


PROGRAMA DE DOCTORADO EN MEDICINA

EFECTOS DE LA INFECCION POR COVID-19
SOBRE LA LONGITUD DEL TELOMERO Y SU
RELACION CON LA EVOLUCION A FIBROSIS

PULMONAR

UNIVERSITAT DE VALENCIA
DEPARTAMENTO DE FISIOLOGIA

Alba Mulet Arabi

Directores:
Dr. D Jaime Signes-Costa Mifiana
Dra. D. Pilar Gonzalez Cabo
Tutor:

Dr. D. Federico V. Pallard6 Calatayud






El Dr. D. Jaime Signes- Costa, director, la Dra. D. Pilar Gonzalez Cabo, directora,

y el Dr. D. Federico V. Pallardé Calatayud, tutor, de la tesis doctoral titulada
“EFECTOS DE LA INFECCION POR COVID-19 SOBRE LA LONGITUD DEL
TELOMERO Y SU RELACION CON LA EVOLUCION A FIBROSIS PULMONAR’.

Informan que:

D. Alba Mulet Arabi ha realizado bajo nuestra supervision el trabajo titulado “Efectos
de la infeccion por COVID-19 sobre la longitud del telémero y su relacién con la
evolucién a fibrosis pulmonar” conforme a los términos y condiciones definidos en su
Plan de Investigacion y de acuerdo al Cédigo de Buenas Practicas de la Universitat de
Valéncia, cumpliendo los objetivos previstos de forma satisfactoria para su defensa

publica como tesis doctoral.

Valencia, 6 de mayo, 2025






AGRADECIMIENTOS

A mi directora Pili, por introducirme al mundo del laboratorio con paciencia, y por
ayudarme a comprender y desenvolverme en un mundo que al comienzo me era
completamente ajeno. Pero sobre todo por estar siempre disponible cuando lo he

necesitado.

A Jaime, por su impulso constante y por alentarme a avanzar mas alla de lo que creia
posible. Por todo el apoyo que me ha ofrecido, por su implicacién a lo largo del tiempo

y por todo lo que ha contribuido en mi formacion.

A Fede, por haber acompafiado esta tesis como tutor, y por aportar una mirada clave
que ha enriquecido profundamente el trabajo. Su participacion ha sido un verdadero

privilegio y sus ideas, han contribuido a orientar y fortalecer este proyecto.

A Pablo, por ser mi mayor apoyo y la persona que ha estado a mi lado en cada paso

de este camino. Por su paciencia infinita incluso en los momentos mas dificiles.

A mis padres, por estar presentes de forma incondicional. Por haberme transmitido
desde siempre la importancia del estudio y del esfuerzo, que me han guiado hasta aqui.

A Pau, por seguir siempre cerca, a pesar de la distancia fisica.

A quienes desde distintos ambitos colaboraron con este trabajo, por su

profesionalismo, disposicidon y compromiso con la investigacion.

A los equipos e instituciones que hicieron posible el desarrollo de esta tesis, por
facilitar los medios necesarios y por su contribucién al avance del conocimiento. La
realizacién de este trabajo ha sido posible gracias a las siguientes instituciones: Instituto
de Salud Carlos Ill (COV20/01209), Fundacién Sociedad Valenciana de Neumologia y
fondos COVID-19 de la Generalitat Valenciana (GVA).






INDICE DE CONTENIDOS

LISTA DE ABREVIATURAS

INTRODUCCION

1. TELOMEROS

1.1. LA TELOMERASA

1.2. INMUNOSENESCENCIA

1.3. INTERCONEXION DE LA TELOMERASA Y LA FUNCION MITOCONDRIAL

2. TELOMEROPATIAS Y ENFERMEDAD PULMONAR

3. FIBROSIS PULMONAR IDIOPATICA

3.1 EPIDEMIOLOGIA Y ETIOPATOGENIA

3.2. TELOMEROS EN LA FIBROSIS PULMONAR IDIOPATICA

3.3. GENETICA EN LA FIBROSIS PULMONAR IDIOPATICA

3.4. FIBROSIS PULMONAR FAMILIAR

3.5 TRATAMIENTO

3.6 PRONOSTICO

3.7 BIOMARCADORES MOLECULARES DE FIBROSIS PULMONAR

4. OTRAS ENFERMEDADES INTERSTICIALES Y SU RELACION CON LOS
TELOMEROS

5. COVID-19 Y FIBROSIS PULMONAR: EVIDENCIA Y PERSPECTIVAS

HIPOTESIS Y OBJETIVOS

MATERIAL Y METODOS

1. DISENO DEL ESTUDIO

2. MEDICION DE LA LONGITUD TELOMERICA

3. DETERMINACION DE BIOMARCADORES EN SANGRE

4. GENOTIPADO SNP

5. COHORTES DEL ESTUDIO

6. PRUEBAS DE IMAGEN Y DE FUNCION PULMONAR

7. ANALISIS PROTEINAS MITOCONDRIALES

8. ASPECTOS ETICOS

9. ANALISIS ESTADISTICO

15

21
21
23
23

24

25

26
27
28
29
29
30
31

32
33
37
41
43
44
45
46
46
47
47
50

50



RESULTADOS 52

1. EVOLUCION DE LA LONGITUD TELOMERICA EN PACIENTES TRAS LA
CoVvID-19 54

2. ANALISIS BIOMARCADORES DE FIBROSIS 60

3. ACORTAMIENTO TELOMERICO Y DISFUNCION MITOCONDRIAL A LARGO

PLAZO TRAS LA COVID-19 65
3.1. IMPACTO DEL COVID-19 SOBRE LA EXPRESION DE PROTEINAS
MITOCONDRIALES 69
3.2. BIOMARCADORES PARA DIFERENCIAR ENTRE PACIENTES CON Y SIN FIBROSIS
72
DISCUSION 77

Infeccién grave por SARS-COV-2 y alteraciones a nivel de la longitud

telomérica 79

Relacion entre la alteracién de la longitud del telémero con la aparicién de

cambios fibréticos y su evolucion 81

Analisis de funcion mitocondrial en leucocitos y su posible correlacion con la

longitud telomérica y con la fibrosis pulmonar. 85

Biomarcadores de inflamacién y fibrosis pulmonar y su correlacion con la

longitud telomérica y las secuelas pulmonares 88
CONCLUSIONES FINALES 91
BIBLIOGRAFIA 94




LISTA DE ABREVIATURAS

4HNE 4 hidroxinonenal

ACE 2 Enzima convertidora de angiotensina 2

ACLY ATP citrato liasa

ACO1 Aconitasa 1

ADN Acido desoxiribonucleico

ALFA F1 Subunidad alfa del complejo F1 de la ATP sintasa

ATP Adenosin trifosfato

ATS American Thoracic Society

CMv Citomegalovirus

COVID Coronavirus Disease

COX 1V Subunidad IV del complejo IV de la cadena de transporte de
electrones mitocondrial (citocromo ¢ oxidasa)

CPT1 Carnitina palmitoiltransferasa-1

CS Citrato sintasa

DLCO Capacidad de difusion del monoéxido de carbono

DRP Proteina relacionada con la dinamica

ENO1 Enolasa 1

EPOC Enfermedad pulmonar obstructiva crénica

ERS European Respiratory Society

ETFA Flavoproteina de Transferencia de Electrones Subunidad Alfa

ETFR Flavoproteina de Transferencia de Electrones Subunidad Beta

FAS Sintasa de acido graso

FEV1 Forced expiratory volume in 1 second

FISH Hibridacion fluorescente in situ

FPI Fibrosis pulmonar idiopatica

FVC Forced vital capacity

GAPDH Gliceraldehido 3 fosfato deshidrogenasa

GLS1 Glutaminasa 1

GLUD1 Glutamato deshidrogenasa 1



G6PDH
GPD1
GR
HADHA
HBG
IDH1
IF1

IL-6
IMC
LDH-A
MDA
MDH2
MFN1
MFN2
MMP
MPC1
MUC5B
NADPH
NyTyr
OPA1
OXPHOS
PBS-T
PCR
PCR-RT
PDH
PFR
PKM2
PRX3
PRX6
ROS
RTL

Glucosa 6 fosfato deshidrogenasa
Glicerol-3-fosfatasa-1

Glutation reductasa

Hidroxil-acil-CoA deshidorgenasa subunidad a
Hemoglobin subunit gamma

Isocitrato deshidrogenasa 1

Factor de inhibicion 1 de la ATP sintasa

Interleucina 6

indice de masa corporal

Lactato deshidrogenasa A

Malondialdehido

Malato deshidrogenasa 2

Mitofusina 1

Mitofusina 2

Metaloproteinasas de matriz

Subunidad 1 del complejo transportador de piruvato pitocondrial
Mucina 5b

Nicotinamida Adenina Dinucleétido Fosfato Reducido
Nitrotirosina

Atrofia 6ptica 1

Fosforilacion oxidativa

Phosphate-Buffered Saline

Proteina C reactiva

Real time reverse transcriptase-polymerase chain reaction
Piruvato deshidrogenasa

Pruebas de funcién respiratoria

Piruvato quinasa isoforma M2

Peroxirredoxina 3

Peroxirredoxina 6

Especies reactivas del oxigeno

Longitud telomérica relativa

10



SDHA
SOD 1
SOD 2
TCAR
TRX1
ucCl
VEGF
VMI

Succinato deshidrogenasa A

Superoxido dismutasa 1

Superodxido dismutasa 2

Tomografia computarizada de alta resolucion
Tioredoxina 1

Unidad cuidados intensivos

Factor de crecimiento endotelial vascular

Ventilacidbn mecanica invasiva

11



12



LISTA DE TABLAS Y FIGURAS

Figura 1. Extraida de: Mulet A, Signes-Costa J. Idiopathic Pulmonary Fibrosis and
Telomeres. J Clin Med. enero de 2022;11(23):6893

Figura 2. Resumen de casos de pacientes con COVID-19 de una revision sistematica
con patrones histoldgicos con afectacién epitelial, vascular, fibrotica o mixta

Figura 3. Evolucién del acortamiento telomérico en un afio tras una COVID-19 severa
Figura 4. Correlacién entre la edad y la longitud telomérica relativa (LTR)

Figura 5. Los pacientes con fibrosis tienen acortamiento telomérico a largo plazo

Figura 6. La edad es un factor de riesgo independiente para el desarrollo de fibrosis en
nuestros pacientes con COVID-19

Figura 7. Acortamiento telomérico en pacientes vs. controles de la misma edad y seco,
un ano tras la infeccion por SARS-CoV-2

Figura 8. Acortamiento telomérico en ambos grupos de severidad

Figura 9. Acortamiento telomérico en pacientes con secuelas fibréticas y sin ellas
Figura 10. Niveles de proteinas mitocondriales (expresadas en unidades arbitrarias:

a.u.) de pacientes vs. Controles

Figura 11. Comparacién de concentraciones pico de IL-6 (expresadas en ng/ml) durante

el ingreso entre ambos grupos de severidad

Figura 12. Comparacién entre concentraciones de ETFRR y PKM2 entre pacientes que
desarrollaron secuelas fibréticas al afio, los que no y controles

Figura 13. Correlacién entre niveles de ACO1 y RTL. A mayor acortamiento telomérico
(mayor RTL), menos concentracion de ACO1. Esta correlacion se pierde en pacientes

no fibroticos
Figura 14. Representacion de la relacién secuencial entre la elevacion de reactantes
de fase aguda producidas por la COVID-19, especialmente la IL-6, que, a su vez,

produce una situacién de estrés oxidativo, y esto conduce a un dafio mitocondrial

Tabla 1. Caracteristicas pacientes grupo evolucion

Tabla 2. Comparacién grupos acortamiento y no acortamiento

Tabla 3. Caracteristicas de los pacientes del estudio de biomarcadores

Tabla 4. Funcion pulmonar de los pacientes durante el seguimiento

Tabla 5. Niveles de biomarcadores a los 2 y 12 meses

Tabla 6. Regresion logistica multivariable para predecir los cambios fibréticos a los 12
meses segun los niveles de biomarcadores a los 2 meses

Tabla 7. Regresion logistica multivariable para predecir el empeoramiento de la DLCO
a los 12 meses segun los niveles de biomarcadores a los 2 meses

Tabla 8. Caracteristicas de los pacientes grupo completo

13

21

33

55
57

58

66

68

67

69

70

72

73

84

53
55
60
61
62

63

64
65



14



15

INTRODUCCION



16



La pandemia global causada por el COVID-19 ha afectado a mas de 600 millones
de personas en todo el mundo y se han contabilizado mas de seis millones de
muertes, segun los datos de la Johns Hopkins University (1). En cuanto a los
supervivientes, hay mucha preocupaciéon por los efectos a largo plazo que el virus
pueda tener sobre ellos y sobre el impacto que puedan tener sobre su calidad de
vida. Basandonos en los conocimientos adquiridos por la epidemia previa del
sindrome respiratorio agudo severo (SARS) causado por otro coronavirus (SARS-
CoV-1) que ocurrié en 2003, parte de los afectados que sobrevivieron desarrollaron
secuelas pulmonares fibroticas residuales tras el cuadro agudo, por lo que cabe
pensar que, debido a que son virus similares y comparten mecanismos patogénicos,
podria ocurrir lo mismo con los pacientes de COVID-19. En el caso del SARS-CoV-1
los estudios que analizaron la evolucion de los pacientes a los meses de la
enfermedad aguda vieron que hasta en el 30% de ellos habia algun tipo de secuela

pulmonar (2,3).

En cuanto a la infeccion por SARS-CoV-2, agente etioldgico de la COVID-19, se
ha visto en varios estudios que los pacientes a los pocos meses del cuadro agudo
padecen secuelas a nivel radioldgico y afectacion de la funcidon pulmonar, en forma
de una restriccion pulmonar y sobre todo de alteracion de la prueba de difusion de
monoxido de carbono (DLCO) (4,5).

Se ha descrito que la lesion pulmonar aguda causada por el SARS genera una
desregulaciéon del proceso de cicatrizacion, con implicacion de varias vias
controladas por receptores de tirosina quinasa y por metaloproteinasas de matriz.
Este mismo mecanismo patogénico es similar al que ocurre en la fibrosis pulmonar
idiopatica. De momento, no esta del todo claro la relacién entre SARS-CoV-2 vy el

desarrollo de fibrosis pulmonar, pero podrian compartir vias comunes.

Por otro lado, en la COVID-19 la incidencia de manifestaciones severas de la
enfermedad aumenta con la edad de los pacientes, mostrando mayor mortalidad, lo
que sugiere que vias moleculares relacionadas con la edad contribuirian a la
gravedad de la COVID-19 (6). El SARS-CoV-2 infecta varios tipos de células,
forzando la regeneracion y el recambio celular para mantener la homeostasis de los
tejidos. Se ha medido la longitud telomérica en células de sangre periférica de
individuos con COVID-19, encontrando percentiles mas bajos de longitud telomérica
y un ritmo mas rapido de acortamiento telomérico en los pacientes que han
desarrollado patologias mas severas de la enfermedad, en todos los rangos de edad.

También se han comparado los pacientes con COVID-19 con sujetos de su misma
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edad, siendo significativamente mayor la frecuencia de acortamiento telomérico en
el grupo con COVID-19 (7,8).

En la mayoria de estudios se ha relacionado la gravedad en el momento agudo
de la enfermedad con el acortamiento telomérico, pero las consecuencias a mas
largo plazo de la COVID-19 en los pacientes con dicho acortamiento son una

incognita.

El acortamiento telomérico se ha relacionado con la fibrosis pulmonar idiopatica
(FPI) en multiples estudios (9,10). Los teldmeros son estructuras especializadas que
se localizan en los bordes de los cromosomas y que se van acortando
progresivamente durante la vida de un individuo, siendo propuestos como la causa
molecular primaria del envejecimiento. Son conocidos como un reloj mitético, ya que

marcan la entrada de la célula en la senescencia (11,12).

En los ultimos afios se han identificado multiples genes relacionados con los
telomeros que causan acortamiento telomérico y que se asocian en porcentajes
importantes con la FPI. Mas concretamente, las mutaciones en los genes teloméricos
se han encontrado en hasta un 25% de los casos de fibrosis pulmonar familiar y en
un 1-3% de los pacientes con FPI esporadica (13,14). Ademas, en casos
esporadicos, no asociados con mutaciones en genes teloméricos, el acortamiento
telomérico se ha identificado comparando con personas de su misma edad y sexo
sin la enfermedad, con un 10% de los pacientes que presentan telomeros tan cortos

como los portadores de mutaciones de la telomerasa (15).

El acortamiento telomérico y el envejecimiento que genera en los tejidos, tanto en
la FPI como en otras enfermedades intersticiales que presentan un fenotipo
fibrosante similar, genera, junto con otros mecanismos desencadenantes una fibrosis
del tejido pulmonar y acarrea un peor prondéstico (16,17). Se ha visto previamente
que individuos con teldbmeros cortos, sin diagnéstico de FPI, comparten

caracteristicas fisiopatoldgicas y pronosticas con la FPI (18).

Por tanto, nuestra hipétesis seria que el dafio celular causado por el SARS-CoV-
2 en pacientes con neumonia severa seria responsable de un acortamiento
telomérico mas alla del momento agudo y esta alteracién podria relacionarse con la

aparicion de secuelas fibroéticas.
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El objetivo principal de esta tesis es analizar las alteraciones a nivel de la longitud
telomérica en pacientes con neumonia por SARS-CoV-2, y la relacion con la presencia

de cambios fibroticos y su evolucion.
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1. TELOMEROS

Los telémeros son secuencias repetitivas de nucledétidos, no codificantes (centenares
de miles de tandems de "TTAGGG” repetidos). Se encuentran en los extremos de los
cromosomas, y su funcion es dar estabilidad y proteger el ADN de la degradacion,
preservando asi la informacion genética. En cada division celular, parte de estas
secuencias repetitivas se pierden y, por lo tanto, los cromosomas se van acortando

progresivamente durante la vida de un individuo (19).

El acortamiento telomérico se considera la causa molecular primaria de
envejecimiento debido a que los telomeros acortados limitan la capacidad replicativa de
las células madre, bloqueando la capacidad regenerativa de los tejidos v,
consecuentemente, entrando en una senescencia celular. Esto, por tanto, conduce al

desarrollo de enfermedades asociadas al envejecimiento (20).

1.1. LA TELOMERASA

La telomerasa es una transcriptasa reversa que es capaz de elongar los telémeros
de novo anadiendo repeticiones de “TTAGGG” en los extremos de los cromosomas
después de la mitosis, previniendo la pérdida de informacion codificada (21) (Figura 1).
Se trata de una ribonucleoproteina formada por dos componentes principales: una
subunidad de transcriptasa reversa (TERT) y por un componente asociado de ARN no
codificante (TERC), el cual se utiliza como un molde para la adicién de las repeticiones
teloméricas (22). Ademas, la disqueratina, una proteina con actividad pseudouridilasa,
es esencial para la estabilidad de este complejo y para el adecuado ensamblaje de la

telomerasa, participando en la homeostasis telomérica.

En la especie humana, junto al ADN telomérico hay un conjunto de seis proteinas
que forman el complejo protector denominado shelterina o telosoma: TRF1, TRF2,
RAP1, TIN2, TPP1y POT1 (23). Este complejo participa en la regulacion de la actividad

de la telomerasa y evita la activacién de la respuesta al dafio del ADN.

La telomerasa esta activa en células madre embrionarias, sin embargo, tras el
nacimiento se silencia en la mayoria de células, salvo las células madre pluripotentes y
en los compartimientos de células madre adultas. A pesar de estar activa en estas
células, esto no es suficiente para contrarrestar el desgaste de los cromosomas

asociado a la division celular (24). La inactivacion de la telomerasa provoca que los
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telébmeros se vayan acortando a lo largo de los afios. Este acortamiento de los
cromosomas desencadena la activacion de una respuesta de dafo en el ADN por las
especies reactivas del oxigeno (ROS) que se van acumulando en el tiempo, y que es
mediado por p53 que comporta el fin de la replicacién celular e induce senescencia o
apoptosis celular (25,26).

La relacién entre telomeros y enfermedades en humanos se descubrié de forma
casual en el afio 1998, al identificar las mutaciones causantes de la disqueratosis
congénita, en el gen DKC1, que codifica para una proteina del complejo de la

telomerasa, la disquerina (27).

RNA template

Telomere

[ I A N

Telomerase

Figura 1 | Estructura basica de los telomeros. Los teldmeros protegen los extremos de los cromosomas,
evitando su degradacién con cada divisidn celular. La telomerasa, con su molde de RNA, sintetiza nuevas
repeticiones de ADN telomérico, compensando su acortamiento (28).

Cuando hay mutaciones en genes relacionados con el mantenimiento de los
telémeros, las enfermedades correspondientes se conocen como telomeropatias, que
son una serie de enfermedades raras y heterogéneas que se caracterizan por un
envejecimiento prematuro (29). Estas enfermedades tienen sindromes que se solapan
y un mecanismo de disfuncién telomérica comun, pero tienen sintomas muy variables y
diferente edad de aparicion. Las telomeropatias clasicas incluyen: el sindrome de
Hoyeraal-Hreidarsson, la disqueratosis congénita, la fibrosis pulmonar, la anemia
aplasica y la fibrosis hepatica. Todas estas enfermedades comparten la misma
caracteristica: se observa un envejecimiento precoz de los tejidos. Ademas, las
mutaciones en los genes de la telomerasa son una diana para distintos canceres y
también se ha visto que los teldmeros cortos comportan un riesgo de enfermedad

cardiovascular.
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1.2. INMUNOSENESCENCIA

Ademas de envejecimiento asociado al acortamiento telomeérico, estudios recientes
han demostrado la relacién entre el acortamiento telomérico y la pérdida de inmunologia

celular, lo que se denomina inmunosenescencia.

Los linfocitos T activados expresan niveles altos de telomerasa, que facilita la
respuesta inmunitaria evitando la senescencia de las células inmunitarias durante la
expansion clonal. Sin embargo, esta actividad de la telomerasa no es suficiente para
prevenir la inmunosenescencia que ocurre con la edad y que disminuye la respuesta a
las infecciones, o a las vacunas (30), como se ha podido ver en la pandemia de la

COVID-19, que ha afectado mas y de forma mas grave a las personas mas mayores.

Se han observado células T senescentes como resultados de infecciones cronicas
por virus, como el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH), citomegalovirus (CMV),
virus Varicella-Zoster (VVZ), entre otros (31). Al realizar una comparacién entre
pacientes capaces de controlar la carga viral respecto a aquellos que no lo consiguen,

se ha asociado con un acortamiento telomérico mayor en el segundo grupo (32).

Por otro lado, se ha visto una erosion acelerada de los telémeros y disfuncién de las
mitocondrias de las células T en pacientes infectados por virus. Esto puede ser
consecuencia de un recambio celular excesivo, debido a la replicacién viral (33).
Ademas, los niveles de telomerasa y su actividad disminuyen en situaciones de estrés
(34) y esto podria estar relacionado a su vez con la susceptibilidad a presentar
infecciones en esos periodos y a la reactivacién de virus cronicos. Por otro lado, el
exceso de ROS generado debido al estrés oxidativo en las infecciones virales o en

situaciones de inflamacién puede causar un envejecimiento prematuro de las células T.

1.3.  INTERCONEXION DE LA TELOMERASA Y LA FUNCION MITOCONDRIAL

El envejecimiento celular se caracteriza por un declive en la produccion de adenosin
trifosfato (ATP) y de la funcién respiratoria mitocondrial con un aumento de mutaciones
en el ADN mitocondrial. Por tanto, esto hace que la mediciéon del dafo en el ADN
mitocondrial sea una buena manera de medir el estrés oxidativo celular (35). Ademas,

se ha visto que en la mitocondria es dénde se producen la mayoria de ROS (36).

La relacién entre la telomerasa y la funcién mitocondrial se ha descrito en los ultimos

afios. Se ha visto que cuando hay una disfuncién mitocondrial hay un acortamiento

23



telomérico, ya que cuando las mitocondrias funcionan mal, aumenta el estrés oxidativo
y la produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS). Estos ROS dafian el ADN,

incluidas las regiones teloméricas, lo que contribuye al acortamiento de los telémeros.

Por otro lado, la alteracién de la telomerasa se producen fallos en el funcionamiento
mitocondrial. La telomerasa, en especial su subunidad catalitica TERT, puede
localizarse en las mitocondrias y desempefar funciones protectoras frente al estrés
oxidativo. Cuando la telomerasa esta alterada o ausente, la célula tiene menos
capacidad para manejar el dafo oxidativo, lo que compromete la funcién mitocondrial,
con produccion subsecuente de ROS. Estos ROS activan respuestas al dafio del ADN,
afectando a la velocidad de acortamiento de los teldmeros. A su vez, el acortamiento
telomérico y la alteracion de la telomerasa pueden aumentar la disfunciéon mitocondrial,
creando un ciclo vicioso de estrés oxidativo y deterioro celular. Todo esto tiene
implicaciones importantes en cuanto a acelerar el envejecimiento y con la aparicién de
patologias secundarias, como enfermedades cardiovasculares, neurodegenerativas o
deterioro cognitivo entre otras (37). Hay muchos estudios en ratones y humanos que
enfatizan la importancia del desequilibrio metabdlico causado por acortamiento
telomérico y dafio mitocondrial en la aparicion de enfermedades asociadas al

envejecimiento (38).

2. TELOMEROPATIAS Y ENFERMEDAD PULMONAR

Como hemos comentado anteriormente, aunque clasicamente se ha relacionado los
telébmeros y la telomerasa con el proceso celular del envejecimiento y el cancer, en las
Ultimas décadas se ha visto que una de las manifestaciones mas comunes de la
disfuncion telomérica en humanos es la patologia pulmonar; sobre todo en forma de
fibrosis pulmonar o enfisema. El acortamiento telomérico limita el potencial regenerativo
del epitelio alveolar, y promueve el remodelado pulmonar en forma de fibrosis, y en

algunos casos, sobre todo en mujeres, origina un enfisema (39).

Varios estudios experimentales y genéticos apoyan la hipdtesis de que el
acortamiento telomérico contribuye a la patogenia de la FPI, sin embargo, esto no
parece ser un factor suficiente por si mismo para el desarrollo de la enfermedad. En un
modelo murino, por ejemplo, con delecion de la telomerasa, no se observaron cambios
fenotipicos. Sin embargo, tras varias generaciones, los ratones con telémeros acortados

desarrollaron enfermedades degenerativas, con cambios fenotipicos asociados al
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envejecimiento (40,41). Las anormalidades de los tejidos, en los ratones knockout para
la telomerasa, suelen aparecer a partir de la quinta generacion, y a partir de la sexta los
ratones son infértiles y la funcion de progenitores hematopoyéticos esta defectuosa (42).
Por otro lado, se ha visto que la longitud telomérica es un rasgo heredable de los
progenitores y va a contribuir a la transmision hereditaria de la enfermedad (43).
Ademas, se ha observado un acortamiento mayor con cada generacioén futura, lo que
explicaria el fendbmeno de anticipacién en algunas enfermedades: los hijos desarrollaran
la enfermedad antes que los padres (44). Sin embargo, también se ha demostrado que
existe un componente adquirido necesario. Esto se ha podido confirmar con el estudio
de gemelos, donde existen modificaciones en la longitud debido al factor ambiental (45),
que incluyen el tabaquismo, la dieta, el estatus socioecondmico, el estrés y el estilo de
vida (46,47). También se ha visto en algun estudio que la administraciéon de hormonas
sexuales podria elongar los telomeros en pacientes con telomeropatias (48). En
definitiva, hay un rasgo heredable del acortamiento telomérico que es capaz de implicar
mutaciones en distintos genes relacionados con la telomerasa, pero, por otra parte, el

acortamiento telomérico puede ser inducido por factores externos.

Se ha relacionado también el acortamiento telomérico con situaciones de estrés
metabodlico. El estrés oxidativo se ha relacionado con muchas enfermedades, como
pueden ser las infecciones, como la producida por el SARS-CoV-2, o por ejemplo en
situaciones de inflamacion (49). Todo esto va a conducir a la senescencia, con dafio del
ADN por la via de la activacion de p53, generando disfunciéon mitocondrial y generando

especies reactivas del oxigeno (ROS).

3. FIBROSIS PULMONAR IDIOPATICA

Uno de los ejemplos de sindromes teloméricos es la fibrosis pulmonar idiopatica
(FPI). Se trata de una enfermedad respiratoria créonica y progresiva con una alta
mortalidad que afecta sobre todo a personas mayores, con una edad media al
diagnéstico de 66 anos (50). La FPI se define como una enfermedad de aparicion
espontanea (idiopatica), y es la forma mas comun de neumonia intersticial idiopatica
(51), las cuales deben ser distinguidas de otras enfermedades intersticiales de causa
especifica, como las que ocurren dentro de una enfermedad autoinmune, como en las

enfermedades de tejido conectivo.
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3.1 EPIDEMIOLOGIA Y ETIOPATOGENIA

La FPI se caracteriza por una cicatrizacién aberrante del pulmén, que se cree que
ocurre como una respuesta atipica a una lesion sobre el epitelio. El dano epitelial, por
su parte se piensa que es debido a una respuesta fibrética aberrante con depdésito de
material denso que reduce la distensibilidad del tejido pulmonar y la capacidad para la

difusion de gases (52).

La FPI es reconocida como una enfermedad rara, con una incidencia sobre 10 casos
por 100,000 al afio en Europa y Estados Unidos (53). Sin embargo, su prevalencia e
incidencia estan aumentando en los ultimos afios, sobre todo debido a una mejoria de

los métodos diagndsticos, pero también debido al envejecimiento poblacional (54,55).

Los mecanismos etiopatogénicos de la enfermedad no se entienden completamente,
y, aunque la FPI es por definicion idiopatica, se han identificado ciertos factores de
riesgo, siendo el tabaquismo uno de los principales para desarrollarla (56). La
exposicion a otros toxicos como la piedra, metales, madera y polvos organicos también
han sido sugeridos como factores de riesgo posibles (57,58). El reflujo gastroesofagico
también se cree que puede contribuir en forma de micro aspiraciones, que causan dafo
en el epitelio de las células alveolares. Sin embargo, es dificil hacer asociaciones

teniendo en cuenta su alta prevalencia en la poblacién general.

La edad es otro factor de riesgo relevante, siendo considerada en muchos estudios
epidemiolégicos una enfermedad asociada a la edad (59,60). Ambas, prevalencia e
incidencia aumentan con la edad, y se suele diagnosticar después de la sexta o séptima
década de la vida. También existen diferencias en el género, ya que es mas frecuente

en hombres que en mujeres (61).

Por ultimo, la genética parece tener un papel importante, puesto que entre un 2 y un
20% de los pacientes con FPI tienen otro familiar afecto de la enfermedad; en los casos
familiares, la transmision suele ser autosémica dominante (62). En este momento, se
considera que el mayor factor de riesgo para tener FPI es tener otro familiar con la
enfermedad. Se han identificado varias mutaciones asociadas con la FPI. Sin embargo,
la mayoria de pacientes con mutaciones conocidas tienen otros factores de riesgo
adicionales, como la exposicion a téxicos pulmonares. Esto explica a su vez porque hay

familiares con la misma mutacion y no todos presentan la enfermedad (63).

26



3.2. TELOMEROS EN LA FIBROSIS PULMONAR IDIOPATICA

La capacidad de regenerar y reparar el tejido dafado se va reduciendo
progresivamente con la edad. Uno de los mecanismos relacionados con el
envejecimiento es el acortamiento telomérico. Se han analizado pacientes con FPI
familiar que presentan mutaciones en genes relacionados con teldmeros y se ha
observado una disminucién de la actividad de la telomerasa y un acortamiento
telomérico prematuro. Por tanto, en la FPI, asi como en otras enfermedades con
acortamiento telomérico prematuro, este fendmeno conduce a una mala reparacién del
tejido, que, en el caso del epitelio pulmonar, provoca una cicatrizacién aberrante del

pulmén, y el desarrollo de fibrosis pulmonar.

En los ultimos afios, multiples genes relacionados con los teldmeros se han
identificado como responsables del acortamiento telomérico. Las mutaciones en los
genes de telédmeros se han encontrado hasta en un 25% de los casos familiares y en 1-
3% de casos de FPI esporadica. Ademas, en los casos esporadicos, sin mutaciones en
genes relacionados con los teldmeros descritos hasta la fecha, se han observado unos
teldmeros mas acortados si se compara con gente de su misma edad sin la patologia.
Alrededor del 10% de pacientes presentan telomeros tan cortos como los de portadores
de mutaciones de la telomerasa (17,18). También se ha observado que los pacientes
con FPI con acortamiento telomérico tienen un peor pronéstico respecto a los que no lo
tienen. Esto es importante, ya que se ha visto que el acotamiento telomérico de los
padres se transmite a la descendencia, incluso aunque no haya mutaciones en genes

relacionados.

Estos hallazgos sugieren que el acortamiento telomérico juega un papel importante
en la etiopatogenia de la enfermedad, sin quedar completamente explicado por las
mutaciones genéticas en la totalidad de los pacientes. Como comentamos, el
acortamiento telomérico puede ser provocado por factores exdgenos, como el estrés
oxidativo o el tabaquismo, pero también puede ser debido a una proliferacién
incrementada de las células inmunes (64,65). Por tanto, no siempre va a tener un
caracter hereditario, como ocurre en los casos familiares con mutaciones identificadas.
A veces, puede tener un origen adquirido que también contribuye al desarrollo de la
enfermedad. Pero también es importante tener en cuenta que, aunque los factores
genéticos representan un mecanismo etiopatogénico importante, no suelen ser
suficientes, dependiendo en la mayoria de casos de otro factor desencadenante. Es
decir, se necesita un segundo evento, como por ejemplo el tabaquismo, infecciones

virales, reflujo gastroesofagico, etc. para el desarrollo definitivo de la enfermedad.
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3.3. GENETICA EN LA FIBROSIS PULMONAR IDIOPATICA

En los ultimos anos, hay evidencia creciente que los factores genéticos juegan un
papel importante en la FPI. El hecho de que haya varios familiares afectos de FPI en la
misma familia sugiere un mecanismo genético. Pero las mutaciones en estos genes no
son exclusivas de las formas familiares, también se han identificado en casos

esporadicos (66,67).

Los genes mas frecuentemente afectados por mutaciones, todos ellos son genes de

integridad telomérica, son los siguientes:

e TERT: El gen codificante de la transcriptasa reversa de la telomerasa. Es
responsable del 15% de las fibrosis pulmonares familiares (FPF). Hay
diferencias de género en esta mutacion, siendo las mujeres 11.9 afios mayores

al diagndstico que los hombres.
e TERC: El gen codificante del componente de RNA de la telomerasa

e RTEL1: El regulador de la helicasa de elongacién telomérica 1. El locus

establecido para la disqueratosis congénita.
e PARN: Ribonucleasa especifica para la eliminacion de la cola de poli(A).

El surfactante pulmonar, es una sustancia lipoproteica con un papel clave para la
homeostasis alveolar, ya que reduce la tension superficial de los alvéolos, evitando su
colapso, y asi facilitando el intercambio gaseoso. También en la FPI se han identificado
casos con mutaciones en genes relacionados con el surfactante, pero son mucho mas

raras:
e SFTPC proteina C del surfactante.
e SFTPAZ2 proteina A2 del surfactante.

Existen mas pacientes, ya sean familiares o esporadicos con acortamiento telomérico
(aproximadamente un 10-30% de todos los pacientes con FPI segun estudios (68,69),
que con mutaciones detectadas, motivo por el que se cree que la mayoria de los

mecanismos genéticos todavia se desconocen.

Aparte del componente genético la epigenética juega un papel importante. Por
ejemplo, el gen TERT esta sobre-expresado en fumadores crénicos y en la mayoria de

los casos se asocia a un estrés oxidativo (70).
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3.4. FIBROSIS PULMONAR FAMILIAR

La fibrosis pulmonar familiar (FPF) se diagnostica cuando hay dos o mas familiares
afectos, lo que representa hasta el 20% de los casos con FPI, dependiendo de las series
(71,72). Las caracteristicas demograficas y clinicas de los pacientes con FPF son
similares a aquellos pacientes con enfermedad esporadica, excepto por presentar un
diagnéstico de la enfermedad a una edad mas temprana, siendo diagnosticados entre
3.5 a 12 anos antes (73,74); y muestran un peor prondstico debido a una precoz

progresion.

La FPF presenta una amplia gama de fenotipos de fibrosis pulmonar, siendo en la
mayoria de casos FPI. Sin embargo, puede haber distintos diagndsticos en la misma
familia: neumonitis por hipersensibilidad, neumonia intersticial descamativa, y

fibroelastosis pleuropulmonar, entre otras.

Por otra parte, se ha observado que el riesgo de presentar una enfermedad
intersticial en los familiares no difiere entre los pacientes con FPI y aquellos con fibrosis

pulmonar familiar (75).

3.5 TRATAMIENTO

Actualmente hay dos farmacos aprobados para la FPI. Por un lado, la pirfenidona,
que es un agente antifibrético que inhibe la sintesis de colageno estimulada por el factor
de crecimiento transformante beta (TGF-b), disminuye la matriz extracelular y la
proliferacion de fibroblastos, actia a través de multiples mecanismos inhibiendo el
estrés oxidativo, las citoquinas profibréticas y las inflamatorias. El otro farmaco es
nintedanib, un bloqueador de los receptores de tirosinas kinasas que colaboran con la
sintesis de factores de crecimiento profibréticos. Ambos son capaces de enlentecer la
enfermedad, pero ninguno de ellos es capaz de detener su progresion por completo.
Hay en marcha varios ensayos clinicos con nuevas moléculas, pero de momento

ninguno ha sido aprobado para su uso comercial.

Por el momento, no se dispone de un tratamiento especifico para los pacientes con
FPI o telomeropatia. En el futuro seria un campo interesante de estudio para elegir un
tratamiento mas personalizado. Prueba de ello es que un estudio demostré que la
longitud telomérica podria ser un buen marcador para determinar el tipo de terapia a

administrar. En el ensayo clinico PANTHER-IPF se vio que los pacientes con telémero
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acortado tenian una mala respuesta al tratamiento inmunosupresor (76). Esto también
se ha comprobado en los pacientes con acortamiento telomérico que son trasplantados
y reciben medicacion inmunosupresora a largo plazo, ya que tienen una peor
supervivencia que aquellos que no tienen acortamiento (77). Por tanto, la medicién de
la longitud telomérica tendria utilidad en ciertas ocasiones para decidir un tratamiento

mas personalizado para el paciente.

Otra aproximacion terapéutica que se esta estudiando es el mantenimiento de la
longitud telomérica. Basandose en que las hormonas sexuales regulan la expresion de
los genes relacionados con la telomerasa, tanto en cultivos como en modelos animales,
se administré danazol para atenuar el desgaste acelerado de los telédmeros (48). Los
resultados demostraron que casi todos los pacientes (11 de 12 [92%]) ganaban longitud

telomérica a los 24 meses del tratamiento.

Otro estudio reciente relacionado con el mantenimiento de los teldmeros refiere a un
nuevo mecanismo para aumentar la longitud telomérica mediante la transferencia de
telémeros desde células T a otro tipo de células del sistema inmune. Los investigadores
han descubierto que algunas células pueden adquirir ADN telomérico de otras células,
transportado a través de vesiculas extracelulares. De momento, se ha estudiado como
una manera de potenciar el sistema inmune (78), aunque resultaria muy interesante

para poder aplicar a distintas telomeropatias, incluida la FPI.

Por tanto, parece que la modulacién de la expresién de la telomerasa y la longitud
telomérica podrian ser una herramienta terapéutica para el tratamiento de las

enfermedades intersticiales, incluida la FPI.

3.6 PRONOSTICO

Hasta hace unos 10 afios, fecha en la que se comercializaron los antifibroticos, el
prondstico de la FPI era mas sombrio que en la mayoria de canceres, con una
supervivencia al diagndstico de aproximadamente 4 afios, al no disponer de tratamiento
curativo. La mejoria en el prondstico de la enfermedad se ha sustentado con el estudio
de nuevos farmacos para la FPI y debido a la ampliacién de la elegibilidad para el

trasplante de pulmon.

Como se ha comentado, la longitud telomérica ajustada por edad en los pacientes

con FPI es significativamente mas corta que en controles de su misma edad y sexo.
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Ademas, en varios estudios se ha visto que la longitud telomérica es un factor de riesgo
independiente, asociando una peor supervivencia, independientemente de identificarse

mutaciones en genes relacionados con la telomerasa o no (79).

El mal prondstico que comporta el acortamiento telomérico en estos pacientes,
también se ha visto en relacion con el trasplante pulmonar, teniendo mayor numero de
complicaciones, tanto por el uso de medicacién inmunosupresora, con el aumento de
efectos secundarios que comporta en estos pacientes, asi como debido a un aumento
de mortalidad en relacion con el acortamiento telomérico (77). Ademas, se sugiere que
la baja supervivencia post-trasplante se debe a mayores tasas de disfuncion crénica del

aloinjerto pulmonar y con una aparicion mas precoz de este.

Por otra parte, aunque la edad por si misma se considera un factor de riesgo para la
FPI en general (cuanto mas mayor es el paciente, peor prondstico), se ha visto lo
contrario en pacientes con acortamiento telomérico. Cuanto mas joven es el paciente
en el momento del diagnéstico, peor sera su evolucién. Esto se explica debido a que
cuanto mas pronto se presenta la enfermedad fibrética, mas rapido ocurre el proceso
de envejecimiento pulmonar (80). Asimismo, el acortamiento telomérico también se ha
asociado con un riesgo aumentado de infecciones y de mayor mortalidad cuando estas

ocurren (81).

El curso clinico de la enfermedad es variable. El seguimiento se realiza mediante test
de funcion pulmonar, sobre todo la capacidad vital forzada (FVC). El declinar de la FVC
se considera uno de los mejores marcadores predictivos de mortalidad en estos
pacientes, pero no disponemos, en estos momentos, de algun biomarcador para
vaticinar su caida. Consecuentemente, como el acortamiento telomérico predice una
mayor susceptibilidad a desarrollar una enfermedad fibrosante progresiva, podria tener
utilidad como un factor prondstico junto con otros biomarcadores, para pronosticar la
evolucién del paciente y ayudar en la toma de decisiones terapéuticas. En estos

momentos, se recomienda su medida antes del trasplante.

3.7 BIOMARCADORES MOLECULARES DE FIBROSIS PULMONAR

El polimorfismo en el gen de la Mucina 5B (MUC5B) se ha visto que es un factor de
riesgo significativo para la FPI (alelo rs35705950). EI MUC5B esta relacionado con una
glicoproteina llamada mucina, la cual es necesaria para la inmunidad innata y para el

aclaramiento de las vias aéreas (82). Ademas, también se ha objetivado que es un
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elemento relacionado con el desarrollo de fibrosis en otras enfermedades, como seria
la fibrosis asociada a la artritis reumatoide (83) o en la neumonitis por hipersensibilidad
(84).

Multiples moléculas en sangre se han relacionado con la patogénesis de la fibrosis
pulmonar, sobre todo en el caso de la FPI, como el antigeno 6 de Krebs Von den Lungen
(KL-6), o moléculas relacionadas con la producciéon de matriz extracelular, como son las
metaloproteasas (85). En algunas de ellas, como la osteopontina, la metaloproteasa de
matriz (MMP) 7, la molécula de adhesioén intracelular y la periostina, se ha valorado su
papel como predictores capaces de determinar la progresion de la enfermedad (86). En
particular, se ha observado que la periostina esta altamente expresada en los pulmones
de pacientes con FPI, lo que contribuye al proceso fibrético al promover el depésito de
matrix extracelular (87). Ademas, se ha identificado como un posible objetivo
terapéutico, ya que su inhibicibn mediante anticuerpos o RNA terapéuticos ha
demostrado, en modelos experimentales, reducir la fibrosis (88). Por tanto, la periostina

se perfila como un biomarcador con valor tanto pronéstico como terapéutico.

4. OTRAS ENFERMEDADES INTERSTICIALES Y SU RELACION
CON LOS TELOMEROS

El acortamiento telomérico también se ha observado en algunos estudios en otras
enfermedades pulmonares intersticiales con fenotipos fibréticos, como la neumonitis por
hipersensibilidad, la sarcoidosis, la fibroelastosis pleuroparenquimal y un subrupo de

inclasificables, entre otras, confiriéndoles un peor prondstico, al igual que en la FPI (89).

En estas enfermedades, los telémeros también son mas cortos si se comparan con
controles de su misma edad y sexo, sin embargo, hay diferencias entre entidades. De
entre todas, en la que mayor acortamiento se ha visto es en la FPI, lo que sugiere que
en este caso el factor genético parece tener un mayor peso, mientras que en las otras
entidades parece que en el acortamiento telomérico pesa mas el factor adquirido, a
través de respuestas inflamatorias y estrés oxidativo (18).

Por otro lado, también se han identificado mutaciones relacionadas con los genes de
los teldmeros en otras enfermedades intersticiales fibroticas diferentes de la FPI.
Aunque son patologias distintas, comparten un fenotipo similar, de deterioro progresivo.

Por ello, si bien el diagnéstico clinico es fundamental para las decisiones terapéuticas y
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pronosticas, la presencia de un acortamiento telomérico o una mutaciéon en sus genes
relacionados indica un mal prondstico, independientemente de la enfermedad

especifica.

5.COVID-19 Y FIBROSIS PULMONAR: EVIDENCIA Y
PERSPECTIVAS

La COVID-19 ha afectado a mas de 600 millones de personas desde el inicio de la
pandemia. Varios estudios han demostrado que aproximadamente un cuarto de los
supervivientes del COVID-19 han quedado con secuelas radiol6gicas y funcionales
compatibles con cambios fibréticos, lo que puede llevar a complicaciones respiratorias
a largo plazo. En la mayoria de los casos estas secuelas se relacionan con la gravedad
de la enfermedad, sin embargo, se han evidenciado también en pacientes con una
enfermedad leve, siendo muy probable la posibilidad de que el propio virus sea capaz
de tener una accion profibrotica per se. Esta capacidad se ha visto en otros virus como
el virus de Epstein-Barr, el citomegalovirus o el virus de la inmunodeficiencia humana
(VIH) (90).

La fisiopatologia de la COVID-19, especialmente en sus formas graves, comparte
similitudes con enfermedades pulmonares intersticiales como la FPl. Ambas
condiciones presentan una respuesta inflamatoria desregulada y dafio alveolar difuso
que puede evolucionar hacia fibrosis pulmonar. En la COVID-19, la fase inicial de dafo
pulmonar e inflamacién se lleva a cabo mediante una liberacién de citoquinas y una
activacion descontrolada del sistema inmune contra el SARS-CoV-2 que generan un
entorno inflamatorio persistente que, en algunos pacientes, si esto no se resuelve,
puede promover la remodelacién del tejido pulmonar y la fibrosis. Existe también una
fase de dafo vascular y trombosis, ya que se ha visto que la COVID-19 esta asociada
con un dafo microvascular que puede exacerbar el dafio pulmonary a su vez, promover
los cambios fibroticos. Esta afectacion vascular se ha visto que es un factor clave en la
progresion a fibrosis pulmonar (91). A lo largo del tiempo, la inflamaciéon que no se ha
resuelto y el dano tisular pueden conducir al desarrollo de una fibrosis intersticial. Esto
se caracteriza por una proliferacion de fibroblastos y depdsito de matriz extracelular,
dando lugar a la fibrosis del tejido (92). Cuando se han realizado examenes histolégicos
de estos pacientes, se han objetivado patrones de dafo epitelial y vascular con fibrosis

intersticial, siendo esta mas evidente a partir de las tres semanas del inicio de la
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infeccion. Estos patrones pueden ocurrir simultdneamente o consecutivamente en los
pacientes (93) (Figura 2). Por ello, la fibrosis pulmonar asociada a la COVID-19 es el
resultado de una interaccion compleja entre la infeccion viral, la respuesta inmune vy el

dafio vascular, produciendo una cicatrizacion del tejido pulmonar crénica.

A _ B

Epithelial pattern

Epithelial pattern
N=27 (35%)

Vascular pattern

Fibrotic pattern

Figura 2 | Resumen de casos de pacientes con COVID-19 de una revisidn sistematica con patrones
histolégicos con afectacion epitelial, vascular, fibrética o mixta (93) Se observan imagenes histoldgicos
de autopsias pulmonares de pacientes COVID-19 que muestran tres patrones de daio: epitelial, vascular
y fibrético. Se observan caracteristicas como desprendimiento de neumocitos, trombosis, edema vy
fibroelastosis, lo que refleja la variedad de lesiones pulmonares asociadas al virus.

Este mecanismo es similar al observado en la FPl y otras enfermedades
intersticiales, donde el estrés oxidativo, la disfuncion celular y la activacién de
fibroblastos conducen al deterioro estructural del pulmén. Ademas, en algunos estudios
de pacientes COVID-19 se observaron niveles elevados de biomarcadores de fibrosis,
similares a los estudiados para patologias intersticiales, en la fase aguda de la infeccién
(94). Los factores de riesgo para desarrollar estos cambios fibréticos también son lo que
comunmente encontramos en pacientes con FPI, como son la edad avanzada y el

tabaquismo.

Estas similitudes han llevado a investigar posibles tratamientos antifibréticos para la
COVID-19, como los ensayos con nintedanib y pirfenidona, farmacos utilizados en la
FPI, con el objetivo de reducir el dafo fibrético en pacientes con COVID-19 grave
(95,96).
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Entender los mecanismos que producen esta fibrosis pulmonar es clave para
desarrollar terapias dirigidas y para manejar las complicaciones respiratorias a largo

plazo de los supervivientes de la COVID-19.
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HIPOTESIS Y OBJETIVOS
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A lo largo de la vida de un individuo se observa un acortamiento telomérico, lo que
ha llevado a proponer este fendbmeno como la causa molecular primaria del
envejecimiento. La fibrosis pulmonar idiopatica, es uno de los ejemplos clasicos de
sindromes teloméricos, donde se observa un envejecimiento precoz de los tejidos. Los
mecanismos patogénicos relacionados con el desarrollo de fibrosis pulmonar asociada
a la infeccion por coronavirus en los pacientes que se recuperan no se conocen €n
profundidad. Existe controversia sobre si los virus son capaces de desencadenar los
mecanismos que provocaran cambios fibréticos pulmonares o simplemente crearan las

condiciones para que un segundo estimulo los desarrolle.

Nuestra hipdtesis es que la infeccidén respiratoria por SARS-CoV-2, que guarda
similitud filogenética con el SARS-CoV, va a ser capaz de provocar cambios fibréticos
pulmonares en un gran porcentaje de pacientes que hayan tenido una neumonia

bilateral por este virus.

El estudio de la excesiva actividad fibroproliferativa observada en estos pacientes, a
través de la determinacion de la longitud del teldmero en leucocitos circulantes y los
posibles cambios en la actividad mitocondrial de dichas células circulantes, apoyada por
otros parametros inflamatorios podria ayudar a dilucidar los mecanismos responsables
de la aparicién de fibrosis pulmonar y establecer nuevos biomarcadores de potencial

uso clinico.

El objetivo principal del proyecto es determinar si infeccion respiratoria por SARS-
CoV-2 puede desarrollar una fibrosis pulmonar y si el acortamiento del telémero, la
actividad mitocondrial o parametros inflamatorios pueden ser buenos biomarcadores

predictivos.

Objetivo 1: Determinar si la infeccién por SARS-COV-2 es capaz de producir
alteraciones a nivel de la longitud telomérica de los pacientes afectos.

o Determinar la longitud telomérica en leucocitos circulantes en pacientes con
COVID-19 y compararlos con individuos control de su misma edad y sexo.

o Determinar la longitud telomérica en leucocitos circulantes en pacientes con
COVID-19 en el momento de la infeccién aguda y analizar su evolucion al afio
de la infeccién.

Objetivo 2: Relacionar la alteracion de la longitud del telomero con la aparicion de

cambios fibroticos y su evolucion.
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Objetivo 3: Estudiar parametros de funcion mitocondrial en extractos de
leucocitos y su posible correlaciéon con la longitud telomérica y con la fibrosis
pulmonar.

Objetivo 4: Determinar biomarcadores de inflamacién pulmonar y fibrosis
pulmonar y su correlaciéon con los cambios en el fenotipo clinico y con la longitud

de los teldmeros.

El cumplimiento de los objetivos descritos nos permitiria:
e Evaluar la historia natural de la longitud de los teldmeros en leucocitos
circulantes en relacién con la infeccion por SARS CoV-2.
e Avanzar en los mecanismos etiopatogénicos de la COVID-19 y la fibrosis

pulmonar.
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MATERIAL Y METODOS
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1. DISENO DEL ESTUDIO

Se trata de un estudio prospectivo, observacional y multicéntrico para evaluar
cambios en la funcién pulmonar, en la TAC toracica y en biomarcadores en pacientes
ingresados en el hospital por neumonia COVID-19. Los centros participantes han sido:
Hospital Clinico Universitario de Valencia, Hospital General Universitario de Valencia,
Hospital Virgen de la Arrixaca de Murcia, Hospital, Hospital General Universitario de Los

Arcos y Hospital Virgen del Rocio de Sevilla.

Factores de inclusion:

¢ Ingreso hospitalario por clinica y radiologia compatible con neumonia por SARS-
Cov-2

e Confirmacion diagndstica mediante una prueba positiva RT-PCR (real time
reverse transcriptase-polymerase chain reaction).

e Firma del consentimiento informado.

Factores de exclusion:

o Edad <18 afos

¢ Expectativa de vida menor de un afio

o Diagndstico previo de enfermedad intersticial o enfermedad pulmonar
obstructiva crénica (EPOC).

El estudio esta aprobado por el Comité de Etica del Hospital Clinico Universitario de
Valencia, INCLIVA (Valencia, Espana). La informacion demogréfica y clinica de los
pacientes se recogi6é de la historia médica electrénica de los diferentes centros desde

donde se extrajo la informacion para la base de datos.

Tras el alta hospitalaria, los pacientes se citaron a los dos, seis y doce meses con
pruebas funcionales respiratorias (PFR), test de 6 minutos marcha y RX de térax. Se
realizé una TAC de torax cuando persistian lesiones en la RX de térax y/o alteracion de
las PFR. También se determinaron biomarcadores séricos relacionados con fibrosis (ver
apartado 3).

Se recogieron datos de los pacientes de la historia clinica electronica, como
comorbilidades, variables clinicas obtenidas durante su estancia en urgencias y durante
la hospitalizacion (radiologia, hallazgos de laboratorio, signos y sintomas clinicos,

marcadores de severidad como el uso de soporte ventilatorio y/o la admisién a la UCI).

43



Durante las visitas se realizaron los siguientes procedimientos: examen fisico, la
escala de disnea “modified British Medical Research Council (mMMRC)”, PFR,
pletismografia, medicién de la capacidad de difusion del monéxido de carbono (DLCO)
y test de 6 minutos marcha. Se les realizé una Rx térax a todos los pacientes durante el
seguimiento. Cuando hubiera alguna alteracion en esta o afectacién de las PFR (FVC
<80% sin FEV1/FVC < 70 y/o DLCO<80%) se les realizé una TAC toracica de alta
resolucién (TAC-AR).

2. MEDICION DE LA LONGITUD TELOMERICA

Se midié la longitud relativa de los teldbmeros (97) en los leucocitos de sangre
periférica de los pacientes en el momento del ingreso y un afio después del alta para
una cohorte de 19 pacientes, en el resto de pacientes la medicién se hizo Unicamente
al ano. Estas mediciones se compararon entre si y con un grupo de 60 sujetos control
sanos emparejados por edad y sexo seleccionados del CIBERER BioBank y del
Biobanco INCLIVA. La longitud de los telémeros se determiné a partir del ADN extraido
de las muestras celulares utilizando el kit CMG-732-2 Chemagic DNA Blood 1k H12 para
el equipo automatizado CHEMAGIC MSMI (Perkin Elmer). Se evalud la calidad y la
concentracion del ADN en el NanoDrop 2000 (ThermoFisher Scientific, Nueva York,
EE.UU.) y se ajustaron las muestras a una concentracion conocida de 25 ng/uL. Para
los estudios longitudinales formamos grupos relacionados con la edad quinquenal y el
sexo, incluyendo tanto muestras como controles. Las muestras del mismo individuo en
diferentes puntos temporales se mantuvieron en la misma placa con los controles de
este grupo. Las longitudes de los teldmeros y de los genes de copia Unica (gen de la 3-
globina humana) se midieron mediante RT-PCR cuantitativa segun lo descrito por
Joglekar (97).

Todas las muestras de pacientes y controles se analizaron por triplicado, utilizando
el método SYBR green (Fast SYBRGreen master-mix, ThermoFisher Scientific,
Waltham, MA, EE.UU.).

Se prepar6é una mezcla de incluia: 5yl de Fast SYBRGreen Master Mix; 1pl
concentracion de trabajo del oligo Telomero A o hbg1; 1ul concentracion de trabajo del
oligo Telomero B o hbg2; 2ul de agua libre de nucleasas; 1yl de muestra (paciente,
control, ADN de referencia o agua para el control sin muestra). Como ADN de referencia

utilizamos ADN prenatal.
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Los oligos se prepararon a diferentes concentraciones de trabajo siguiendo las
recomendaciones del protocolo: Telomero A (1uM), Telomero B (3uM), hbg1 (3uM),

hbg2 (7uM). La secuencia de los oligos se muestra a continuacién:

Telomere (A): CGGTTTGTTTGGGTTTGGGTTTGGGTTTGGGTTTGGGTT
Telomere (B): GGCTTGCCTTACCCTTACCCTTACCCTTACCCTTACCCT
Human B-globin - hbg1: GCTTCTGACACAACTGTGTTCACTAGC

Human B-globin - hbg2: CACCAACTTCATCCACGTTCACC

Se utilizé la plataforma PCR RocheLightCycler 480 (Roche, Basilea, Suiza). El perfil
de ciclos térmicos utilizados fue: un primer ciclo de 3 min a 95°C (2,63°C/s), un segundo
ciclo de 40 ciclos de 15s a 95°C (2,63°C/s), 1 min a 56°C (oligos Telomere) o 58°C
(oligos hbg) (2,42°C/s). Se finalizé con un analisis curva melt para confirmar la ausencia
de formacion de dimeros por parte de los oligos. Se utiliz6 ADN de referencia para

calcular los coeficientes de variabilidad intra e interensayo.
La longitud telomérica relativa (RTL) se determiné como:
RTL (AACt) = (Ct hbg M-Ct Teldmero M) - (Ct hbg R-Ct Teléomero R)
donde,

Ct hbg M: Media Ct hbg muestra
Ct Telomero M: Media Ct Telomero muestra
Ct hbg R: Media Ct hbg ADN referencia

Ct Telomero R: Media Ct Teldbmero ADN referencia

Se muestran los valores absolutos, y los valores mas altos de RTL indican

acortamiento de los teldbmeros.

3. DETERMINACION DE BIOMARCADORES EN SANGRE

Se determinaron biomarcadores circulantes del suero de sangre periférica que se
centrifugd a 4000 rpm durante 20 minutos, se recogié y almacend a -80°C en un
biobanco. Se utilizaron tres kits multi-analisis de Multiplex ® (Merck Millipore, Millipore
Corporation, Billerica, MA, USA) para medir los niveles de cuatro biomarcadores en
suero/plasma. EI primer kit (cat: HMMP2MAG-55K), se utiliz6 para analizar
metaloproteinasas de matriz (MMP): MMP-1 (pg/mL) y MMP-7 (pg/mL) de forma
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simultanea. El segundo kit (cat: HCMBMAG-22K), para analizar la periostina (pg/mL), y
el tercero, (cat: HCYTA-60K), para analizar el factor de crecimiento vascular endotelial
(VEGF) (pg/mL). Las muestras fueron diluidas 20, 5 y 10 veces respectivamente,
utilizando el buffer de dilucién incluido en el kit. Todos los controles y muestras se
analizaron por duplicado siguiendo el protocolo del fabricante. Las concentraciones de
biomarcadores se calcularon utilizando un método de ajuste de curvas logisticas de 5
parametros de las IMF estandar a través del software xPONENT, incluido en el

analizador.

4. GENOTIPADO SNP

Utilizamos el mismo ADN que el utilizado para el estudio de teldmeros (ver punto
2). Utilizando como molde el ADN gendmico obtenido se realizé una amplificaciéon por
PCR de la regién gendémica donde se localiza el polimorfismo del gen MUCS5B
(rs35705950). Para ello se utlizaron los oligos (rs35705950.dir: 5’
GACAGTGACCCACCCAGGG 3% rs35705950.rev: 5 CCGACTTTGCCCTCGTCCC 3’).
Las condiciones de la PCR fueron las siguientes: 1) Desnaturalizacion 94 °C x 5 min; 2)
Amplificacién del ADN 94 °C x 20 seg, 56 °C x 30 seg, 72 °C x 30 seg; 3) Extension

durante 5 mina 72 °C.

El fragmento de PCR se purifico utilizando el kit (QIAquick PCR Purification Kit, Cat
no. 28106, Quiagen) y se realiz6 una secuenciacion Sanger en un analizador automatico

(ABI3730xI; Applied Biosystems) para determinar la secuencia del SNP.

5. COHORTES DEL ESTUDIO

Se estudiaron pacientes ingresados en varios hospitales por neumonia bilateral
causada por la COVID-19 (ver punto 1).

Dividimos a los pacientes en tres cohortes distintas, con sus respectivos analisis:

e El primer grupo, consiste en una N de 19 pacientes, de los cuales disponemos
de la medicién telomérica en dos momentos temporales, al inicio de la infeccion,
durante el ingreso, y al afio de este. Este grupo es el que denominaremos a partir

de este momento, grupo de evolucion.
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e El segundo grupo seria el mas grande, con la N total de 135 pacientes (incluidos
las 19 del grupo de evolucion), de los que disponemos unicamente de la longitud
telomérica al afio de la enfermedad. A este grupo lo denominamos grupo
completo. Los estudios de biomarcadores de fibrosis se realizaran sobre el

grupo completo.

¢ Finalmente, el tercer grupo es una seleccién de 44 pacientes del grupo completo
para determinar la funcion mitocondrial tras dos afios de evolucién. Este grupo

se denominara grupo mitocondrial.

6. PRUEBAS DE IMAGEN Y DE FUNCION PULMONAR

La afectacion radioldgica en radiografia simple de térax se cuantific6 modificando el
Radiographic Assesment of Lung Edema (RALE) score para el COVID-19, basado en 8
puntos (98). Los TAC-AR (SOMATOM, Siemens, Germany; AQUILION, Toshiba, Japan;
OPTIMA, General Electric, USA), se realiz en posicion de decubito supino en apnea al
final de la inspiracion. Se realizaron reconstrucciones axiales con un grosor de corte de
1mm, con 1mm de incremento, 512 mm x 512 mm. Un radidlogo experto en
enfermedades intersticiales evalud la TAC-AR. Las imagenes se clasificaron segun las
guias de la Fleischner Society basandose en la presencia de opacidades en vidrio
deslustrado, bandas parenquimatosas, bronquiectasias y reticulaciones (99). Todas las
imagenes se almacenaron en un sistema de archivo y comunicacién local (PACS). Los
cambios fibréticos fueron definidos como la presencia de bronquiectasias de traccion,

bandas parenquimatosas, y/o patron reticular (100).

Se realizaron pruebas de funcién pulmonar en todos los pacientes (Masterscreen,
Jaeger). El protocolo incluia espirometria forzada con volumen espiratorio forzado en 1
minuto (FEV1), capacidad vital forzada (FVC), y el cociente FEV1/FVC y la difusion
pulmonar de CO (DLCO). Todos los procedimientos se realizaron segun las guias y
recomendaciones de la American Thoracic Society y de la European Respiratory Society
(101-104).

7. ANALISIS PROTEINAS MITOCONDRIALES

El analisis se realizd en el Centro de Biologia Molecular “Severo Ochoa” de la

Universidad Auténoma de Madrid, UAM en la Universidad Auténoma de Madrid.
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Se obtuvieron los extractos proteicos en T-PER (reactivo de extraccion de proteinas
totales; Thermo Fisher), siguiendo el protocolo de extraccion de muestras indicado por
PROTEOmADb, de los linfocitos de pacientes COVID y controles. Se midid la

concentraciéon de proteinas mediante Bradford.

Una vez medida la proteina, se hicieron las diluciones para dejar todas las muestras
a 2 ug pl-1, en buffer T-PER. Tras estas diluciones, se preparé la placa, en la cual cada
muestra tiene que estar a una concentracién de 0.5 ug ul-1 en buffer 1:4 TPER/PBS
(Buffer de printing Array) para tener todas las muestras a la misma densidad y

concentracién. El volumen que se utiliza en la placa es de 40 ul por pocillo.
Curvas estandar:

En todos los arrays se prepararén una serie de curvas estandar que se utilizaron
como control positivo, control negativo y otras curvas para cuantificar y/o relacionar la
sefal obtenida en las muestras con un estandar que es un lisado celular o bien una
proteina recombinante. Siempre se utilizé una curva de calibracion de BSA como control
negativo del experimento y como patrén estandar para la cuantificacién de proteina total
basandonos en la relacién proporcional entre la concentracion de BSA y la sefal
obtenida por la tincion con el colorante sintético Fast Green FCF (Sigma-Aldrich, Ref:
F7252). En funcién del tipo de muestra, se prepard una curva estandar de una linea

celular de cancer de pulmén (A549) para interpolar la sefial obtenida en las muestras.

Se imprimieron 10 gotas de 150-160 pl de cada muestra en triplicado en portas
recubiertos de nitrocelulosa (ONCYTE SuperNOVA 8pad-Grace Bio-Labs, 705118),
usando el Microarrayer de proteinas iTWO-300P (M2-Automation, Inc.), equipado con

un micro dispensador (PDMD 183) a humedad (52%) y temperatura (16°C) constantes.

Una vez terminado el proceso de impresion, los “slides” se secaron y procesaron
afiadiendo en cada pocillo (EXCEPTO en el pocillo del control de carga o FCF) el
bloqueo durante aproximadamente 2 horas (Super G blocking buffer de Grace Bio-labs
Ref.105101) a temperatura ambiente. Mas tarde, se incubaron a 4°C durante toda la
noche. Se dejaron algunos “pads” libres para la incubacién unicamente con el anticuerpo
secundario como control. Después de esta incubacién, se realizaron lavados con PBS-
T (Phosphate-Buffered Saline) y se incubaron con los anticuerpos secundarios. Los

anticuerpos secundarios empleados fueron:

e Para ACs producidos en conejo — (Goat anti-rabbit) SAB4600185-250UL
(SIGMA).
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e Para ACs producidos en ratén — (Donkey anti-mouse) SAB4600176-250UL
(SIGMA).

e Para ACs producidos en cabra — (Donkey anti-goat) A-21447 (Thermo Fisher).

Para el revelado, los microarrays se escanean utilizando el Typhoon 9410 scanner
(GE Healthcare, Inc. Madrid, Spain). La media de la intensidad de fluorescencia de los
puntos se normaliza en relacién a la cantidad de proteina en las muestras, la cual se

obtiene del control de carga (FCF).

Se utiliz6 el programa GenePix Pro 7 (USA). Después de la cuantificacion, la
intensidad de fluorescencia relativa se convierte en unidades arbitrarias de proteina
expresada por nanogramo de proteina, utilizando como patrén la curva estandar de

proteina de las A549.
Se analizaron las siguientes proteinas:

e Relacionadas con la glicdlisis: GAPDH (gliceraldehido 3 fosfato
deshidrogenasa), ENO1 (enolasa 1), PK (piruvato quinasa), LDH-A (lactato
deshidrogenasa A), GPD1 (glicerol-3-fosfatasa-1).

e Ciclo de acido tricarboxilico: MPC1 (subunidad 1 del complejo transportador
de piruvato pitocondrial), PDH (piruvato deshidrogenasa), CS (citrato sintasa),
GLUD1 (glutamato deshidrogenasa 1), SDHA (succinato deshidrogenasa A),
MDH2 (malato deshidrogenasa 2).

e GLS1 (glutaminasa 1).

e [B-oxidacion: CPT1 (carnitina palmitoiltransferasa-1), ETFA (subunidad A de
la flavoproteina de transferencia de electrones), ETFB (subunidad B de la
flavoproteina de transferencia de electrones), HADHA (hidroxil-acil-CoA

deshidorgenasa subunidad a).

e Grupo OXPHOS: CORE 2, COX IV (subunidad IV del citocromo C oxidasa),
aF1, IF1 (factor de inhibicidon 1 de la ATP sintasa).

o Sintesis de lipidos: ACLY (ATP citrato liasa), FAS (sintasa de acido graso).

e NADPH: ACO1 (aconitasa 1), IDH1 (isocitrato deshidrogenasa 1), G6PDH

(glucosa 6 fosfato deshidrogenasa).
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o Sistema antioxidante: GR (glutatién reductasa), catalasa, SOD1 (superdxido
dismutasa 1), PRX6 (peroxirredoxina 6), SOD2 (superoxido dismutasa 2),
PRX3 (peroxirredoxina 3), TRX1 (tioredoxina 1).

e Dano oxidativo: MDA (malondialdehido), 4HNE (4 hidroxinonenal), NyTyr (3

nitrotirosina).

e Dinamicas mitocondriales: OPA1 (atrofia 6ptica 1), MFN1 (mitofusina 1),

MFN2 (mitofusina 2), DRP (proteina relacionada con la dinamica).

8. ASPECTOS ETICOS

A todos los pacientes se les informd de los procedimientos del estudio y dieron su
consentimiento firmado. Los pacientes que no fueran capaces de entender los objetivos
del estudio o cumplir el protocolo, fueron excluidos. El estudio se estudié y fue aprobado
(versién 3.0; 12 mayo, 2020) por el Comité de Etica del Hospital Clinico de Valencia,

INCLIVA (Valencia, Espafa) (2020/149), y por todos los comités de bioética locales.

9. ANALISIS ESTADISTICO

El estudio se hizo siguiendo las guias: Strengthening the Reporting of Observational
Studies in Epidemiology (STROBE) (105).

Las variables cualitativas fueron descritas usando frecuencias y porcentajes, y las

cuantitativas mediante medias y desviacion estandar.

La normalidad para variables continuas se comprobé con el test de Shaphiro-Wilks,
y si no se confirmaba su normalidad, las variables se expresaron como media y rango

intercuartilico.

La comparacion de medias se realizé usando el test t-Student, pareado o no pareado,
segun fuera apropiado, cuando habia normalidad, si no, usando el test de Mann-
Whitney. Para variables cualitativas, las comparaciones de porcentajes entre grupos se
realizaron con el test exacto de Fisher para variables dicotdmicas o el chi-cuadrado para
tablas de contingencia con mas de dos categorias. Las relaciones de las variables se

estableceran mediante el coeficiente de correlacion de Pearson.
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Se realizaron analisis de correlacion y ANOVA para evaluar la relacion y las
diferencias entre las variables estudiadas. Se utilizé una regresion logistica multivariable

para estudiar los factores asociados con el patrén fibrético a los 12 meses.

Todos los analisis fueron realizados con el SPSS version 25. Los test estadisticos

con valores de p-valor por encima de 0.05 fueron considerados significativos.
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1. EVOLUCION DE LA LONGITUD TELOMERICA EN
PACIENTES TRAS LA COVID-19

Resultados publicados: Mulet A, Gonzéalez-Cabo P, Pallardé FV, Signes-Costa J.
Persistent Pulmonary Fibrotic Sequelae in Patients With Telomere Shortening One Year
After Severe COVID-19. Arch Bronconeumol. 2024,;60(1):62-64.
doi:10.1016/j.arbres.2023.11.003

Para este estudio utilizamos el grupo de evolucién, una subcohorte de 19 pacientes
del estudio inicial, que fueron ingresados con neumonia bilateral por SARS-CoV-2. De
este grupo disponemos analisis en la fase aguda de la infeccién y al afo tras esta. Las

caracteristicas basales de esta cohorte de pacientes son las siguientes (Tabla 1):

Tabla 1 | Caracteristicas basales de los pacientes:

Variable Valor
Edad (anos) 62474
Sexo masculino, n (%) 16 (84.2%)
IMC (kg/m?) 289146
Nunca fumadores, n (%) 9 (47.4%)
Enfermedad pulmonar, n (%) 5 (26.3%)
Hipertensién, n (%) 7 (36.8%)
Diabetes, n (%) 4 (21.1%)
Enfermedad cardiovascular, n (%) 1(5.3%)
Enfermedad renal crénica, n (%) 1(5.3%)

Los datos estan expresados como n (%) o media (SD).
* Enfermedad pulmonar hace referencia a asma, apnea obstructiva, etc.
IMC, indice de masa corporal.

En este grupo de pacientes, determinamos la longitud telomérica en dos tiempos: en
el momento del ingreso (To) y al ano del alta (T1). La medicion de los teldmeros se
comparo entre los mismos pacientes en los dos tiempos y con una cohorte de 60
controles. Al realizar la comparativa de la longitud telomérica relativa (LTR) de la
muestra obtenida al ingreso (To) y de la muestra obtenida un afio tras el alta (T+),

observamos un acortamiento telomérico significativo (To media = 2.605 £ 0.1453; T
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media = 3.028 £ 0.1617; p-valor = 0.0383) (Figura 3A). Comparando el grupo evolucién
con controles evidenciamos una diferencia sustancial en los valores de LTR,
confirmando que la infeccion por SARS-CoV-2 produce acortamiento telomérico (media
de controles de LTR = 1.421 + 0.0825). Concretamente, encontramos que un 94,74%

de los pacientes tenian acortamiento telomérico comparado con controles al afio del

ingreso.
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Figura 3 | Evolucion del acortamiento telomérico en un afio tras un COVID-19 severo. A)
Representacion de la longitud telomérica relativa (LTR) de pacientes ingresados por neumonia bilateral
COVID-19 al ingreso y un afo después del alta, comparado con controles, B) Diferencias entre la LTR entre
el grupo evolucién en pacientes < 65 afios frente a controles, C) Diferencias en la LTR entre el grupo
evolucion en pacientes > 65 afos frente a controles. La comparacion de la media se realizd con el test t
de Student, pareado o no pareado, segun fuera apropiado. La longitud telomérica se expresa como el
valor absoluto de la longitud telomérica relativa (LTR). Un aumento de la LTR significa que hay
acortamiento telomérico. TO: Al ingreso; T1: un aifo después del alta.

Analizando los valores de LTR de los pacientes estratificando por edad, siendo el
corte a los 65 afos, la media de LTR aumentaba proporcionalmente con la edad tanto
para TO como para T1y el grupo control (TO <65= 2.40 frente TO >65= 3.09; T1 <65=2.81
frente T1 >65=3.37; Control <65=1.34 frente Control >65=1.76). Observando las
diferencias en el grupo evolucion a TO y T1, a edades mas tempranas (<65 afios) la
longitud del teldbmero es menor a T1 respecto al TO, pero esta diferencia
estadisticamente significativa se perdia en el grupo de mayor edad. En ambos grupos
de edad (<65 y > 65) y de tiempos (TO y T1) se mantenia el acortamiento respecto al
grupo control (Figura 3B-C). Asi pues, el acortamiento telomérico a largo plazo se
agrava con la infeccion por SARS-CoV2 a edades mas tempranas. Confirmamos esta
observacion realizando una correlacion entre la longitud telomérica (LTR) y la edad en
cada uno de los grupos (controles, TO y T1). En los controles se mantenia una
correlacion positiva entre la LTR y la edad avanzada (p=0,05) (Figura 4A), como esta
descrito en la literatura (106). Sin embargo, en ambos grupos de pacientes, a tiempo 0

y a tiempo 1, esta correlacion se perdia (Figura 4B-C).
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Figura 4 | Correlacion entre la edad y la longitud telomérica relativa (LTR). Analisis de correlacion de
Pearson entre la LTR y la edad en controles (A), en pacientes a TO (B) y en pacientes a T1 (C). Se realizd
una correlacion bivariada utilizando el coeficiente de Pearson (A: r=0.297; B: r=0.362; C: r=0.170). La edad
estd expresada en afios. La longitud telomérica relativa estd expresada como LTR. TO: al ingreso; T1: al
afio del alta.

Dentro de nuestra cohorte de pacientes ingresados por COVID-19, algunos de ellos
mostraban acortamiento telomérico comparado con el valor inicial medido al ingreso de
la cohorte, mientras que otros pacientes no. Por tanto, decidimos dividir a los pacientes
en dos grupos de acuerdo con si presentaban acortamiento o no para realizar
comparaciones entre ambos grupos. No encontramos ninguna diferencia entre grupos
en cuanto a caracteristicas demograficas ni clinicas (Tabla 2). Sin embargo, los
pacientes sin acortamiento telomérico mostraban una mejoria en la capacidad funcional
pulmonar al afio del alta, comparado con las pruebas realizadas durante la primera visita
tras el alta (aproximadamente a los dos meses de esta), con significacion estadistica

para el incremento en DLCO (p-valor=0,018).

Tabla 2 | Comparacion grupo acortamiento y no acortamiento:

Variable Acortamiento No Total (n=19) p-valor
telomérico acortamiento
(n=14) (n=5)
Edad (afos) 61.64+74 64.6+7.9 624+7.4 0.46
Sexo masculino, n 12 (85.7%) 4 (80%) 16 (84.2%) 0.764
(%)
IMC (kg/m?) 286+3.4 296+7.6 289+4.6 0.802
Nunca fumadores, n 7 (50%) 2 (40%) 9 (47.4%) 0.701
(%)
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Comorbilidades

*Enfermedad 4 (28.6%) 1(20%) 5(26.3%) 0.709
pulmonar, n (%)

Hipertension, n (%) 4 (28.6%) 3 (60%) 7 (36.8%) 0.211
Diabetes, n (%) 2 (14.3%) 2 (40%) 4 (21.1%) 0.226
Enfermedad 1(7.14%) 0 (0%) 1 (5.3%) 0.539
cardiovascular, n (%)

Enfermedad renal 0 (0%) 1 (20%) 1 (5.3%) 0.086
crénica, n (%)

Tiempo de 26.9+18 27 £15.3 27 £ 17 0.994

hospitalizacion (dias)

TGrupos de severidad

Grupo 1, n (%) 3(21.4%) 2 (40%) 5(26.3%)

Grupo 2, n (%) 2 (14.3%) 0 (0%) 2 (10.5%) 0.547

Grupo 3, n (%) 9 (64.3%) 3 (60%) 12 (63.2%)

FHallazgos de laboratorio
Linfocitos (x10°/L) 0.65+0.3 0.86+0.8 0.704 + 0.47 0.411
LDH (U/L) 1125.8 £ 413.1 899 + 315.2 1066.1 £ 394.7 0.283
Proteina C-reactiva | 239.9 £ 166.2 202.8 + 129.5 | 230.2 + 154.8 0.658
(mg/L)
Fibrindgeno (g/L) 7.7+24 9.1+£1.9 8.1+£23 0.239
Dimero-D (ng/mL) 10380.1 + | 8609.4 + 7537.3 | 9914.1 £ 11770 0.782

13169.9

IL-6 (pg/mL) 2188.6 £ 1785.5 | 2927.7 + 1957.1 | 2336.4 + 1773.6 0.539
Ventilacion mecanica 9 (60%) 4 (80%) 13 (65%) 0.613

invasiva, n (%)
PFR al afo de alta

FVC (%) 107.3+9.9 108.6 + 9.9 107.6 £ 14 0.86
Cambios en FVC 14.71 £ 7.52 2420+12.8 17.21+9.8 0.42
(%)8

DLCO (%) 82.6 +18.6 81.8+9.5 824 +16.4 0.931
Cambios en DLCO 17.07 £ 8.3 28.80 £ 9.7 20.16 £ 9.9 0.018
(%)§

Los datos se expresan como n (%) o media (SD).

*Enfermedad pulmonar: asma, apnea obstructiva de suefio, otras. TGrupos de severidad: 1, sin oxigeno o
con gafas nasales; 2, ventilacion mecanica no invasiva o gafas nasales de alto flujo; 3: ventilacion mecanica
invasiva ¥Todos los valores de laboratorio son valores pico menos los linfocitos en los cuales se da el valor
mas bajo. §Se refiere a la mejoria en los test respiratorios comparado con los realizados a los dos meses
después del alta (durante la primera visita).

La comparacidn de medias se realizé con el test t de Student. Para variables cualitativas, la comparacion
de porcentajes entre grupos se llevd a cabo con el test exacto de Fisher para valorables dicotémicas o el
chi cuadrado para tablas de contingencia con mas de dos categorias.

IMC, indice de masa corporal; LDH, lactato deshidrogenasa; IL-6, interleukina 6; PFR, pruebas de funcién
pulmonar; FVC, capacidad vital forzada; DLCO, capacidad de difusidn del monéxido de carbono.
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Del grupo evolucion, durante el ingreso un 63,2% requirieron intubacién endotraqueal
y ventilacion mecanica invasiva. Al afo del alta se midieron las pruebas de funcion
pulmonar, encontrando que un 5% tenian una FVC alterada (<80%) y un 50% una
difusion disminuida. Al afo del alta hospitalaria, un 63,2% de los pacientes tenian
cambios fibréticos en el TCAR, un parametro relevante en este estudio; y muy
probablemente fuese debido a la relacion bien definida entre la fibrosis pulmonar vy el
acortamiento telomérico (28). Decidimos estratificar a los pacientes por la presencia o
ausencia de cambios fibréticos. Aquellos con signos radiolégicos de secuelas fibréticas
presentaban un acortamiento telomérico estadisticamente significativo al afio de haber
sido egresados del hospital (Figura 5A), mientras que en los pacientes que no
desarrollaban cambios fibréticos no existian diferencias significativas en la longitud del
telomero al afo de la infecciéon (Figura 5B). Por tanto, parece que, de alguna manera,

mantener la longitud telomérica previene la aparicion de cambios fibréticos en estos

pacientes.
£
A . B &
5l o
4+ 4-
2 5 g 9
24 2
1 14
D T T c T L]
4 £ o o
& @p"’ & @cf’
a % <& &
«Q ‘\'\ ‘g.p ‘_}0
42 AN

Figura 5 | Los pacientes con fibrosis tienen acortamiento telomérico a largo plazo. Los pacientes se
agruparon segun la presencia o ausencia de cambios fibréticos. Las graficas muestran la evolucidn del
acortamiento telomérico (LTR) a TO y a T1. A) Cambios en LTR en pacientes con fibrosis. B) Cambios en
LTR en pacientes sin fibrosis. LTR, longitud telomérica relativa; TO: al ingreso; T1: al afio del alta. Las
comparaciones de media se realizaron con test t de Student pareado.

Esta relacion entre COVID-19 vy fibrosis pulmonar nos plante6 evaluar dos factores
de riesgo de fibrosis ya bien descritos: la edad y la presencia del polimorfismo MUC5B
(107). En nuestra serie de pacientes, la edad media era la misma entre ambos grupos
de pacientes (los que presentaban acortamiento telomérico y lo que no), y no se vio una

asociacion positiva entre la edad y el desarrollo de la fibrosis (Figura 6).
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Figura 6 | La edad es un factor de riesgo independiente para el desarrollo de fibrosis en nuestros
pacientes con COVID-19. La grafica muestra las diferencias de edad media entre los pacientes con y sin
secuelas fibréticas al afio tras la COVID-19. Las comparaciones entre medias se realizaron mediante el test
t de Student no pareado.

Por otra parte, también analizamos, en nuestro grupo de evolucién, el polimorfismo
descrito en el gen MUCSB (rs35705950) que esta asociado con un riesgo elevado de
desarrollar fibrosis pulmonar. Calculamos los Odds Ratio (OR) que compara las
probabilidades de que un genotipo especifico se presente en los dos grupos (fibrosis y

no fibrosis) a partir de los siguientes datos:

Genotipo Fibroticos No fibréticos Total
GG 8 7 15
GT 4 0 4
TT 0 0 0

Total 12 7 19

En este caso no hemos obtenido ningun paciente con el genotipo TT. Y de la misma
manera, no hay ningun paciente en el grupo de los no fibréticos con el genotipo GT. Por

eso, para obtener los OR necesitamos hacer una correccion de continuidad.

Los Odds Ratios (OR): GT vs GG — OR = 0,44.
El intervalo de confianza (IC 95%) es de 0,008-3,149.
p-valor (Test de Fisher modificado — Mild-p): 0,245

Estos resultados indica que el genotipo GT tiene 0,44 veces mas probabilidades de
estar en el grupo fibrético en comparacion con GG. Al ser un valor menor de 1 la
presencia del alelo T no esta asociada con desarrollar fibrosis. El IC 95% es muy amplio,

lo que indica una gran incertidumbre en la estimacién del OR. Pero el p-valor confirma
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que la diferencia observada no es significativa. La muestra es reducida lo que genera
una falta de poder estadistico para detectar las asociaciones reales. Pero también es
posible que, en nuestra muestra especifica, otros factores genéticos o ambientales

modifiquen la asociacion observada en estudios previos.

Determinamos la frecuencia del alelo G en todo el grupo de evoluciéon, comprobando
que era del 89,5 % (0,895) mientras que el alelo T era del 10,5 % (0,105). Por tanto, en
nuestro grupo evolucion de pacientes COVID-19, la frecuencia del alelo T es similar a

la frecuencia en la poblacién europea (0.118) (107).

Asi pues, la edad y la presencia del polimorfismo se pueden descartar como factores
que influyeron en el desarrollo de fibrosis en estos pacientes. Nuestra hipotesis plantea
que el propio virus, debido a su capacidad de inducir el acortamiento telomérico en los

pacientes, seria el principal responsable de la aparicién de cambios fibréticos.

2. ANALISIS BIOMARCADORES DE FIBROSIS

Resultados publicados: Mulet A, Tarrasé J, Rodriguez-Borja E, et al. Biomarkers of
Fibrosis in Patients with COVID-19 One Year After Hospital Discharge: A Prospective
Cohort Study. Am J Respir Cell Mol Biol. 2023;69(3):321-327. doi:10.1165/rcmb.2022-
04740C

El analisis de biomarcadores se realizé sobre el grupo completo, con una N de 135
pacientes. La edad media era de 61 afios, y el 58,5% eran hombres. En este estudio
dividimos a los pacientes segun su severidad en dos grupos: grupo 1 (pacientes que
precisaron como mucho soporte respiratorio con gafas nasales) y grupo 2 (pacientes

que precisan VNI y/o ONAF, y pacientes que precisan intubacion y VMI).

Entre ambos grupos encontramos diferencias en la edad (57.3 vs. 63.7 afios; p=
0,005), el RALE al ingreso (Radiographic Assesment of Lung Edema basado en 8 puntos
(98)) (3 vs. 4.3; p=0.001), el pico de RALE score (4.2 vs. 6.7; p=0.001), la duracion de
la estancia hospitalaria (9.6 vs. 29.5; p=0.001) y todos los parametros de laboratorio
relacionados con la severidad (linfopenia y altas concentraciones de lactato

deshidrogenasa, proteina C reactiva, ferritina, fibrinbgeno y dimero D) (Tabla 3).
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Tabla 3 | Caracteristicas de los pacientes del estudio de biomarcadores:

Variable e Cropay | Total (N=135) | VT
Edad (afios) 59 (21) 65 (13) 61(19) | 0.005*
Sexo masculino 55 (58.5%) 28 (68.3%) 83 (61.5%) 0.378
IMC (kg/m?) 27.7 (4.4) 27 (3) 27.5 (4) 0.362
Nunca fumador 57 (60.6%) | 27(65.9%) | 84(62.2%) | 0.695
Enfermedad pulmonar* 16 (17%) 7(17.1%) 23 (17%) 1.00
Hipertension 34 (36.2%) | 13(31.7%) | 47 (34.8%) | 0.761
Diabetes 20 (21.3%) 8 (19.5%) 28(20.7%) | 0.999
Enfermedad cardiovascular 13 (13.8%) 3 (7.3%) 16 (11.9%) 0.431
Puntuacion RALE al ingreso 3(1.5) 4.3 (1.6) 3.4 (1.6) 0.001*
Puntuacion RALE méxima 42 (2) 6.7 (1.2) 5 (2.1) 0.001*
(%LI,’:?(’” de la hospitalizacion 9.6 (6) 29.5 (17.6) 15.8 (14.3) | 0.001*
Linfocitos, x10°/L 1(0.5) 0.7 (0.5) 0.9(0.5) | 0.004*
LDH, UL 520.2 (200.1) | 897.1(405.2) | 643.6 (326.8) | 0.001*
Proteina C reactiva, mg/L 61.9(74.9) | 196(152.3) | 103.9 (121.9) | 0.001*
Ferritina, ng/ml 922.9 (843.2) | 1628.2 (1.278) (111_83'24) 0.001*
Fibrinégeno, gL 6.6 (1.6) 8(2.1) 7(1.9) 0.001*
Dimero D, ng/ml 1355.7 (3697) (1%20‘137;‘1) (g’;‘?g_‘% 0.001*

Definicidn de abreviaturas: IMC = indice de masa corporal, LDH = Lactato deshidrogenasa, RALE =
Evaluacidn radiografica del edema pulmonar

*La edad se expresa como media (rango intercuartilico). Los demds datos se expresan como n (porcentaje)
o media (DS). Grupo 1: enfermedad hospitalizada leve. Grupo 2: enfermedad hospitalizada grave y critica.
La comparacion de medias se realizd mediante la prueba t de Student en presencia de normalidad y, en
caso contrario, mediante la prueba U de Mann-Whitney. Para las variables cualitativas, la comparacion
de porcentajes entre grupos se realizé mediante la prueba exacta de Fisher o la prueba de chi-cuadrado
para tablas de contingencia con mas de dos categorias.

*Enfermedad pulmonar incluye: asma, apnea obstructiva del suefio y otras.

t Todos los valores de laboratorio son valores maximos, excepto para los linfocitos, donde se muestra el
valor mas bajo.

Alo largo del afo de evolucion posterior a la infeccion, los test de funcién respiratoria
demostraron una mejoria significativa en ambos grupos de pacientes en todos los
valores predichos de funcién pulmonar: FVC (98 vs. 103.9; P=0.001), FEV1 (98.2 vs.
103.2; P=0.001), FEV1/FVC (80.5 vs. 79.3; p = 0.006), DLCO (74.7 vs. 84.1; P=0.001),
DLCO,80% (60.9% vs. 39.7%; P=0.001), y la capacidad pulmonar total (92.4 vs. 94.4;
p=0.02). También se redujo la disnea clinicamente significativa (modified Medical

Research Council dyspnea scale score >2) (20.5 vs. 6.6; p=0.002) [Tabla 4]:
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Tabla 4 | Funcién pulmonar de los pacientes durante el seguimiento:

Variable 1° seguimiento | 2° seguimiento | Valor P
(2 meses) (12 meses)
FVC, % predicho 98 (17.8) 103.9 (15.1) 0.001*
FEV,, % predicho 98.2 (15.8) 103.2 (14.2) 0.001*
FEV,/FVC, % 80.5 (5.7) 79.3 (4.9) 0.006*
DLCO, % predicho 74.7 (19.3) 84.1 (16.1) 0.001*
DLCO <80%, predicho 70 (60.9%) 46 (39.7%) 0.001*
TLC, % predicho 92.4 (14.8) 94.4 (11.9) 0.02*
Distancia 6MWT, m 554.5 (99.3) 554.8 (102) 0.12
mMRC 22 27 (20.5%) 8 (6.6%) 0.002*
Patron normal en HRCT 63 (46.7%) 80 (63.5%) 0.001*
Cambios fibréticos* 33 (25%) 37 (29.4%) 0.52
Opacidad en vidrio esmerilado | 58 (43.9%) 31 (24.6%) 0.001*

Definicién de abreviaturas: 6MWT = Prueba de caminata de 6 minutos, FEV; = Volumen espiratorio
forzado en un segundo FVC = Capacidad vital forzada, TCAR = Tomografia computarizada de alta
resolucion, mMRC = Escala modificada del Medical Research Council, TLC = Capacidad pulmonar total
Los datos se expresan como n (porcentaje) o media (DS). Las pruebas de funcion pulmonar se registraron
en dos momentos en 117 pacientes. Las exploraciones de TCAR a los 2 meses incluyeron N = 135
pacientes, y las exploraciones a los 12 meses incluyeron N = 126 pacientes.
La comparacion de la funcion pulmonar entre el primer y segundo seguimiento se realizé mediante una
prueba t directa para variables cuantitativas y la prueba de McNemar para las demas.
*Cambios fibrosis: definidos como la presencia de bronquiectasias de traccidn, patréon reticular y/o
bandas parenquimatosas.

No se encontraron cambios a lo largo del tiempo en la prueba de los 6 minutos

marcha.

Los hallazgos radiologicos revelaron que, en ambos grupos, el numero de pacientes
con una TAC de alta resolucién (TCAR) normal incrementé a lo largo del tiempo (46.7%
vs. 63.5%; p=0.001), mientras que el porcentaje de pacientes con opacidades en vidrio
deslustrado disminuyeron (43.9% vs. 24.6%; p=0.001). Sin embargo, el porcentaje de
pacientes que desarrollaron cambios fibréticos de los 2 a los 12 meses no cambid
significativamente (25% vs. 29.4%; p=0.520). El vidrio deslustrado suele ser la expresion
de una inflamacién a nivel pulmonar, por eso tiene sentido que en las fases mas
precoces de la infeccién hubiera mas pacientes con estos hallazgos radiolégicos, y que,
a lo largo del tiempo se fuera resolviendo, asi como se resuelve la fase inflamatoria a
nivel celular. Sin embargo, los pacientes que empezaron a desarrollar cambios fibréticos
en la fase temprana, aquellos cuyo estado de inflamacién no resolvié bien y empezaron
a provocar dafio epitelial con la consecuente de formacién de tejido fibrético, no ha

cambiado. Incluso, podemos observar que ha aumentado discretamente a lo largo del
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afio de la infeccion. Esto es, como se ha visto en otras entidades, porque la fibrosis
pulmonar es irreversible, y en todo caso, puede progresar si existen estimulos que la

perpetuen (Tabla 4).

El analisis de biomarcadores de fibrosis se realizé en el plasma de los pacientes en
dos momentos: a los 2 y a los 12 meses de la infeccion. En cuanto al analisis a los 2
meses, encontramos diferencias en la severidad (entre los grupos 1y 2, anteriormente
mencionados) en los niveles de periostina (0.8893 vs. 1.437 ng/ml; p=0.001) y MMP-7
(8.7249 vs. 15.2181 ng/ml; p=0.001). A los 12 meses, no se encontrd ninguna diferencia
entre grupos respecto a los niveles de todos los biomarcadores analizados. Se ha visto
que la periostina y las metaloproteasas, especialmente la 7, estan relacionadas con el
proceso fibrético, siendo la periostina una inductora de la produccién de MMP-7. Esta
interaccion contribuye a la degradacién y remodelado de la matriz extracelular,
facilitando la progresion de la fibrosis. Con nuestros resultados en pacientes COVID-19
observamos que estas proteinas relacionadas con la progresion de la fibrosis se
encuentran mas expresadas en la fase aguda en pacientes mas graves, con las

consecuencias que esto podra traer a largo plazo (Tabla 5).

Tabla 5 | Niveles de biomarcadores a los 2 y 12 meses

Biomarcadores | Grupo 1 (n=94) ‘ Grupo 2 (n=41) ‘ Total (N=135) ‘ Valor P

2 meses

Periostina, ng/ml 0.889 (0.386) 1.437 (0.918) 1.055 (0.647) 0.001
MMP-1, ng/mi 7.858 (8.569) 9.660 (8.140) 8.405 (8.452) 0.256
MMP-7, ng/mi 8.724 (5.798) | 15.218 (10.856) 10.696 (8.216) 0.001
VEGF, pg/ml 203.2 (221.7) 258.9 (226.0) 220.1 (236.4) 0.209
12 meses

Periostina, ng/ml 0.553 (0.256) 0.628 (0.306) 0.576 (0.273) 0.149
MMP-1, ng/mi 8.992 (7.562) 9.175 (7.934) 9.046 (7.645) 0.899
MMP-7, ng/mi 10.025 (5.851) | 11.135 (4.601) 10.351 (5.520) 0.293

Definicién de abreviaturas: MMP = Metaloproteinasa de matriz, VEGF = Factor de crecimiento endotelial
vascular.

Los datos se expresan como media (desviacion estandar). Grupo 1: enfermedad leve. Grupo 2:
enfermedad moderada-severa.
La comparacién de medias se realizé utilizando la prueba t de Student.

Realizamos una regresién logistica multivariable, para analizar la posible utilidad de
los biomarcadores a los 2 meses para predecir los cambios fibréticos a los 12 meses,
observando que la periostina mostraba resultados significativos (odds ratio, 1.0014; 95%
intervalo de confianza, 1.0001-1.0023; p = 0.003) (Tabla 6). En el caso de los
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biomarcadores obtenidos a los 12 meses ninguno mostro relaciéon con los cambios

fibroticos a los 12 meses.

Tabla 6 | Regresion logistica multivariable para predecir los cambios fibréticos a los 12

meses segun los niveles de biomarcadores a los 2 meses:

Variable Anadlisis Univariable | Valor P | Analisis Multivariable | Valor P
OR (IC 95%) OR (IC 95%)
i (100081000 | <0001 (1.0001-1.0023) 0.003
MMP-1, ng/ml (1 .0010',?_0192)001) 0.017 — —
MMP-7,ngiml | 1 o060 o00r) | 0001 _ _
VEGF, pg/ml (0_99193?198025) 0.248 _ _
Edad (afos) (1 .0211}(3)?17.6995) 0.003 (1 01321 1 033) 0.015
gcj;rgjv%%sage (2.90$££1)f15.70560) <0.001 (1 .2732-?5?87.161 55) 0.014
Sexo (0.3307';-7 1??231 ) 0.541 - -
Definicibn de  abreviaturas: IC = Intervalo de confianza OR = Odds ratio

Las variables para el analisis multivariable fueron seleccionadas utilizando el criterio de informaciéon de
Akaike en un procedimiento de pasos hacia adelante y hacia atrds. Todas las variables presentadas fueron
candidatas para la seleccion.

En relacién con los test de funcién pulmonar, la periostina a los 2 meses se asociaba
con un empeoramiento de la DLCO a los 12 meses (odds ratio, 1.0006; 95% intervalo
de confianza, 1.0000-1.0013; p =0.047) (Tabla 7). Sin embargo, no se encontrd ningun

efecto con los biomarcadores obtenidos a los 12 meses.
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Tabla 7 | Regresion logistica multivariable para predecir el empeoramiento de la DLCO a los 12 meses
segun los niveles de biomarcadores a los 2 meses:

Variable Analisis Univariable | Valor P | Analisis Multivariable | Valor P
OR (IC 95%) OR (IC 95%)
Periostina, 1.0004 1.0006
ng/ml (0.9999-1.0011) 0.126 (1.0000-1.0013) 0.047
MMP-1, ng/ml 1.0000
(0.9999-1.0000) 0.855 - -
MMP-7, ng/ml 1.0000
(0.9999-1.0000) 0.104 - —
VEGF, pg/ml 0.9995 L L
(0.9978-1.0011) 0.566
Edad (afios) 1.0445 1.0437
(1.0108-1.0827) 0.013 (1.0086-1.0837) 0.0184
Grupos de 1.8276 0145 . .
gravedad (0.8118-4.1396) ’
Sexo 29282 3.646
(1.3499-6.4923) 0.007 (1.579-8.771) 0.003

Definicion de abreviaturas: IC = Intervalo de confianza, OR = Odds ratio

Las variables para el analisis multivariable fueron seleccionadas utilizando el criterio de
informacion de Akaike en un procedimiento de pasos hacia adelante y hacia atras. Todas las
variables presentadas fueron candidatas para la seleccion.

Por consiguiente, en nuestro estudio sobre pacientes con neumonia bilateral por
COVID-19, hemos demostrado que los biomarcadores previamente descritos en otros
tipos de fibrosis pulmonar también son utiles para evaluar la fibrosis inducida por la
COVID-19. La periostina y la MMP-7 se encuentran elevadas en la fase aguda en los
pacientes mas graves, lo que posiblemente favorezca el proceso de fibrosis en estos
casos. Ademas, observamos que los pacientes con niveles mas altos de periostina en
la fase aguda presentaban una correlaciéon con la presencia de secuelas fibréticas.
Estos hallazgos sugieren que los mecanismos fisiopatoldgicos responsables de la
fibrosis tras la infeccion por SARS-CoV-2 son similares a los observados en las

enfermedades intersticiales pulmonares

3. ACORTAMIENTO  TELOMERICO Y  DISFUNCION
MITOCONDRIAL A LARGO PLAZO TRAS LA COVID-19

Esta bien descrito que existe un acortamiento telomérico en la fase aguda de la
COVID-19, pero no se habian realizado estudios sobre este acortamiento a largo

plazo. Analizamos el acortamiento telomérico y los cambios en la funcién mitocondrial
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que pueden manifestarse, a largo plazo, tras la infeccién por COVID-19. Este estudio se

llevé a cabo utilizando las muestras obtenidas de los pacientes un afio después de haber

contraido la enfermedad, ya que queriamos evaluar las posibles repercusiones en la

biologia celular y el envejecimiento acelerado asociado a la infeccion.

Para ello, utilizamos el grupo completo, compuesto por 132 pacientes. Las

caracteristicas basales de esta cohorte de pacientes son las siguientes (Tabla 8):

Tabla 8 | Caracteristicas de los pacientes del grupo completo

Variable

Valor

Edad (anos)

60 (+ 11,8)

Sexo masculino

81 (61,8%)

indice de Masa Corporal (IMC, kg/m?)

27,52 (+ 4,01)

Nunca fumadores

80 (61,1%)

Comorbilidades

Enfermedad pulmonar* 22 (16,8%)
Hipertension 47 (35,9%)
Diabetes 28 (21,4%)
Enfermedad cardiovascular 16 (12,2%)
Enfermedad renal crénica 2 (1,5%)
Duracion de la estancia hospitalaria (dias) 15,9 (+ 14,46)
Tiempo en UCI (dias) 4,35 (£ 9,97)

Grupos de severidad

Grupo 1 (enfermedad menos grave)

91 (69,5%)

Grupo 2 (enfermedad mas grave)

40 (30,5%)

Pruebas de funcién pulmonar al ano del ingreso

Capacidad Vital Forzada (FVC, %)

104,17% (+ 15,25)

Difusién pulmonar de monéxido de carbono (DLCO, %)

83,84% (+ 16,33)

Cambios fibréticos en la TCAR al ano tras el ingreso

38 (29%)

Los datos se expresan como n (%) o medias (SD). *Enfermedad pulmonar: asma, apnea obstructiva del
suefio, otras. Grupo 1: enfermedad leve. Grupo 2: enfermedad moderada-severa.
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Para el analisis de teldmeros, del grupo completo de 135 pacientes, dispusimos de
131 muestras, ya que 4 de ellas tuvieron que ser excluidas por problemas de calidad.
La edad media fue de 60 afios y el 61,8% eran hombres.

Para realizar el ensayo de longitud telomérica, medimos la RTL de los pacientes al
afo de la hospitalizacion y lo comparamos con controles de su rango de edad y mismo
sexo. Agrupamos a los pacientes en tres grupos en base a su edad para facilitar el
analisis: de 30 a 49 afios, de 50 a 69 afios y mayores de 70. Observamos una diferencia
evidente entre pacientes y controles en sus RTL, confirmando que la infeccion por

SARS-CoV-2 disminuye la longitud de los telémeros a largo plazo (Figura 7).
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Figura 7 | Acortamiento telomérico en pacientes vs. controles de la misma edad y sexo, un aiio tras la
infeccion por SARS-CoV-2. Observamos que en todos los grupos de edad existe un acortamiento de
telémeros en los pacientes tras la COVID-19 respecto a controles pareados

Al realizar la division de los pacientes basandonos en la formacién de grupos
dependiendo de las caracteristicas clinicas y la severidad de la infeccién (grupo 1:
pacientes que precisaron como mucho soporte respiratorio con gafas nasales y grupo
2: pacientes que precisan VNI y/o ONAF, y pacientes que precisan intubacion y VMI);

no encontramos diferencias respecto al acortamiento telomérico al afo (Figura 8).
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Figura 8 | Acortamiento telomérico en ambos grupos de severidad. Se observa una distribucion similar
en cuanto a la RTL en ambos grupos de gravedad. Por tanto, la gravedad del ingreso no determina que
haya un mayor acortamiento telomérico.

Un porcentaje de nuestros pacientes presentaban secuelas fibréticas, asi que nos
interes6 comprobar si existia alguna asociacion entre el acortamiento telomérico a largo
plazo y estos cambios fibréticos. Tampoco observamos ninguna relacion
estadisticamente significativa entre el acortamiento telomérico y las secuelas fibréticas

(Figura 9).
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Figura 9 | Acortamiento telomérico en pacientes con secuelas fibréticas y sin ellas. La gréfica en violin
muestra como las poblaciones son diferentes, ya que los pacientes con signos fibréticos presentan un
mayor acortamiento de los teldmeros, pero sin llegar a ser estadisticamente significativa la diferencia.
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Decidimos de nuevo, analizar el polimorfismo en el gen MUC5B (rs35705950) en este

grupo completo de pacientes debido a su asociacion con el riesgo de desarrollar fibrosis

pulmonar, obteniendo los siguientes datos:

Genotipo Fibréticos No fibréticos Total
GG 30 83 113
GT 8 8 16
T 0 2 2

Total 38 93 131

Calculamos con esto un OR del genotipo GT de 2.77 vs. GG, lo que sugiere una
posible asociacién con la fibrosis, aunque con un p-valor no estadisticamente
significativo (0.0769). El genotipo TT no permite un célculo de OR confiable, ya que no
hay pacientes fibréticos con este genotipo. También determinamos la frecuencia del
alelo G en este grupo siendo del 92.37% (0.924) mientras que el alelo T era del 7.63%

(0.076); siendo de nuevo esta ultima, similar a la poblacion europea (107).

Consecuentemente en nuestro grupo no podemos decir que existiera una
predisposicion genética previa a la infeccién viral para desarrollar fibrosis, reforzando
nuestra hipétesis de que Unicamente el proprio virus es el responsable de estas

secuelas.

3.1. IMPACTO DEL COVID-19 SOBRE LA EXPRESION DE PROTEINAS
MITOCONDRIALES

Decidimos realizar un estudio mitocondrial debido a que distintos autores han
demostrado el papel clave de la mitocondria en el envejecimiento prematuro del
epitelio pulmonar, muy especialmente en las células que expresan la enzima
convertidora de angiotensina 2 (ACE2) (108,109). Nuestro objetivo era correlacionar
los cambios clinicos previstos en los pacientes con los posibles cambios teloméricos
y de la actividad mitocondrial. Ademas, queriamos comprobar si las alteraciones
descritas en las células troncales ACE2 tienen un remedo en los leucocitos
circulantes procedentes de pacientes que han tenido neumonias bilaterales y en lo

gue se espera que se produzcan procesos fibréticos pulmonares a medio-largo plazo.

Para eso, dos afos tras la infeccion aguda, recogimos sangre de un subgrupo de

pacientes (n=42) de la serie anteriormente analizada para obtener leucocitos, y
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medimos proteinas relacionadas con la funcién mitocondrial. Comparamos los niveles
de expresion de las proteinas de los extractos derivados de los pacientes del estudio
respecto a los controles, encontrando diferencias significativas en proteinas de la
glicolisis (ENO1), proteinas del ciclo de Krebs (SDHA y MDH2), relacionadas con el
dafno oxidativo (NyTyr), relacionadas con la generacion de poder reductor (G6PDH e
IDH1) y proteinas relacionadas con la fosforilacion oxidativa (OXPHOS) (ALFA-F1 y
COX IV) (Figura 10).
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Figura 10 | Niveles de proteinas mitocondriales (expresadas en unidades arbitrarias: a.u.) de pacientes
vs. controles. Se observa un aumento de expresién de varias de estas proteinas en los pacientes en
comparacion con los controles.

COXIV: Cytochrome ¢ Oxidase Subunit IV; ENO1: Enolasa 1; MDH2: Malato deshidrogenasa 2; NytTyr:
Nitrotirosina; G6PDH: glucosa 6 fosfato deshidrogenasa; IDH1: Isocitrato deshidrogenasa; ALFAF1: ATP
Sintasa Subunidad Alfa F1; SDHA: Succinato deshidrogenasa subunidad A; SOD1: Superodxido dismutasa

Como previamente habiamos encontrado una asociacion entre los niveles de
periostina a los 2 meses del alta hospitalaria y cambios fibréticos a los 12 meses;
decidimos estudiar la posible relacion entre los valores de periostina y la funcién
mitocondrial a largo plazo. Encontramos una correlacion positiva con niveles
aumentados de COX-IV a los 2 afos (p valor = 0,012; r = 0,38). Este resultado es
interesante, ya que la periostina es un factor clave en la fibrosis, especialmente en
6érganos como pulmoén, corazén e higado, donde regula la proliferacion y migracién de
fibroblastos (110). La disfuncién mitocondrial, incluida la alteracion en la expresion de
COX-1V, esta implicada en la fibrosis y la inflamacién crénica. En modelos de FPI, se ha
visto que la periostina puede influir en el metabolismo celular y la funcién mitocondrial,

lo que indirectamente afectaria la actividad de COX-IV (111).

La IL-6 ha desempefiado un papel clave en la infeccién por SARS-CoV-2, con niveles
significativamente elevados durante la fase aguda de la enfermedad. Este marcador se
ha utilizado ampliamente para identificar a los pacientes con cuadros mas graves de
COVID-19. De forma coherente con estos hallazgos, en nuestro estudio también
observamos diferencias estadisticamente significativas entre los grupos segun su nivel

de severidad. (Figura 11).
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Figura 11 | Comparacion de concentraciones pico de IL-6 (expresadas en ng/ml) durante el ingreso entre
ambos grupos de severidad. Se observan valores mucho mas altos en aquellos pacientes mas severos.
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Asi pues, realizamos una correlacion entre los niveles de IL-6 durante el ingreso y
los valores de proteinas mitocondriales a los 2 afios, encontrando correlaciones
significativas entre niveles elevados de IL-6 en el momento agudo y niveles elevados de
ENO1 (p valor = 0,022; r = 0,52) y PKM2 (p valor < 0,005; r = 0,77) a largo plazo. Esta
relacion resulta coherente debido a que IL-6 es una citocina proinflamatoria clave en la
respuesta inmune y la inflamacién crénica (112). La enolasa, particularmente la enolasa
neuronal especifica y la enolasa a, pueden actuar como un autoantigeno y estar
involucrada en enfermedades inflamatorias (113). En condiciones inflamatorias, la IL-6

puede inducir cambios en la expresidon de enzimas metabdlicas, incluidas la enolasa.

Para comprobar como el grado de acortamiento podia tener algun reflejo en la
expresion de proteinas mitocondriales a largo plazo, dividimos a los pacientes en
funcion del grado de acortamiento telomérico, seleccionando aquellos con un
acortamiento por encima del percentil 90, para su edad y sexo. En ese grupo de mayor
acortamiento, encontramos disminuidas las proteinas ETFB y PKM2. La ETFB es una
proteina mitocondrial involucrada en la oxidacion de acidos grasos y aminodacidos,
transfiriendo electrones a la cadena de transporte de electrones. La disfuncién
mitocondrial, inducida por el estrés oxidativo y la ineficiencia en la respiracién celular
aumenta el dafio en el ADN y acelera el acortamiento telomérico. En células
envejecidas, la disminucion de ETFB puede contribuir a la acumulaciéon de ROS,
promoviendo dafo en los teldmeros y senescencia celular (114). Por otro lado, la PKM2
es una isoforma de la piruvato quinasa, una enzima clave en la glucdlisis, regulando el
metabolismo energético y el crecimiento celular. En cancer y células proliferativas,
PKM2 favorece el metabolismo aerdbico/glucélisis sobre la respiraciéon mitocondrial, lo
que puede alterar la homeostasis redox y afectar la estabilidad del ADN, incluidos los
telomeros (115). Se ha observado que PKM2 puede regular la expresion de genes
involucrados en el mantenimiento telomérico, modulando la actividad de factores como
c-Myc y HIF-1 a (116). En ciertos contextos, PKM2 puede translocarse al nucleo y

afectar la transcripcion de genes asociados con la replicacion telomérica (117,118).

3.2. BIOMARCADORES PARA DIFERENCIAR ENTRE PACIENTES CON Y SIN
FIBROSIS

Nuestro objetivo final era identificar un biomarcador, o un conjunto de ellos, capaz de

predecir la progresion a fibrosis pulmonar tras la infeccién por COVID-19. Para ello,
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analizamos si las proteinas mitocondriales que habiamos detectado alteradas y
asociadas a distintos marcadores de la enfermedad podian correlacionarse con el

desarrollo de secuelas fibroticas.

Para diferenciar entre pacientes que desarrollaron secuelas fibréticas y aquellos que
no, analizamos los niveles de proteinas mitocondriales en ambos grupos. Encontramos
diferencias significativas en la expresion de ETFB y PKM2: los pacientes sin secuelas
fibréticas no mostraron variaciones en comparacion con los controles, mientras que
aquellos con secuelas fibréticas presentaron un aumento en ambas proteinas respecto
a ambos grupos (Figura 12). Esto indica que el incremento de ETFB y PKM2 es
exclusivo del grupo con secuelas fibréticas. Cabe destacar que estas mismas proteinas
también se encontraban alteradas en los pacientes con mayor acortamiento telomérico,
lo que refuerza la idea de que el acortamiento telomérico y la fibrosis pulmonar estan
intimamente relacionados, y que la desregulacion de estas proteinas puede formar parte

de un mecanismo comun subyacente.
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Figura 12 | Comparacion entre concentraciones de ETFR y PKM2 entre pacientes que desarrollaron
secuelas fibréticas al afio, los que no y controles. Se observan niveles mas elevados tanto de ETFR como
de PKM2 en los pacientes con fibrosis respecto a aquellos que no desarrollan cambios fibréticos y respecto
a los controles.

ETFB: electron transfer flavoprotein-f3; PKM2: pyruvate kinase M2

Profundizando en la relacion entre el acortamiento telomérico y la fibrosis pulmonar,

evaluamos posibles alteraciones en proteinas mitocondriales, centrandonos
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exclusivamente en el grupo de pacientes que desarrollaron secuelas fibréticas. Esta vez,

diferenciamos a los pacientes segun presentaran un acortamiento telomérico superior
al percentil 90.

Encontramos diferencias significativas en los niveles de ACO1 (aconitasa 1
citosolica) en funcién del grado de acortamiento telomérico. Lo mas destacable fue la
existencia de una correlacion inversa entre la longitud relativa de los telomeros (RTL) y
los niveles de ACO1 en pacientes con fibrosis: a mayor acortamiento telomérico,

menores niveles de ACO1. Esta correlacién no se observo en los pacientes sin cambios

fibréticos (Figura 13).
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Figura 13: Correlacién entre niveles de ACO1y RTL. A mayor acortamiento telomérico (mayor RTL), menos
concentracion de ACOL1. Esta correlacién se pierde en pacientes no fibréticos.
ACO1: Aconitase 1

Aunque ACO1 no participa directamente en el mantenimiento de los telomeros, su
desregulacién podria reflejar un entorno celular desfavorable, caracterizado por estrés
oxidativo, alteraciones mitocondriales y dismetabolismo del hierro, todos ellos factores
que también promueven el acortamiento telomérico. Por tanto, nuestros resultados

sugieren que la disminucion de ACO1 en este contexto podria representar una

adaptacion celular asociada a la progresion de la fibrosis pulmonar.
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La incidencia de manifestaciones graves y fatales de la COVID-19 aumenta con la
edad de los pacientes, lo que sugiere que las vias moleculares relacionadas con la edad
contribuyen a la gravedad de la COVID-19 (119).

El SARS-CoV-2 infecta diversos tipos de células, incluidas las células alveolares tipo
Il (ATIl) de los pulmones. Estas células son estructuras clave del epitelio pulmonar distal,
donde desarrollan su respuesta inmune innata y sirven como progenitoras de las células

alveolares tipo |, contribuyendo a la reparacion y regeneracion del epitelio alveolar (120).

Ademas, las células T activadas expresan altos niveles de telomerasa, lo que facilita
la respuesta inmune y previene la senescencia de las células inmunes durante la
expansion clonal. Asimismo, se ha observado erosion acelerada de los teldmeros y
disfuncion mitocondrial en células T de pacientes infectados por virus (31), posiblemente
debido a un recambio celular excesivo como consecuencia de la replicacion viral. Por lo
tanto, es plausible que la infeccion viral pueda dafar estos tipos de células, forzando un
aumento del recambio de células regenerativas (8). Esto sefala una posible conexion

entre la linfopenia y el acortamiento telomérico en estos pacientes.

Diversos autores han medido la longitud de los telébmeros en células sanguineas
periféricas de individuos con COVID-19, encontrando percentiles mas bajos en longitud
y una tasa mas rapida de desgaste telomérico en todos los rangos de edad de pacientes
que desarrollaron patologias mas graves en la COVID-19 (7,8). Aunque estos estudios
correlacionaron la gravedad aguda de la enfermedad con el acortamiento de los
telobmeros, las consecuencias a largo plazo de la COVID-19 en pacientes con telémeros

acortados no han sido publicadas.

Infeccidn grave por SARS-COV-2 y alteraciones a nivel de la longitud telomérica

Durante la pandemia de COVID-19, se evidencioé que las personas de mayor edad
eran las mas gravemente afectadas. Este hallazgo sugiere que el envejecimiento podria
constituir un factor de riesgo para el desarrollo de formas graves de la enfermedad, al
igual que ocurre en otras enfermedades pulmonares intersticiales, como la FPI. En este
contexto, diversos estudios han explorado la longitud telomérica en pacientes con

COVID-19, dada su estrecha relacion fisiopatoldgica con el envejecimiento.

Los resultados de estas investigaciones indican que la COVID-19 se asocia con un

acortamiento de los teldmeros, especialmente en los casos mas graves, y que este
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fendmeno podria estar vinculado con la severidad del cuadro clinico (7). Se ha
observado que los supervivientes a la infeccién por SARS-CoV-2 presentan una edad
bioldgica superior a su edad cronoldgica, con signos de acortamiento telomérico. Estos
cambios moleculares podrian actuar como biomarcadores utiles para comprender las
secuelas a largo plazo de la enfermedad. Asimismo, se ha encontrado que los pacientes
con COVID-19 que presentan telébmeros mas cortos durante la fase aguda de la
infeccion tienen un mayor riesgo de desenlaces adversos, como ingreso en UCI o
muerte, independientemente de la edad cronoldgica, lo cual podria explicar parte de la
variabilidad en el pronéstico entre pacientes. Este acortamiento telomérico también se

ha relacionado con marcadores inflamatorios de fase aguda.

No obstante, la mayoria de estos estudios se han llevado a cabo en fases tempranas,
pocas semanas después del alta hospitalaria, por lo que ain no se ha determinado si el
acortamiento telomérico observado es un fendmeno transitorio durante la infeccién

activa o si persiste a largo plazo.

En nuestro estudio, determinamos la longitud telomérica en el grupo total de
pacientes (grupo completo), donde obtuvimos la medicion al afio del alta. En este
grupo hemos comparado la longitud telomérica de los pacientes con la de controles
apareados por edad y rangos de edad, observando que todos presentan un
acortamiento telomérico significativo al afio del ingreso. Ademas, este acortamiento es
evidente en todos los grupos de edad. En otras palabras, la edad en el momento de la
infeccidon no es un factor determinante (a pesar de que habitualmente se acentia con la
edad), ya que esta alteracion puede presentarse en todos los grupos de edad.
Asimismo, tampoco encontramos ningun antecedente meédico pre-infeccidén que hiciera
a unos pacientes mas susceptibles de presentar este acortamiento, ni la severidad del

cuadro infeccioso agudo.

En un subgrupo de pacientes (grupo evolucién), realizamos una medicion del
teldomero en el momento inicial del ingreso y otra al afo del alta. En este subestudio,
examinamos la evolucion de la longitud de los telédmeros en cada paciente respecto a si
mismo. Tras un afo de seguimiento, el analisis de RLT en estos pacientes evidencié un
acortamiento progresivo, confirmando la perdida telomérica a lo largo del tiempo. No
observamos diferencias en las caracteristicas clinicas basales ni en la gravedad de la
infeccion aguda entre los pacientes que presentaron acortamiento telomérico y aquellos
que no. Estos hallazgos sugieren que la infecciéon por SARS-CoV-2 podria ser el
principal factor responsable del acortamiento telomérico observado en esta cohorte de

pacientes.
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En comparacion con lo previamente publicado, en nuestra cohorte hemos
evidenciado que el acortamiento telomérico no constituye un fendmeno que se produce
unicamente en la fase aguda del proceso infeccioso ni en relacién con la respuesta
inflamatoria asociada, sino que persiste en el tiempo. Desde una perspectiva clinica,
este acortamiento podria traducirse en un envejecimiento bioldgico acelerado, con
implicaciones a largo plazo como mayor riesgo de enfermedades crénicas, disfuncion
inmunitaria o susceptibilidad a COVID persistente. Por tanto, la vigilancia del estado

telomérico podria aportar valor prondstico en la recuperacion post-COVID.

Relacién entre la alteracion de la longitud del telédmero con la aparicidon de cambios fibréticos y

su evolucién

Multiples estudios han demostrado que los pacientes con COVID-19 presentan
secuelas pulmonares fibréticas, que en ciertos casos pueden persistir a largo plazo
(121). Por otra parte, se ha relacionado el acortamiento telomérico con enfermedades
fibréticas (39,122), siendo la FPI la mas prevalente y estudiada (123), y varios estudios
también vinculan el acortamiento telomérico con otros tipos de entidades nosoldgicas

relacionadas con el desarrollo de fibrosis pulmonar (18,124).

A la luz de esto, en nuestro estudio nos propusimos analizar la evolucién de la
longitud de los teldmeros en pacientes ingresados por COVID-19 y su relacién con las

secuelas fibréticas radioldgicas 12 meses después de la infeccidn.

En el grupo evolucién, dénde analizamos la perdida telomerica a lo largo del afio
posterior tras la infeccion, observamos que el acortamiento telomérico estaba asociado
exclusivamente a los pacientes que desarrollaron cambios fibréticos. Al dividir la cohorte
segun la presencia o ausencia de estos cambios, solo los pacientes con afectacién
fibrética mostraron una reduccién significativa en la longitud telomérica. Estos
resultados sugieren que el mantenimiento de la integridad telomérica podria
desempenfar un papel protector frente al desarrollo de fibrosis pulmonar tras la infeccion
por SARS-CoV-2.

No se observaron diferencias significativas entre los pacientes con o sin acortamiento
en términos del uso de ventilacién mecanica invasiva (VMI), observandose una mayor
tendencia al uso de VMI en el grupo que no presentd acortamiento. Este hallazgo podria
descartar los cambios fibréticos como secundarios a una posible complicacion del uso

de la ventilacién, aunque insistimos que se trata de una muestra reducida de pacientes.

81



La frecuencia del alelo rs35705950 de MUC5B, reconocido como marcador genético
de predisposicion a fibrosis pulmonar no fue superior a la reportada en la poblacion
general. Esto sugiere que nuestros pacientes no presentaban un riesgo genético previo

asociado al desarrollo de la fibrosis antes de la infeccién por SARS-CoV-2.

Tampoco encontramos diferencias en el acortamiento telomérico entre los grupos de
gravedad, lo que contrasta con lo reportado en otros estudios, donde se ha observado
una asociacién entre el acortamiento telomérico y una mayor gravedad de la infeccion
aguda por COVID-19. (8). Esta discrepancia podria explicarse por el hecho de que todos
nuestros pacientes presentaban un grado elevado de gravedad, son pacientes que han
estado hospitalizados en un servicio de Neumologia, con neumonia bilateral e incluso
requiriendo ingreso en UCI. Por ejemplo, en comparacion con el estudio de Sanchez-
Vazquez et al., todos nuestros pacientes se ubicarian en el grupo 3 de gravedad segun
su clasificacion (pacientes con infiltrados pulmonares > 50%). Ademas, aunque varios
estudios han relacionado la gravedad de la enfermedad con la aparicion de secuelas
pulmonares, también se han documentado estas secuelas en casos leves, posiblemente
debido al papel profibrético del virus (125). Por tanto, el acortamiento telomérico podria
explicar las secuelas pulmonares observadas a largo plazo incluso en pacientes con

formas menos graves de la enfermedad, como han sefalado otros autores.

Proponemos que, mas que la gravedad de la enfermedad, lo que realmente
determinaria las secuelas fibréticas son las alteraciones en la longitud de los telémeros
activada por el SARS-CoV-2, lo que podria explicarse por el posible papel profibrético
del virus en si, sin influencia de otros factores externos descritos, como son el uso de
ventilacibn mecanica, un proceso infeccioso-inflamatorio grave, determinantes
geneéticos como el alelo rs35705950 de MUCSB o la edad avanzada. Por lo tanto, en
nuestra cohorte los cambios fibréticos podrian explicarse mayoritariamente por el
SARS-CoV-2.

Ademas, nuestro estudio demuestra por primera vez una asociacién entre el
acortamiento telomérico y el desarrollo de cambios fibréticos a largo plazo en pacientes
con COVID-19. También observamos que aquellos pacientes que no presentaban
acortamiento telomérico muestran una mejor recuperacién funcional pulmonar. Aunque
aun no es posible determinar cémo evoluciona este acortamiento a largo plazo debido
a la limitacion temporal del seguimiento, estudios previos en enfermedades pulmonares
intersticiales han evidenciado que la reduccién en la longitud telomérica se asocia con
un peor prondstico del paciente, aparicion temprana de fibrosis y menor supervivencia
(10,80).
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Sin embargo, en el grupo completo de pacientes, cuando analizamos la longitud
telomérica relativa al afio respecto al grupo control, no pudimos demostrar una relacion
estadisticamente significativa entre el acortamiento telomérico y la persistencia de
secuelas fibroticas. A pesar de esto, como desarrollaremos a continuaciéon, si
evidenciamos una serie de alteraciones relacionadas con la fisiopatologia de la fibrosis
en estos pacientes. Esto es un aspecto relevante a considerar, ya que en el grupo de
evolucion analizamos el acortamiento telomérico inducido por el SARS-CoV-2 en
comparacion con la longitud telomérica basal de cada individuo, en lugar de medirla en
relacion con personas sanas (como fue el caso del grupo completo). Por tanto, mas que
la presencia 0 ausencia de un teldmero acortado, lo realmente significativo podria ser el
grado de desgaste sobre el teldomero que el virus ha provocado respecto a los niveles
iniciales de cada individuo. Varios estudios sugieren que la tasa de acortamiento
telomérico podria ser un biomarcador mas efectivo para ciertos desenlaces, como la
supervivencia, en comparacion con la longitud telomérica en si. Ademas, se ha visto
que la tasa de acortamiento muchas veces se correlaciona inversamente con la longitud
telomérica inicial, lo que significa que individuos con teldmeros mas largos experimentan
un mayor desgaste (126). Tanto la longitud telomérica como la tasa de acortamiento son
importantes, pero su relevancia puede depender del resultado del proceso bioldgico
especifico que se esté estudiando. La longitud telomérica es un marcador bien
establecido del envejecimiento y del riesgo de enfermedad, mientras que la tasa de
acortamiento puede aportar informacion adicional, especialmente en la prediccién de la
supervivencia y en la comprensién de la dinamica celular. Por consiguiente, en nuestro
estudio, el desgaste telomérico provocado por el virus en el transcurso de un afo, en
comparacion con los niveles basales de cada individuo, podria ser un mejor predictor
de las secuelas fibréticas desarrolladas en ese mismo periodo. En cambio, el
acortamiento telomérico relativo a personas sanas podria estar mas vinculado a
disfunciones celulares persistentes y un mayor riesgo de complicaciones a largo plazo,
lo que resalta la importancia de evaluar ambos parametros para una comprensién mas
completa del impacto del SARS-CoV-2 en el envejecimiento celular y la recuperaciéon

postinfeccion

Nuestros resultados muestran que la infeccidn por SARS-CoV-2 provoca un
acortamiento telomérico significativo un afio después de la infeccion, y que este
fendmeno podria estar relacionado con la aparicion de secuelas a largo plazo. Aunque
nuestra cohorte se compone de pacientes con formas graves de la enfermedad, los
resultados obtenidos ofrecen una base sélida para plantear futuras investigaciones en

poblaciones mas amplias y heterogéneas. La realizacion de investigaciones mas
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amplias podria tener un impacto considerable, especialmente dado el elevado numero
de personas afectadas a nivel global y la importancia del acortamiento telomérico,
considerado uno de los principales mecanismos moleculares del envejecimiento (43).
En este contexto, nuestros hallazgos sugieren que las personas que han sufrido una
enfermedad grave por COVID-19, con neumonia bilateral podrian estar en riesgo de
presentar un envejecimiento celular prematuro, con todas las consecuencias clinicas y
funcionales que ello implica, como una mayor susceptibilidad a enfermedad crénicas
(cardiovasculares, metabolicas, neurodegenerativas, entre otras) y la disminucion de la

capacidad de respuesta inmunitaria (127).

Los estudios de longitud telomérica podrian desempefar un papel clave en la
planificaciéon del seguimiento a largo plazo de los pacientes que han padecido COVID-
19, especialmente aquellos con formas graves de la enfermedad. Se ha observado que
el acortamiento telomérico identificado en las células alveolares tipo Il (ATIl) también se
refleja en los monocitos, lo cual resulta especialmente relevante. Diversos estudios han
demostrado que la longitud telomérica en ambos tipos celulares muestra una fuerte
correlacion, lo que valida el uso de los monocitos como una fuente fiable para esta
medicion (80). Esto respalda la utilidad de la sangre periférica como un modelo
accesible, reproducible y minimamente invasivo para evaluar el envejecimiento celular.
Esta metodologia no solo facilita la monitorizacién longitudinal en la practica clinica, sino
que también podria integrarse como biomarcador prondstico para un seguimiento
personalizado. En este sentido, nuestro enfoque metodoldgico representa un buen
modelo y es clinicamente aplicable para la evaluacién del impacto molecular a largo

plazo de la infeccién por SARS-CoV-2.

En nuestros datos existen unas limitaciones importantes que deben ser tenidas en
cuenta. En primer lugar, el tamafio de la muestra es reducido, ya que unicamente se
pudo analizar la longitud telomérica al inicio y al afio de evoluciéon en un numero limitado
de pacientes. Ademas, la cohorte esta compuesta exclusivamente por pacientes que
tuvieron una forma grave de la enfermedad, con ingreso hospitalario debido a neumonia
bilateral. Esto limita la posibilidad de generalizar los resultados a la poblacién general
de pacientes con COVID-19, especialmente aquellos con formas leves o moderadas de

la infeccion.

En definitiva, nuestros resultados sugieren que el acortamiento telomérico inducido
por el SARS-CoV-2 podria constituir un factor clave en la aparicion de secuelas a largo
plazo, mas alla de la gravedad inicial de la enfermedad o de otros factores de riesgo

conocidos. Este hallazgo refuerza la idea de que la COVID-19 no solo desencadena un
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proceso inflamatorio agudo, sino que puede dejar una huella molecular duradera que
contribuye al envejecimiento celular y a la disfuncion tisular. Hemos demostrado que la
evaluacion de la longitud telomérica a través de meétodos accesibles como la medicion
en sangre periférica es una técnica con gran valor tanto para la investigacién como para
la practica clinica. Aunque sera necesario validar estos hallazgos en cohortes mas
amplias y heterogéneas, nuestro estudio ofrece una base robusta con un modelo
metodologico reproducible para la caracterizacion del impacto molecular a largo plazo
del SARS-CoV-2.

Analisis de funcidn mitocondrial en leucocitos y su posible correlacion con la longitud telomérica

y con la fibrosis pulmonar.

Las secuelas mas frecuentemente descritas tras la COVID-19 son los cambios
fibréticos persistentes (128,129). Sin embargo, hay otras alteraciones producidas a nivel
celular que también han sido descritas, como el acortamiento telomérico o el estrés
oxidativo (130). Aunque menos descrita, la disfuncion mitocondrial también ha sido
estudiada, y se hipotetiza que es la causa de los conocidos “sindromes post-COVID-19”
(131).

Cuando analizamos las proteinas mitocondriales en las muestras de pacientes tras
dos afnos después de la infeccion aguda, encontramos alteraciones en varias de ellas
comparadas con sujetos sanos. Algunas de estas proteinas estan relacionadas con el
estrés oxidativo, el cual ha sido ampliamente reconocido como elemento clave en las
infecciones virales (132), y especificamente, en la COVID-19 (133). También, en el
sindrome post-COVID-19, se han descrito alteraciones en el metabolismo de los acidos
grasos (134), con un incremento de la glucolisis. En nuestro estudio hemos observado
un aumento de las concentraciones de proteinas relacionadas con la glucolisis en
pacientes comparado con controles. Asimismo, se ha descrito que esta hiperglucdlisis
conduce a un incremento de produccion de citoquinas proinflamatorias y ROS. En
consonancia con este mecanismo, en nuestros pacientes también hemos observado un
incremento de los metabolitos del NADPH, lo que sugiere una activacién del
metabolismo oxidativo. Este fendmeno podria estar vinculado al dafio mitocondrial
indirecto producido por el SARS-CoV-2, el cual se ha relacionado con la interaccién del
virus con el receptor de la enzima convertidora de angiotensina Il (ACE2). Cuando las
células se infectan, se produce una disminucion de la expresion de este receptor, lo que

conlleva la sobreexpresion de la angiotensina Il y su unién a los receptores de ACE.
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Esta interaccion aumenta la actividad de la NADPH oxidasa, causando asi un

incremento de la produccion de ROS (135).

Los niveles de IL-6 han sido cruciales en la fisiopatologia de la COVID-19,
encontrando niveles mas elevados en los pacientes mas graves (136), como es el caso
de nuestro estudio. La relevancia de los niveles de IL-6 ha sido tal que incluso se han
utilizado para decidir o guiar el tipo de tratamiento a seguir (137). Algunos estudios han
planteado la hipdtesis de que niveles elevados de IL-6 podrian actuar como
desencadenantes de una respuesta redox, promoviendo la generacién de especies
reactivas del oxigeno, lo que a su vez contribuiria a la disfunciéon mitocondrial (131). Un
incorrecto funcionamiento de la mitocondria perpetuaria el estado de estrés oxidativo,

favoreciendo un circulo vicioso de inflamacion crénica y dano oxidativo sostenido (138).

s

IL-6

Oxidative stress,
ROS production

Figura 14 | Representacion de la secuencia patoldgica en la COVID-19: aumento de reactantes de fase
aguda, induccion de estrés oxidativo y dafio mitocondrial. La imagen representa la secuencia patoldgica
observada en pacientes COVID-19, en la que se produce una elevacidon de reactantes de fase aguda,
destacando la interleucina-6 (IL-6). Esta respuesta inflamatoria contribuye a un aumento del estrés
oxidativo, lo cual favorece el dafio mitocondrial, implicando una disfuncién celular que puede agravar el
estado clinico del paciente

COVID-19: Coronavirus disease 2019; IL6: Interleuquina-6

En estudios post-mortem en pulmones de pacientes fallecidos por la COVID-19 se
ha observado un incremento de la respuesta inflamatoria, estrés oxidativo y dano

mitocondrial (139-141). En nuestro estudio hemos evidenciado que los pacientes
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COVID-19 presentaban niveles elevados de IL-6 durante la hospitalizacion, promovida
por la infeccion con el SARS-CoV-2, ademas de alteraciones a largo plazo en proteinas
que determinan la correcta funcion mitocondrial. (Figura 14). Asimismo, detectamos
una relacion entre la inflamacion sistémica en fase aguda, medida por IL-6 y periostina,
y la persistencia de la disfuncion mitocondrial que persiste a largo plazo después de la
infeccion. Esta transicion desde la inflamacion aguda hacia un estado de estrés
oxidativo crénico podria representar un mecanismo clave en la progresion hacia fibrosis,

fendmeno descrito también en enfermedades pulmonares crénicas.

Nuestros hallazgos refuerzan la hipétesis de que la disfuncion mitocondrial inducida
por el SARS-CoV-2 junto con el acortamiento telomérico constituyen mecanismos clave
en la fisiopatologia de las secuelas pulmonares a largo plazo, en particular en la
aparicion de cambios fibréticos persistentes. El dafio mitocondrial induce la produccion
de mitoquinas, que son moléculas de respuesta al estrés celular, cuyas alteraciones se
han vinculado a procesos de envejecimiento acelerado (142). En nuestra cohorte,
observamos diferencias en los niveles de proteinas mitocondriales, como ETFB y PKM,
en pacientes con acortamiento telomérico severo (por encima del percentil 90), y estas
mismas proteinas permitieron distinguir entre pacientes con y sin cambios fibréticos
radiolégicos, lo que sugiere su valor como biomarcadores diferenciales. La fibrosis
pulmonar, el acortamiento telomérico y la disfuncién mitocondrial se interrelacionan en
un ciclo patolégico que agrava la progresion de enfermedades pulmonares (143). Se ha
descrito que el acortamiento telomérico puede inducir estrés oxidativo y alterar la funcién
mitocondrial, reduciendo la capacidad celular para mantener la homeostasis energética
(144). Esta disfuncion mitocondrial conlleva una sobreproduccién de especies reactivas
de oxigeno, que contribuyen a la inflamacion crénica y al dano tisular, perpetuando el

ciclo de fibrosis y deterioro pulmonar.

En este contexto, nuestros resultados apuntan a un posible modelo fisiopatolégico
compartido entre la fibrosis pulmonar post-COVID-19 y la fibrosis pulmonar que se
observa en las enfermedades intersticiales como la FPI, ya que ambas entidades
comparten factores de riesgo como edad avanzada, sexo masculino y comorbilidades
asociadas (145). En nuestro grupo de pacientes observamos una correlacion entre
niveles bajos de ACO1 (una proteina sensible al estrés oxidativo y reguladora del
metabolismo del hierro) y un mayor acortamiento telomérico, lo que coincide con
hallazgos descritos en estudios experimentales en los que se ha visto que esta proteina
parece tener un rol significativo en la fisiopatologia de la FPI (146,147). Esta relacion

afiade peso a la idea de una fisiopatologia convergente entre ambas entidades.
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Otro hecho relevante fue que la disfuncién mitocondrial persiste largo tiempo después
del aclaramiento del virus de los tejidos, lo que podria explicar algunos de los sintomas
prolongados observados en pacientes con “Long COVID-19”. De hecho, la disfuncién
mitocondrial se reconoce como uno de los posibles mecanismos para el desarrollo de
esta condicion (148), por lo que entender los metabolitos implicados puede abrir nuevas
vias para su diagnéstico y tratamiento. En este sentido, la medicion de biomarcadores
de disfuncion mitocondrial podria desempefiar un papel relevante en la deteccion precoz
y en la monitorizacion de las secuelas cronicas post- COVID-19, asi como en la

identificacion de pacientes con mayor riesgo de desarrollar “Long COVID-19”.

Un aspecto destacable de nuestro estudio es que las alteraciones mitocondriales
detectadas a partir de muestras sanguineas fueron similares a las descritas en estudios
realizados en células obtenidas directamente de biopsias pulmonares, lo que valida el
uso de sangre periférica como herramienta accesible y menos invasiva para el estudio

de estas alteraciones en la practica clinica.

Biomarcadores de inflamacidn y fibrosis pulmonar y su correlacién con la longitud telomérica y

las secuelas pulmonares

La fibrosis pulmonar es una condicidén crénica caracterizada por la disfuncion de
mecanismos de reparacion tisular, que producen un depodsito excesivo de matriz
extracelular con pérdida progresiva de la funcién pulmonar. Es el desenlace final de
muchas enfermedades con etiologias distintas, como son las enfermedades
intersticiales, dentro de las que estan la FPI, las secundarias a enfermedades
autoinmunes o a téxicos pulmonares, etc. La prediccion temprana de la fibrosis antes
de la aparicion de manifestaciones clinicas evidentes sigue siendo un desafio.
Actualmente, la investigacion se centra en la identificacion de biomarcadores
moleculares que reflejan etapas subclinicas del proceso fibrético, entre los que se

incluyen algunas citoquinas, proteasas de matriz extracelular y factores de crecimiento.

En este contexto, en nuestro estudio analizamos en sangre periférica biomarcadores
de fibrogénesis descritos en la fibrosis pulmonar, sobre todo en FPI, y analizamos su
relacion con las secuelas funcionales y radiolégicas a los 12 meses de la neumonia
bilateral COVID-19.

Encontramos diferencias entre grupos de severidad a los 2 meses en los niveles de

periostina y MMP-7. Sin embargo, solo la periostina a los 2 meses fue capaz de predecir
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la presencia de secuelas fibréticas y funcionales (alteracién de la DLCO) a los 12 meses.
La persiotina es una proteina de matriz extracelular que ejerce su funcion uniéndose a
moléculas de integrina en la superficie de las células diana (149). Por tanto, es una
proteina esencial para la cicatrizacion de heridas, estabilizando el entrecruzamiento de
colageno (150), y la mediacion en la remodelacién del tejido (151). La medicién de los
niveles basales de periostina en pacientes con FPI se ha propuesto como un buen
biomarcador de progresién de enfermedad, porque hay un aumento de sus
concentraciones en plasma en pacientes con una FPI progresiva, lo que refleja la
presencia de areas de fibrosis activas en los pulmonares (84,87). Como en la FPI, el
SARS-CoV-2 induce un dafno directo sobre el epitelio alveolar, produciendo una
liberacion de mediadores de inflamacion y disrupcion de la membrana basal a través de

la MMP, para permitir el acceso de células inflamatorias al foco de la herida (121).

Algunos estudios han encontrado concentraciones elevadas de periostina en los
pulmones y la sangre de pacientes con COVID-19 severo. En una muestra pequena de
pacientes con COVID-19 severo, Zeng et al. (152) demostraron aumento de factores
extracelulares en el lavado broncoalveolar (incluyendo la periostina), en comparacion
con pacientes con COVID-19 no severo. Otro estudio demostré que las concentraciones
de periostina en sangre obtenidas al ingreso fueron significativamente elevadas en
pacientes con COVID-19 comparadas con gente sana y que las concentraciones de
periostina persistian elevadas al mes del ingreso, en pacientes con COVID-19 severo
(153).

En cuanto a su papel como biomarcador de secuelas pulmonares, nuestros
resultados demuestran una asociacién significativa entre las concentraciones de
periostina medidas a los 2 meses post-infeccion y la presencia de secuelas fibréticas
detectadas en la TCAR, asi como con alteraciones persistentes en la DLCO observadas
a los 12 meses. Este hallazgo posiciona a la periostina como un potencial predictor

temprano de dafio pulmonar a largo plazo tras la infeccién por SARS-CoV-2.

Actualmente no hay datos sobre la evolucidn de la periostina y otros biomarcadores
tras un afio de infeccién por el SARS-CoV-2. Nuestra hipétesis es que los cambios en
los valores de periostina son debidos a la relacién temporal con el dafio tisular agudo
causado por el virus. Aunque las concentraciones de periostina permanezcan elevadas
en el grupo severo a los 2 meses de la enfermedad, la infeccién aguda ha resuelto por
completo al afio, y los valores de periostina del grupo 2 de severidad, se reducen a mas

del 50%, equiparandose con las del grupo de menos severidad. Sin embargo, el dafio
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tisular ya se ha establecido, por lo que las lesiones fibréticas resultantes permaneceran

visibles, a pesar de la normalizacion de biomarcador.

Durante el seguimiento de nuestra cohorte, detectamos que un 25% de los pacientes
desarrollaron cambios fibréticos tras la COVID-19. No obstante, estas secuelas
permanecieron estables durante el periodo de seguimiento del estudio, sin presentar
evidencia de cumplir criterios de enfermedad fibrética progresiva, por el momento.
Debido al horizonte temporal del estudio, no conocemos cual sera la evolucién de estas
alteraciones a largo plazo. Ignoramos si estos cambios fibréticos podrian desencadenar
una fibrosis pulmonar progresiva verdadera. Biomarcadores como la periostina podrian
hipotéticamente guiarnos sobre qué pacientes seguir a largo plazo, ya que unos niveles
elevados han demostrado estar relacionada con la persistencia de secuelas fibréticas a

los 12 meses.

En conclusion, algunos biomarcadores, obtenidos a los 2 meses del alta hospitalaria,
estan relacionados con la severidad de la COVID-19; sin embargo, solo los niveles de
periostina a los 2 meses podrian predecir de manera temprana la presencia de secuelas

pulmonares radiolégicas y funcionales a los 12 meses.

Con nuestros resultados hemos evidenciado que la infeccion por SARS-CoV-2
produce un acortamiento telomérico independiente de la edad, un efecto que persiste al
menos un afno tras la fase aguda, y que podria contribuir al envejecimiento acelerado.
Adicionalmente, hemos encontrado una correlacién entre la presencia de secuelas
fibréticas al afio de la infeccion y el acortamiento telomérico de los pacientes respecto a
su longitud inicial. Asimismo, identificamos la periostina y la IL-6 como biomarcadores
clave en la fase aguda de la infeccion, que nos sirven como predictores de secuelas
fibroticas a largo plazo y posiblemente relacionadas con mecanismos inflamatorios
compartidos en las enfermedades intersticiales. Ademas, observamos que estos
marcadores de fase aguda también se asocian con una disfunciéon mitocondrial
prolongada, lo cual, a su vez, se relaciona con el acortamiento telomérico y las secuelas
fibréticas. Todos estos hallazgos refuerzan la necesidad de definir mejor el “long-
COVID-19” y sugieren el potencial de biomarcadores no invasivos, como los obtenidos
en nuestro estudio en sangre periférica, abriendo nuevas posibilidades diagnésticas y
prondsticas para el manejo de las secuelas post-COVID-19 con potencial uso en otras

patologias pulmonares con mecanismos fisiopatoldgicos similares.
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CONCLUSIONES FINALES
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La infeccién por SARS-CoV-2 induce un acortamiento telomérico, en los
leucocitos de sangre periférica, independientemente de la edad. Este efecto
persiste al menos un afo tras la infeccion, y sugiere un impacto duradero a nivel
celular, con posibles implicaciones en el envejecimiento acelerado y la

vulnerabilidad a enfermedades cronicas.

El acortamiento sostenido de la longitud de los telébmeros por el SARS-CoV-2,
incluso un afo después de la infeccién, se asocia directamente con la presencia
de secuelas pulmonares de caracter fibrotico. Por tanto, el mantenimiento de la
integridad telomérica podria desempenar un papel protector frente al desarrollo

de fibrosis pulmonar en el contexto post-COVID-19.

La periostina ha demostrado ser un predictor temprano de dafio pulmonar a largo
plazo tras la infeccion por SARS-CoV-2. Su identificacion precoz facilitaria
estrategias preventivas o terapéuticas dirigidas a minimizar el daino pulmonar
residual. Dado que la persiostina también esta implicada en la patogénesis de la
FPI y otras enfermedades intersticiales, su papel en la COVID-19 indicaria un

mecanismo inflamatorio y profibrético compartido.

Se ha evidenciado una relacién entre los marcadores de fase aguda (periostina
e IL-6) y una disfuncion mitocondrial persistente, lo que sugiere una alteracion

prolongada del metabolismo celular tras la infeccion por SARS-CoV-2.

Existe una correlacion inversa entre los niveles de aconitasa ACO1 y la longitud
telomérica en pacientes con fibrosis. Esto refuerza la existencia de un eje
patogénico comun entre la disfuncion mitocondrial, el acortamiento telomérico y
el desarrollo de secuelas fibréticas. Asi, la desregulacion mitocondrial seria un

factor determinante en la progresiéon del dafo pulmonar crénico post-COVID.
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