equilibrio entre los efectos benéficos y
perjudiciales de los radicales libres es un aspecto muy importante, el cual se logra
mediante mecanismos de “regulacion redox” que protegen a los organismos vivos del
EO (Imagen 1), a través de los antioxidantes (AOX) y atrapadores de radicales libres

(6).
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Imagen 1. Mecanismo general de produccién y neutralizacion de especies reactivas de
oxigeno. Obtenidade: SanchezValle V. et. Al (6).
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3.3 Estrés oxidativo en los virus respiratorios

Las infecciones virales producen un desbalance en el microambiente intracelular, lo que
afecta, entre otros, al equilibrio redox (7). En rasgos generales, inducen enzimas
generadoras de ROS o inhiben determinadas rutas en las que intervienen sistemas
antioxidantes, creando un desequilibrio entre ambos tipos de moléculas (7). Estos
cambios producen dafio tisular, contribuyendo ala transmisién viral célula a célulay a
la produccion de grandes cantidades de citoquinas y quimiocinas, lo que resulta en la
iniciacion y mantenimiento del dafio en la via érea y la inflamacién en este tipo de

infecciones (8).

En el RSV, se ha visto que la infeccion induce la produccion de especies reactivas del
oxigeno (9). El virus RSV aumenta la peroxidacion lipidicay disminuye el glutatién en
células epiteliales alveolares humanas tipo Il y células epiteliales de las vias
respiratorias pequefias (10). En los pulmones de ratones infectados la expresiéon de
Nrf2, un factor de transcripcion implicado en la regulacién de enzimas antioxidantes,
esta reducida a nivel transcripcional, disminuyendo la expresiéon génica de moléculas
protectoras (10). En el caso de virus Influenza, también se ha documentado una mayor
produccidon de ERO en numerosos tejidos (11) como el endotelio (12) y el epitelio
alveolar (13). El virus Influenzainduce apoptosis y citotoxicidad en las células epiteliales
alveolares mediante el aumento de la expresion de caspasa 1, caspas 3 e IL8 (14). Sin
embargo, este virus facilita la translocaciéon nuclear de Nrf2 con la consiguiente

expresion de enzimas protectoras frente al dafio oxidativo en las células epiteliales



alveolares humanas (14). En cuanto al metapneumovirus humano (HMPV), varios
estudios in vitro sugieren que la capacidad antioxidante celular esta disminuida en
respuestaal virus (7), (15).

3.4 Estrés oxidativo en SARS-CoV-2

Por tanto, parece que podria existir una relacién entre el equilibrio redox y la infeccion
por SARS-CoV-2. Algunas revisiones han observado que el estrés oxidativo desempefia
un papel principal en ladisfuncién endotelial (16); en el desarrollo de un ADRS (17) y en

las complicaciones neuroldgicas (18), entre otros, pero existen muy pocos estudios que
lo caractericen (19).

4. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

La hipétesis de nuestro estudio es que los pacientes con SARS-CoV-2 van a presentar
un perfil de estrés oxidativo que puede ser Gtil en el prondstico de laenfermedad.

Los objetivos principales del trabajo van a ser:

1. Analizar y definir el perfil de estrés oxidativo en términos de enzimas
antioxidantes, capacidad antioxidante total y dafio celular oxidativo en una
cohorte de pacientes COVID-19.

2. Tratar de relacionar el perfil oxidativo establecido con el pronéstico de la

enfermedad.

5. MATERIALES Y METODOS

5.1 Seleccién de pacientes

Se reclutd prospectivamente una cohorte de 108 pacientes ingresados en el Hospita
Clinico Universitario de Valladolid entre el 24 de Marzo y el 11 de Abril de 2020. El
resultado positivo parala infeccién se confirmé entodos mediante lareaccién en cadena
de la polimerasa (PCR) de muestras nasofaringeas. Como criterios de exclusiéon se
incluyeron lano firmadel consentimiento informado, ser menor de edad y la coexistencia
de otras enfermedades agudas, infecciones o patologias terminales crénicas. En el
mismo marco temporal se obtuvieron muestras sanguineas de 28 controles sanos que

acudieron al mismo centro para la evaluacion preanestésica de cirugias programadas,



de edad y sexo similar. La negatividad para SARS-CoV-2 fue confirmada mediante la
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) de muestras nasofaringeas.

Este estudio fue aceptado por el Comité Etico de Investigacion Clinica (CEIC) del Area
de Salud Valladolid Este (codigo: Pl 22-2718) y se obtuvo el consentimiento informado
escrito de todos los pacientes. El estudio sigue el codigo ético de la World Medical
Association (Declaracion de Helsinki).

5.2 Clasificacion segun severidad y mortalidad

Para el estudio, se dividio a los pacientes en tres grupos: Controles sanos (n=28);
Enfermedad leve-moderada (n=76); y Enfermedad severa (n=32). Los grados de
severidad se diferenciaron segun el estado de los pacientes: ingresados en planta (leve-

moderada) y sometidos a ventilacibn mecénica (severa).

En el periodo de seguimiento murieron 20 pacientes, de los cuales 12 pertenecian al
grupo de pacientes criticos. Para caracterizar de mejor forma la gravedad de la
infeccion, se unieron los fallecidos al grupo de la enfermedad severa. Por tanto, el
estudio finalmente partio de 68 pacientes con Enfermedad leve-moderada y 40 con
Enfermedad severa.

5.3 Muestras biolégicas
Las muestras de plasma de cada paciente se recogieron de forma prospectivaa las 9

a.m. inmediatamente tras la primera noche de ingreso en el hospital para evitar
variaciones circadianas. La sangre se recogio en tubos de citrato sodico al 3,2% y se
centrifug6 a 2000xg durante 20 min a temperatura ambiente. El plasma resultante se

alicuoto y se congelo directamente a -80°C hasta su uso.

5.4 Determinacion de los niveles de enzimas antioxidantes

Las actividades de la superoxido dismutasa (SOD) y la catalasa (CAT) se evaluaron
utlizando kits comerciales de Actividad Colorimétrica y de Ensayo de Actividad,
respectivamente, siguiendo las recomendaciones del fabricante.

5.5 Determinacion de los niveles de capacidad antioxidantetotal

La Capacidad Antioxidante Total se evalu6 a través de dos métodos: el poder
antioxidante reductor del hierro (FRAP) y la técnica del acido 3-etil-benzotiazolinona-6-
sulfonico de 2,2'-Azino-bis (ABTS) siguiendo los protocolos del laboratorio del centro.

5.6 Determinaciénde los niveles de dafio oxidativo celular

Se midi6 el dafio celular a dos niveles: DNAYy lipidos celulares.

La especie de guanosina oxidada del DNA, 8-hidroxi-2’-deoxiguanosina (8-OHdG) se

evalué cuantitativamente a una longitud de onda de 450 nm utlizando el kit de
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inmunoensayo de dafio al DNA DetectX® (Arbor Assays, Ann Arbor, MI, USA), siguiendo
las recomendaciones del fabricante.

Los productos de peroxidacion lipidica (LPO) se evaluaron mediante el kit comercia
Bioquochemref KBO3002 (BQCell™ MTT, Bioquochem, Oviedo, Espafia), siguiendo las
recomendaciones del fabricante. Las concentraciones de malondialdehido (MDA) y 4-
hidroxinonenal (HNE) se emplearon como indice de peroxidacion lipidica. Las
reacciones entre MDA y HNE dan lugar a un diindolilalcano (cromoforo) cuya
absorbancia maxima se sitla en la regién de 580-620 nm, la cual se cuantifica.

5.7 Andlisis estadistico

Los datos fueron analizados mediante el programa IBM SPSS Satistics 26.0 La
significacion estadistica se establecié para p<0,05. Las caracteristicas clinicas y
demogréficas de la cohorte fueron evaluadas utilizando la prueba Chi cuadrado para
variables cualitativas y la U de Mann-Withney paralas cuantitativas. Los resultados se
representaron mediante la mediana y el rango intercuartilico para las variables
cuantitativas y a través del porcentaje y el nimero total para las categoricas. Las
diferencias en los niveles de moléculas oxidativas entre los controlesy los pacientes
COVID-19 se analizaron mediante la prueba U de Mann-Withney. Las distintas
comparaciones entre los grados de severidad de las moléculas de estrés oxidativo se
evaluaron mediante el test de Kruskal-Wallis.

Para evaluar y encontrar el valor 6ptimo de niveles de LPO en términos de sensibilidad
y especificidad se represent6é una curva ROC y se calculé el Optimal Operating Point
(OOP), el punto con la distancia mas cercana a la esquinasuperior izquierda mediante
el teorema de Pitagoras: Distancia =V(7-sensibilidad)2 + (1-especificidad). Para analizar
la relacion entre el OOP de LPO vy el riesgo de intubacién/mortalidad a los 28 dias se
realizé un andlisis de regresion logisticamultivariante de COX, utilizando como variables
de ajuste aquellas que obtuvieron una p<0,1 en el analisis de regresion univariante. La
probabilidad de intubacién/mortalidad a los 28 dias en funcién del OOP de LPO
calculado se evalué y comprob6 mediante curvas de supervivencia de Kaplan-Meier y

el test de Long-rank.



6. RESULTADOS

6.1 Caracteristicas clinicas

El total de 136 pacientes reclutados fue dividido en dos grupos: COVID-19 (n=108) y
Control (n=28). Las caracteristicas clinicas de ambos grupos estan representadas en la
Tabla 1. Ambos grupos fueron similares en cuanto a género y edad. Tampoco hubo
diferencias en las comorbilidades, siendo las principales por orden de prevalencia
hipertensién, diabetes y enfermedad coronaria y pulmonar. En los parametros de
laboratorio se encontraron diferencias significativas en el caso de los leucocitos,
linfocitos y plaquetas, siendo éstos menores en los pacientes COVID-19; mientras que
los valores de neutrofilos, Dimero D, PCRy fueron mayores en este grupo de pacientes.
En términos de tiempo de estancia hospitalaria y mortalidad a los 28 dias hubo
diferencias significativas entre grupos, siendo ambas mayores en el grupo COVID-19.
Destacar que en el grupo control no se produjeron muertes durante el seguimiento,

mientras que la mortalidad en el grupo de enfermos fue de un 18’5%.



Tabla 1. Caracteristicas clinicas de los pacientes COVID-19 y no-COVID-19 (controles
sanos). Las variables cuantitativas estan representadas como mediana, (rango
intercuartilico, IQR); las variables categdricas estan representadas como %, (n). La
negrita indica la significancia estadistica.

COVID-19 No COVID-19 p
(n=108) (n=28)
Edad (mediana (IQR)) 69 (20) 71 (37) 0,296
Hombres (% (n)) 55,3 (73) 57,1 (16) 0,722
Comorbilidades (% (n))
Consumo tabaco 8,3(9) 10,7 (3) 0,692
Consumo alcohol 2,8(3) 7,1(2) 0,274
Hipertension 46,3 (50) 50 (14) 0,492
Enf. cardiaca 13,0 (14) 21,4 (6) 0,815
Diabetes 17,6 (19) 14,3 (4) 0,677
Enf. neurolégica 2,8(3) 3,6(1) 0,974
Enf. hepética 1,9 (2) 3,6(1) 0,581
Obesidad 9,3(10) 10,7 (3) 0,770
Enf. pulmonar 16,8 (18) 14,3 (4) 0,944
Enf. renal 2,8(3) 3,6 (1) 0,825
Laboratorio (mediana (IQR))

Glucemia (mg/dl) 123 (82) 94,6 (12) 0,051
Creatinina (mg/dl) 0,84 (0,36) 0,8 (0,35) 0,495
Bilirrubinatotal (mg/dl) | 0,5(0,34) 0.3(0,4) 0,06

Leucocitos (x1091) 6,68 (3,13) 6.87 (2,15) <0,001
Linfocitos (x109/1) 1,09 (0,90) 2,25(0,94) <0,001
Neutréfilos (x109/1) 4,46 (3,22) 3,76 (1,34) <0,001
Plaquetas 218 (108) 250 (580) 0,005
Dimero-D 742 (1267) 255 (106) <0,001
PCR 80 (120) 10(3) <0,001
Procalcitonina (ng/ml) 0,13(0,26) 0,11 (0,1) 0,323

Estancia hospitalaria (mediana (IQR))
Estancia hospitalaria 12 (13) 4,50 (3) <0,001
Mortalidad (% (n))
Mortalidad a los 28 dias 18,5 (20) 0(0) <0,001
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6.2 Marcadores de estrés oxidativo enlainfeccion por SARS-CoV-2

Se realizé una comparacion de los niveles de las moléculas de estrés oxidativo entre el
grupo controly los pacientes COVID-19 (Tabla 2 y figura 1). Las enzimas antioxidantes
SOD y Catalasa y el indice de peroxidacion lipidica reflejado en MDA+HNE fueron
significativamente mas altos en el grupo COVID-19 (p<0,001 en todos los casos). Sin
embargo, estos pacientes presentaron una disminucion significativa respecto al grupo
control en la Capacidad Antioxidante Total medida mediante los métodos ABTS y FRAP
(p<0,001 en ambos). En términos de dafio al DNA medido a nivel de 8-OHdG no se
observaron diferencias significativas entre grupos (p<0,246).

Tabla 2. Niveles de moléculas de estrés oxidativo en los pacientes COVID-19 y no
COVID-19. Los datos estan representados como mediana (rango intercuartilico). La
negrita refleja la significancia estadistica.

No COVID-19 COVID-19 p
SOD (U/ml) 0,15 (0,08) 0,38 (0,42) < 0,001
Catalasa (U/pl) 0,49 (0,19) 0,67 (0,41) < 0,001
ABTS (UM) 2510,47 (437) 2264,99 (525) < 0,001
FRAP (uM) 700,67 (251,45) 453,84 (192,30) < 0,001
8-OHd G (uM) 7925,78 (4894) 8373,06 (7103) 0,246
MDA + HNE (uM) 284,19 (339,84) 2123,62 (2068) < 0,001

11
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Figura 1. Gréaficos de cajas que representan las moléculas de estrés oxidativo entre los
grupos COVID-19yno COVID-19. Lalinearepresentalas diferencias significativas entre

grupos.
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Posteriormente, se evaluaron los niveles de las moléculas de estrés oxidativo en funcion
de la severidad de la infeccion (Tabla 3). Unicamente se incluyeron en el andlisis
aquellas que obtuvieron una p<0,05 en la comparacién anterior. Entre el grupo control
y el leve-moderado se encontraron diferencias significativas en todas las moléculas. La
Catalasa fue la unica en la que no se encontraron diferencias (p 0,041) entre el grupo
COVID severoy el control. Comparando ambos niveles de severidad en COVID-19
(leve-moderado y severo) se observo que uUnicamente los niveles de LPO eran
estadisticamente significativos a lo largo de todo el espectro de gravedad de la
enfermedad (Tabla 3 y Figura 2), siendo mayores en el grupo de COVID-19 grave
(p=0,021).

Tabla 3. Niveles de moléculas de estrés oxidativo en funcién de la gravedad de la
COVID-19. Los datos estan representados como la mediana, rango intercuartilico. La
negrita refleja la significancia estadistica.

No COVID-19 COVID-19 Leve COVID-19 p p p
Intubado/muerto (Ovs1l) [(Ovs2) | (1vs?2
()] (€] (2)
SOD 0,15 [0,08] 0,38 [0,49] 0,40 [0,43] <0001 | <0001 | 1,000
(UImL)
C(&‘Lt;‘l'f)a 0,49 [0,19] 0.68 [0,33] 0,63 [0,81] 0,002 0,073 | 1,000
ABTS
M) 2510,47 [437] 2240,12 [524] 2333,68 [632] <0001 | 0041 | 0,333
FRAP
e 700,67 [251,45] | 442.77 [179,07] 517.77 [175,78] <0001 | 0009 | 0,333
LPO 284,19
W (339.34] 1675,40 [2164,77] | 2516,78 [1425,91] | <0,001 | <0,001 | 0,021
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Figura2.Niveles de peroxidacion lipidica (LPO) en funcion delagravedad. Lalinea
representa las diferencias significativas entre grupos.
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6.3 Peroxidacion lipidica(LPO) y riesgo de intubacién/mortalidad alos 28 dias
Dado que los niveles de LPO fueron los Unicos estadisticamente significativos entre los
grados de severidad de los pacientes COVID-19, se decidi6é evaluar su relacion con el
riesgo de intubacion/mortalidad a los 28 dias y su posible utilidad como marcador
prondstico. Se calculé el punto de corte (OOP) de LPO: 1948,17uM. En el analisis
multivariante se observo que los pacientes COVID-19 conun valor de LPO>1948,17uM
presentaban un riesgo 2,57 veces mayor de intubacion/mortalidad a los 28 dias
(p=0°029) independientemente de otros factores (Tabla 4).

Tabla 4. Analisis de regresion logistica multivariante que evalia la asociaciéon
independiente de los niveles de LPO y el riesgo de intubacion/muerte a los 28 dias. La

negrita refleja la significacion estadistica.

OR IC 95% p
LPO>1948,17 uM 2,57 (1,10-5,99) 0,029
Obesidad 1,19 | (0,48-2,97) 0,702
Diabetes Mellitus 2,81 (1,20-6,60) 0,017
Enfermedad hepéticacronica 7,44 (1,37-40,23) 0,020
Shock Séptico 2,61 (1,15-5,92) 0,022
Linfocitos <875 células/mm3 0,22 (0,10-0,51) <0,001
Neutréfilos > 5480 células/mms3 2,30 (1,04-5,09) 0,041

El andlisis de supervivencia mostr6 marcadas diferencias en el tiempo libre de
intubacién/mortalidad en funcion de los niveles del punto de corte de LPO (Figura 3). Se
pudo observar que los pacientes con niveles LP0O>1948,17uM fallecian/eran intubados
de media 8,5 dias antes que los que presentaban unos valores LPO<OOP LPO (Tabla
5).
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Log Rank: p<0,001

Supervivencia acumulada (%)

02

0o

o 4 g 12 16 20 24 28

Tiempo de intubacion/mortalidad (dias)

NUumero de pacientes en riesgo
LPO <1948,17 47 45 41 39 39 39 39 39
LPO > 1948,17 45 38 32 29 27 26 26 26
Tiempo (dias) 0 4 8 12 16 20 24 28

Figura 3. Curva de supervivencia de Kaplan-Meier que refleja la asociacion de los
niveles de LPO con el riesgo de intubacion/muerte a los 28 dias.

Tabla 5. Refleja las diferencias en el tiempo medio de supervivencia (dias) en funcién
de los niveles de LPO.

Tiempo medio de IC 95%
supervivencia (dias)
LPO <1948,17 23,77 (21,25; 26,30)
LPO > 1948,17 15,39 (12,14 ; 18,64)
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7. DISCUSION

Los hallazgos derivados de este estudio revelaron por primera vez que los pacientes
con COVID-19 mostraron niveles significativamente mas bajos de capacidad
antioxidante total (ABTS y FRAP) y niveles mas altos de enzimas antioxidantes (SOD,
catalasa) y de dafio celular oxidativo (peroxidacion de lipidos (LPO)). De hecho, los
niveles de LPO superiores a 1948,17uM se asocian de forma independiente con un

mayor riesgo de intubacion/muerte alos 28 dias.

El SARS-CoV-2 penetraen la célula a través del receptor de la ACE2 (anexo |), lo que
va a producir un desbalance en el equilibrio redox, que se traduce en el acamulo de
especies reactivas del oxigeno (ROS), que producen en Ultima instancia dafio al DNA,
lipidos y proteinas celulares (7). ACE2 es responsable de la degradacion de la
angiotensina Il (Ang Il) a angiotensina-(1-7) (Ang 1-7) (20). La Ang Il produce ROS al
estimular la NADPH oxidasa unida a la membrana (21). En consecuencia, la
degradacion de la Ang Il en la Ang 1-7 por la ACE2 mitiga el estrés oxidativo, ya que
inhibe la NADPH oxidasa (22). De hecho, la unién de la ACE2 con el virus infrarregula
la ACEZ2, lo que conduce a un aumento de la presenciade especies de superéxido y el
consiguiente dafio celular, que puede incluir la peroxidacién de lipidos, la carbonilacién
de proteinasy la oxidacion del ADN (23), estableciendo un ciclo de estrés oxidativo vy,
en Ultima instancia, aumentando el riesgo de sufrir formas graves de la enfermedad
COVID-19 (21). Los hallazgos de este estudio sugieren un aumento reactivo de las
enzimas antioxidantes que puede ser insuficiente, lo que conduce a una disminucién de
la capacidad antioxidante total y al dafio de las biomoléculas. Estos hallazgos difieren
de estudios anteriores en infecciones virales respiratorias como el VRS (10), el VPMh
(15) y el Rinovirus (24) que documentaron una menor expresion de los niveles de
enzimas antioxidantes. Sin embargo, Kosmider B et al. (14) demostraron que el virus de
la gripe provocaun aumento de la expresion de los genes antioxidantes, en consonancia
con los resultados de este trabajo. En este estudio también se ha constatado una
disminucién de la Capacidad Antioxidante Total en los pacientes COVID-19. Este
hallazgo probablemente se deba a un agotamiento del sistema redox celular, cuyos
esfuerzos por aumentar las moléculas antioxidantes son insuficientes para compensar
el incremento de sustancias oxidantes generadas.

La peroxidacion lipidica es una reaccion biolégica en cadena de radicales libres. La
oxidacion de acidos grasos insaturados u otros lipidos da lugar a peroxidos de estos
compuestos. Otras reacciones conducen a la sintesis de aldehidos como el MDA o el
HNE. La peroxidacion de los lipidos afecta atodas las membranas celulares induciendo
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dafios y pérdidade funcion (25). El MDA se considera habitualmente un marcador de
ferroptosis (26). La ferroptosis es una forma de muerte celular regulada caracterizada
por la peroxidacion lipidica dependiente del hierro, que induce muerte celular (27).
Durante la ferroptosis, se produce una acumulacién de acidos grasos poliinsaturados
(PUFAS) (28). Esto implica una peroxidacion lipidica impulsada por los PUFAs que
aumenta la permeabilidad de la membrana celular haciendo que la célula sea mas
sensible a la oxidacion (29). Este fendmeno es un mecanismo critico en las lesiones
inducidas por la sepsis en modelos de ratones. Kang R et al. (30) describieronque la
peroxidacion lipidicaen laferroptosis induce lapiroptosis, lo que sugiere un vinculoentre
la ferroptosis y otras formas de muerte celular en la sepsis. La peroxidacion lipidica esta
implicada en varias enfremedades (31) como las cardiovasculares (32), el cancer (33),
el Alzhéimer (34) y enfermedades crdonicas como la NAFLD (35), la esclerosis multiple
(36),laEPOC (37) yla diabetes mellitus(38). De hecho, tiene un papel en lahomeostasis
y en la respuesta al estrés, como la infeccion viral (39). La obesidad es una de las
condiciones médicas mas importantes que conducen a un aumento exponencial del
riesgo de mortalidad de los pacientes con SARS-CoV-2 (40). En los pacientes que
padecen trastornos metabdlicosy COVID-19, la peroxidacion lipidicaproduce aldehidos
lipidicos reactivos que afectaran a su prondéstico (41). En estalinea, este estudio reveld
gue la peroxidacion lipidicaesta relacionada conla gravedad de la COVID-19y el riesgo
de intubacién/muerte. Potje SR et al. (42) en un estudio preliminar en 20 pacientes con
COVID-19 documentaron la presencia de mayores niveles de peroxidacion lipidica en
los pacientes con COVID-19, pero no encontraron diferencias entre lagravedad de los
pacientes, lo que podriadeberse aun menortamafio muestral en comparacién con este

estudio.

El analisis de marcadores de estrés oxidativo en muestras de esputo de los pacientes
se ha propuesto como una técnica diagnéstica complementaria o alternativa a la PCR
(43). Debido al papel de la oxidacion en la infeccidn se estan realizando estudios y
revisiones sobre posibles farmacos antioxidantes que pudieran restaurar o paliar el
estrés oxidativo y emplearlos como terapia complementaria en pacientes con
enfermedad moderada o severa (3) (44) (45).

Losresultados de este estudio revelan un papel clave delestrés oxidativo en la infeccion
por SARS-CoV-2, en especial de la peroxidacion lipidica por su papel como posible
factor pronéstico. Por ello, seriaimportante el desarrollo de futuros estudios y ensayos
clinicos para la posible utilizacion de los parametros de estrés oxidativo como
marcadores diagnosticos y prondsticos, asi como para el desarrollo de terapias
antioxidantes focalizadas en estos mecanismos fisiopatoldgicos.
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8. LIMITACIONES

El estudio tiene algunas limitaciones que hay que abordar. En primer lugar, los
biomarcadores de estrés oxidativo se compararon sélo en el momento del ingreso
hospitalario. Otros estudios de seguimiento prospectivo con muestreos seriados
deberian validar estos resultados. En segundo lugar, se realizé en un solo centro y
deberia evaluarse en un disefio multicéntrico para validar el papel potencial de la

peroxidacion lipidica en la prediccion del riesgo de intubacion/muerte en la COVID-19.

9. CONCLUSIONES

Este estudio pone de manifiesto la alteracion del equilibrio redox celular como un
mecanismo importante en la patogénesis del SARS-CoV-2, reflejada en un aumento de
los niveles de enzimas antioxidantes y peroxidacion lipidica y una disminucion de los
niveles de la Capacidad Antioxidante Total en los pacientes COVID-19 respecto a
controles sanos. Ademas, revela la importancia prondstica de los niveles de
peroxidacion lipidica en los pacientes infectados debido a su relacién con el riesgo de
intubacion/mortalidad a los 28 dias, constituyendo un factor de riesgo independiente.
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ANEXO I: Proceso de formacidn de especies reactivas de oxigeno en la infeccion
por SARS-CoV-2
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Imagen obtenida de Grigoletto Fernendes et. al. (7)

El virus es capaz de entrar en la célula a través del receptor ACE2, y la serina proteasa
TMPRSS2 se localiza en la membrana de algunos tipos de células. Esto conduce al
reconocimiento del patdgeno por un PRR, al reclutamiento de células inmunitarias y al
aumento de citoquinas proinflamatorias, lo que lleva a la produccion de especies
reactivas de oxigenoy al estrés oxidativo, lo que representa una importante respuesta
inmunitaria de la célula huésped. Paralelamente a estos procesos, también se
demuestra la regulacion del sistema renina-angiotensina (SRA) que, en este caso,
contribuye alaumento de larespuesta inflamatoriay ala produccion de ROS. La NADPH

oxidasa (NOX), la principal enzima expresada por los granulocitos y los macrofagos,
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induce la produccion de ROS, empezando por las especies reactivas de oxigeno
formadas a partir de dos moléculas de oxigeno y un electron no apareado, el anién
superoxido (O2-). A partir de ahi, la disminucién de la capacidad de transporte de la
cadena de electrones conduce a la generacion de otras ERO en secuencia, como el
H202y el OH-. En respuesta a la peroxidacion de los acidos grasos poliinsaturados y
al dafo tisular generado por el estrés oxidativo, se produce la expresion del factor
nuclear Nrf2 junto con las proteinas SMAF, lo que conduce a la expresion de elementos
de respuesta antioxidante (ARE) y, en consecuencia, a la produccion de enzimas
antioxidantes, como las superoxido dismutasas (SOD), en respuesta a la produccion
exacerbada de O2-. Las glutation peroxidasas (GPXs) y la catalasa (CAT) acttan
principalmente convirtiendo las ROS en agua molecular. En condiciones homeostaticas,
KEAPL1 reprime la actividad de Nrf2 marcandola para su rapida degradacion através del
sistema ubiquitina-proteasoma, impidiendo asi que Nrf2 llegue al nacleo celular y

transcriba genes de respuesta antioxidante.
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Las infecciones virales producen un desbalance en el microambiente intracelular, afectando al equilibrio redox (1), produciendo la
oxidacion de biomoléculas. Por tanto, el estrés oxidativo podria ser clave en la patogénesis de la COVID-19 debido a su importante
papel en la respuesta frente a las infecciones.

Analizar y definir el perfil de estrés oxidativo en términos Estudio observacional prospectivo con 108 pacientes COVID-19
de enzimas antioxidantes, capacidad antioxidante total y positivos y 28 controles sanos. Se dividi6 a los pacientes en tres
dano celular oxidativo en una cohorte de pacientes grupos: controles sanos, enfermedad leve-moderada y enfermedad
COVID-19. severa

e Relacionar el perfil oxidativo establecido con el
pronéstico de la enfermedad.

Las enzimas antioxidantes y el indice de peroxidacion Los niveles de LPO varian a lo largo del espectro de gravedad,
lipidica fueron mayores en el grupo COVID-19, mientras que siendo mayores en el grupo de COVID-19 grave (Figura 1).
la Capacidad Antioxidante Total era menor (Tabla 1).

B T T W

No COVID-19 covip-1e P -
SOD (U/ml) 0,15 (0,08) 0,38 (0,42) <0,001 .
Catalasa (Ulpl) 049(0,19) 0,67 (041) <0,001 g - - .
ABTS (uM) 251047 (437) 2264,99 (525) <0,001 - -
FRAP (uM) 700,67 (25145) | 453,84 (192,30) <0,001 -
8-OHdG (yM) | 792578 (4894) | 8373,08 (7103) 0,246 o 3
MDA + HNE (M) | 28419 (339.84) | 212362 (2068) <0,001 ) s

No COVID-18 (N=28) CQOVID-18 leve(N=66) COVID-18 Intubado/Muerto
(N=39)

Tabla 1. Niveles de moléculas de estrés oxidativo en los pacientes Figura 1. Niveles de peroxidacion lipidica (LPO) en funcion de la
COVID-19 y no COVID-19 gravedad. La linea-punto representa la significacion estadistica.

Un valor de LPO>1948,17uM constituye un factor de riesgo | | o5 pacientes con niveles LPO>1948,17uM falleciar/eran
independiente de intubacion/mortalidad a los 28 dias en 10s |t bados de media 8.5 dias antes (Figura 2).
pacientes COVID-19 (Tabla 2).

= T = T | PO 5 1948.17
LPO > 1948,17 ;M 257 | (1,10599) 0,029 L
Obesidad 119 | (048-297) | 0,702 § l
Diabetes Mellitus 281 | (1,20680) 0,017 g i, SE—
Enfermedad hepatica crénica 744 | (1,37-40,23) 0,020 k- T
Shock Séptico 261 | (1,155,92) 0,022 ; o
Linfocitos < 875 células/mm? 022 | (0,100,51) = <0,001 |
Neutrdfilos > 5480 células/imm® 230 | (1,04-509) 0,041 : ;

Tiempo de intubacion/mortalidad (dias)
Tabla 2. Analisis de r egr esion logis"ca multivariante: asociacion Figura 2. Curva de Kap[an.Meier: niveles LPO vs. riesgor
niveles de LPO vs. riesgo intubacion/muerte a 28 dias intubacion/muerte a los 28 dias

Se observé un aumento de los niveles de enzimas antioxidantes y peroxidacion lipidica y un descenso de la Capacidad Antioxidante
Total en los pacientes COVID-19 respecto a la poblacién sana. Altos niveles de peroxidacion lipidica tienen valor pronéstico en los
pacientes infectados, constituyendo un factor de riesgo independiente de intubacién/mortalidad a los 28 dias.
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