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RESUMEN

Introduccion: El virus de SARS-CoV-2 es un virus ARN monocatenario procedente de la
familia Coronaviridae, de reciente descubrimiento, que ocasioné una pandemia global
provocando muchas muertes en todo el mundo. Este tipo de virus entra en las células que
finalmente seran infectadas gracias a las enzimas ACE2, TMPRSS2, furinay NRP-1. Dentro
de la variedad de sintomas de esta enfermedad se encuentra la disfuncion olfatoria y la

disgeusia, que se han categorizado dentro de las afectaciones leves.

Justificacion: La aparicion de esta enfermedad genera un amplio campo de estudio en cuanto
a la patogenia, clinica, diagnostico y tratamiento, por lo que se necesitan estudios que
analicen este virus con el fin de encontrar métodos preventivos y tratamientos que consigan

hacer frente al SARS-CoV-2.

Objetivos: El objetivo de este proyecto es realizar una cuantificacion relativa de la expresion
de la ACE2, TMPRSS2, furina y NRP1 en el epitelio nasal o faringeo de pacientes
diagnosticados de COVID-19 y correlacionarlo con la gravedad de la enfermedad segun la
Escala de la Gravedad propuesta por la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), la
disgeusia y la disfuncion olfatoria, asi como valorar este ultimo sintoma comparandolo con
variables demogréficas (edad, sexo y raza), clinicas (estancia en UCI, tabaco, HTA, DM y

asma) y analiticas (carga viral, dimero D, grupo sanguineo y gen 2DS4).



Material y métodos: Se realizd un estudio analitico observacional transversal y
multicéntrico, con una muestra de 104 pacientes procedentes de la Regién de Murcia que
padecieron la enfermedad por COVID-19 en el afio 2020. Se empleo la prueba de Shapiro-
Wilk y modelos lineales con distribucidon binomial para explorar las asociaciones entre el
ndmero de receptores y su estatus con la necesidad de ventilacion mecénica, presentar
disfuncion olfatoria y disgeusia. Para la comparacion de la disfuncion olfatoria con las
variables previamente mencionadas se realizo la prueba exacta de Fisher para las variables

cualitativas y un andlisis de regresion logistica binaria para las variables cuantitativas.

Resultados: Ninguno de los receptores analizados mostraron resultados significativos
respecto a la gravedad, excepto los valores medios de ACE2 y NRP1, que se asociaron a una
enfermedad leve. Tampoco se obtuvieron hallazgos significativos en la asociacion de los
cuatro receptores y la presencia de disfuncion olfatoria y disgeusia. Las mujeres, los jovenes

y los normotensos presentaron mayor grado de disfunciéon olfatoria.



Discusidn: Los resultados sugieren que no hay significancia estadistica entre el nimero de
receptores nasales y la gravedad de la enfermedad por COVID-19 que podria verse afectado
por el tamafio muestral, aunque algunos hallazgos tiendan a relacionarse con el aumento de
gravedad al hacerlo el nimero de receptores, como la furina. ACE2 y NRP1 mostraron una
asociacion estadisticamente significativa en la probabilidad de padecer una enfermedad leve,
en contra de los hallazgos referenciados en la literatura. En cuanto a la disfuncion olfatoria y
disgeusia, al no obtener resultados concluyentes, no podemos afirmar que estos receptores
sean clave para el desarrollo de estos sintomas, aunque esto podria verse afectado por otros
factores externos no analizados en nuestro estudio. Al analizar la disfuncién olfatoria en
nuestra muestra, se observé una menor incidencia en hombres, personas mayores e

hipertensos, coincidiendo con estudios previos.

Conclusiones: Los valores medios de ACE2 y NRP1 resultaron ser factores protectores
frente a la gravedad del COVID-19. En la disfuncidn olfatoria no se obtuvieron hallazgos
significativos comparandolos con variables sociodemograficas, clinicas y analiticas que
pudieran estar relacionadas con la aparicion de este sintoma, excepto en personas
normotensas, el sexo femenino y ser joven, que resultaron ser mas prevalentes en los

pacientes con disfuncién olfatoria.



ABSTRACT

Introduction: The SARS-CoV-2 virus, a single-stranded RNA virus from the Coronaviridae
family. It triggered a global pandemic, leading to a significant number of deaths worldwide.
This virus enters infected cells through interactions with the ACE2, TMPRSS2, furin, and
NRP1 enzymes. Among the symptoms, olfactory dysfunction and dysgeusia have been

identified, which are generally categorized as mild manifestations of the disease.

Justification: The recent discovery of SARS-CoV-2 has led to substantial uncertainly
regarding its pathogenesis, symptoms, diagnosis, and treatment. Therefore, it is crucial to
conduct new studies about this virus to develop effective preventive measures and treatments

against COVID-19.

Objective: The goal of this study is to quantify the levels of the expression of ACE2,
TMPRSSS2, furina and NRP1 levels in the nasal or oropharyngeal epithelium in patients
who had COVID-19 and correlate with disease severity as proposed by the WHO Severity
Scale. Also, we compared these receptors with olfactory disfunction and dysgeusia. As well
as assess the prevalence of olfactory dysfunction and some demographical (age, sex and
raze), clinical (ICU, smoke status, HTA, DM, asthma) and analytic variables (viral load,

dimer D, blood group and 2DS4 gen).



Material and methods: A cross-sectional observational analytical and multicentric study
was carried out with a sample of 104 patients from the Region of Murcia who had COVID-
19 disease in 2020. We made the Shapiro-Wilk test and linear models with binomial
distribution were implemented to explore the associations of the expression of receptors and
status with the need for mechanical ventilation, presenting olfactory disfunction or dysgeusia.
To compare olfactory dysfunction with the variables previously mentioned, the Fisher test
was performed for the qualitative variables and a logistic regression analysis test for the

quantitative variables.

Results: The results suggest that there is no significant association between the expression
levels of receptors and disease severity, except for the average ACE2 and NPR1 values,
which play a protective role against the disease according to our study. No significant
findings were observed concerning the comparison in terms of the comparison of these four
receptors with the presence of olfactory dysfunction and dysgeusia. In our sample, significant
differences were observed in terms of normotension, female sex, and younger patients

comparing with and without olfactory dysfunction.



Discussion: Most results suggest a lack of statistical significance between the expression
levels of nasal receptors and COVID-19 disease severity, which could be affected by sample
size. However, some findings indicate a trend towards increased severity with higher receptor
expression, such as furin. ACE2 and NRP1 demonstrated a statistically significant
association in the probability of being protective factors of COVID-19 severity, against the
literature. We did not obtain conclusive results for olfactory dysfunction and dysgeusia,
suggesting that these receptors may not be the sole factors in the development of these
symptoms. Regarding olfactory dysfunction in our analysed patients, a lower incidence was

observed in hypertension, older and male sex, according to the literature.

Conclusion: Mean values of ACE2 and NRP1 were found to be protective factors against
COVID-19 severity. In olfactory dysfunction, no significant findings were obtained
comparing them with sociodemographic, clinical and analytic variables that could be related
to the occurrence of this symptom, except in normotensive people, youth and female gender,

which were more prevalent in patients with olfactory dysfunction.
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Figura 70. Estatus de niveles de ACE2 y disgeusia sin usar técnicas de imputacion multiple.

Figura 72. Estatus de niveles de TMPRSS2 y disgeusia sin usar técnicas de imputacion
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ABREVIATURAS
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ABREVIATURAS

2DS4: Gen de receptor de células Natural Killer.

ACEZ2: Enzima convertidora de angiotensina-2.

ADNCc: acido desoxirribonucleico.

Ag: Antigeno.

ARN: &cido ribonucleico.

ARNmM: acido ribonucleico mensajero.

BAST-24: test ssensorial validado sobre la capacidad olfativa y gustativa.

BPC: Buena Practica Clinica.

CEIm: Comité Etico investigador Médico.

ClI: intervalo de confianza.

DM: Diabetes Mellitus.

dNTPs: High-quality deoxynucleotide triphosphates.

EE. UU.: Estados Unidos.

16



Ana Maria Piqueras Sanchez

EPOC: Enfermedad Pulmonar Obstructiva Crénica.

EMA: Agencia Europea de Medicamentos

FCS: furin cleavage site (sitio de anclaje de la furina).

FDA: Administracion de Alimentos y Medicamentos de los Estados Unidos.

FR: Frecuencia respiratoria.

FiO2: fraccion inspirada de oxigeno.

GADPH: gen Glyceraldehyde phosphate dehydrogenase.

19G: Inmunoglobulina G.

IgM: Inmunoglobulina M.

IL-6: Interleukina 6.

IMIB: Instituto Murciano de Investigacion Biosanitaria

MgClz: cloruro de magnesio.

Nm: nandmetro.

NRPLZ1: Neuropilina-1.
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OMS: Organizacién Mundial de la Salud.

OR: odds ratio.

p: significancia estadistica.

PaO2: Presion parcial de oxigeno.

PCR: reaccion en cadena de la polimerasa.

QOD-NS: Questionnaire of Olfactory Disorders - Negative Statements.

RAAS: renina-angiotensina-aldosterona.

REF: Referencia.

RI: Rango intercuartilico.

RMN: Resonancia Magnética Nuclear.

RT: retrotranscripcion.

RX: Radiografia simple de Rayos X.

SDRA: sindrome de distrés respiratorio agudo.

SNC: Sistema Nervioso Central.
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StRf: satellite tracking toolkit for radio observations.

TAC: Tomografia Axial Computarizada.

TMPRSS2: Proteasa-serina transmembrana 2.

UCI: Unidad de Cuidados Intensivos.

VOC: variante de preocupacion.

VOHC: variante de gran consecuencia.

VOI: Variante de interés.
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1. INTRODUCCION
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1. INTRODUCCION

1.1. ENFERMEDAD POR COVID-19

1. Microbiologia

Coronavirus 2 es un virus ARN (&cido ribonucleico) monocatenario procedente de
la familia Coronaviridae del orden Nidovirale y subfamilia Orthocoronavirinae, las cuales
comparten una serie de caracteristicas como: genomas virales muy largos, tienen una
capacidad de replicacién muy elevada, poseen muchas propiedades enzimaticas y cuentan
con una amplia variedad de abanico ribosdmico gracias a la gran cantidad de genes no

estructurales que poseen (1).

La familia Coronaviridae incluye mas de 24 especies, clasificadas con las letras a, f,
Ly 4. Sin embargo, solamente las o y las 3 pueden ser patdgenas con respecto a los humanos
y mamiferos (2). Coronavirus 2 pertenece a la familia p de los Coronaviridae, al igual que el
SARS-CoV (diagnosticado en China en 2002) y MERS-CoV (diagnosticado en la Peninsula
Arabica en 2012), los cuales provocaron dos grandes brotes en sus respectivos afios de
descubrimiento (1,3,4). Debido a la gran viabilidad de infectar a diferentes tipos de huéspedes

y su gran diversidad genética, da lugar a que surjan numerosas mutaciones de este virus (5).

Este Coronavirus es el responsable de la enfermedad COVID-19, diagnosticada por
primera vez en Wuhan (China) en el afio 2019 (3,6).
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En la actualidad existen 6 tipos de Coronavirus que producen un sindrome respiratorio
agudo: HCoV-229E, HCoV-0OC43, HCoV-NL63, HCoV-HKU1, SARS-CoV y MERS-CoV.
Los cuatro primeros producen un sindrome mucho menos lesivo que el SARS-CoV, MERS-

CoV y el SARS-CoV-2 (2).

Actualmente, han sido detectadas numerosas variantes desde el inicio de la pandemia
del SARS-CoV-2. Estas variantes poseen un mecanismo de patogenicidad similar, sin

embargo, son diferentes en cuanto al grado de virulencia y de contagiosidad.

Estas se pueden clasificar dependiendo del riesgo que conlleve para la salud publica

en (7):

- Variante bajo monitoreo (VBM): Aquellas con un impacto alto sobre la salud pero
gue ya no se detectan o circulan a niveles muy bajos. No presenta apenas riesgo para la
salud publica.

- Variante de interés (VOI): son aquellas con modificaciones genéticas en la union al
receptor, con una menor eficacia frente a los anticuerpos o a los tratamientos. Aumentan
considerablemente la proporcién de casos.

- Variante de preocupacion (VOC): Variantes con una mayor transmisibilidad con
aumento de casos graves. Generan una menor efectividad de los tratamientos y/o vacunas.
Son las que méas estan monitorizadas y las que mayor riesgo conllevan.

- Variante de gran consecuencia (VOHC): evidencia clara de un impacto significativo
en las medidas de prevencién, diagndstico y tratamiento del COVID-19. Estas variantes

pueden causar una reduccion significativa en la efectividad de las vacunas, un incremento
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en la virulencia o cambios en la presentacion clinica de la enfermedad y una disminucion
de la efectividad de los tratamientos disponibles. Actualmente no hay variantes clasificadas

bajo esta categoria.

Tabla 1. Variantes del COVID-19.

Estado
Actual

Fecha de Designacion

Variante Linaje Pango

VOC: 29 de diciembre de 2020, VBM: 21 de septiembre

Alfa B.1.1.7yQ VBM de 2021
Beta B.1.3§1 y VBM VOC: 29 de diciembre de 2020, VBM: 21 de septiembre
descendientes de 2021
Gamma | P.1y descendientes VBM VOC: 29 de diciembre de 2020, VBM: 21 de septiembre
de 2021
Delta B.lbl7.2y VBM VOC: 15 de junio de 2021, VBM: 14 de abril de 2022

descendientes

VOC: 19 de marzo de 2021, VOI: 26 de febrero de 2021,
VBM: 21 de septiembre de 2021
VOI: 26 de febrero de 2021, VBM: 21 de septiembre de

Epsilon B.1.427y B.1.429 VBM

Eta B.1.525 VBM 2021
lota B.1526 VBM VOI: 26 de febrero de 2021, VBM: 21 de septiembre de
2021
Kappa B.16171 VBM VOI: 7 de mayo de 2021, VBM: 21 de septiembre de
2021
Omicron B11529y VOC VOC: 26 de noviembre de 2021

descendientes

VOI: 26 de febrero de 2021, VBM: 21 de septiembre de

Zeta P.2 VBM 2021
Mu B.1.621, B.1.621.1 VBM VBM: 21 de septiembre de 2021
Flirt X.1.5 VBM VBM: 15 de mayo de 2024

VOC: Variante de preocupacion; VOI: Variante de interés; VBM: Variante bajo monitoreo.

Fuente: Centro para el control y la Prevencion de Enfermedades (https://espanol.cdc.gov/coronavirus/2019-

ncov/variants/variant-

classifications.html?CDC_AA_refVal=https%3A%2F%2Fwww.cdc.gov%2Fcoronavirus%2F2019-

ncov%2Fvariants%2Fvariant-info.html) (7)
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1.1.1.1. Espicula o glicoproteina S

Los Coronavirus son virus ARN de cadena positiva que presentan espiculas o
peplomeros en su envoltura, con un tamafio de 80-160 nm (nanémetros). La espicula o
glicoproteina de pico (S), es la que aporta la caracteristica forma de corona. Esta proteina se
encuentra dividida por dos subunidades, la S1y la S2, las cuales se subdividen en 3 dominios
(A, By C). Dependiendo del tipo de Coronavirus, predominard mas una subunidad que otra,

como, por ejemplo, en el SARS-CoV y SARS-CoV-2 predominan el dominio B (2).

Las mutaciones correspondientes al dominio de unién al receptor (RBD) de la
espicula (S) genera muchas diferencias a la hora de interaccionar con diferentes receptores,
como la ACE2 (enzima convertidora de angiotensina), siendo cruciales 6 aminoacidos del

RBD para establecer la correcta union con diferentes receptores (8).

Nucleocapsid protein

% ——— Envelope glycoprotein (E)
RNA
’ — s Spike protein (S)

Membrane glycoprotein (M)

Lipid bilayer

Figura 1. Estructura del SARS-CoV-2.

Fuente: Ullah H, Ullah A, Gul A, Mousavi T, Khan MW. Novel coronavirus 2019 (COVID-19) pandemic outbreak: A comprehensive
review of the current literature. Vacunas. mayo de 2021;22(2):106-13. (9)
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1.1.1.2. Patogénesis

El SARS-CoV-2 penetra en la célula mediante la unidon con sus receptores
especificos. En el caso del MERS-CoV, se une con el receptor DPP4, sin embargo, el SARS-

CoV y SARS-CoV-2 se unen especificamente a la ACE2 y al CD90L (2,4,10).

Las subunidades S1 (se encarga de la union con el receptor) y S2 (facilita la fusion de
la membrana de la célula del huésped y el virus) de la proteina S del SARS-CoV-2 contienen
4 aminodcidos que permiten la introduccion de la enzima furina, la cual proporciona un fuerte
anclaje de la proteina S y la encima convertidora de angiotensina (ACE2) (2,11). Esta union
proporciona una afinidad 20 veces mayor con su receptor en comparacion con el SARS-CoV,
lo que explica que sea menos transmisible que el SARS-CoV-2 y que el aumento de la
expresion de ACE2 puede proporcionar una mayor susceptibilidad a la entrada de este Gltimo

virus (9,12).

Los ultimos estudios también destacan la neuropilina (NRP1) como receptor
importante a la hora de la transmision del virus, aunque no esta del todo clara su funcién en
la patogenia del SARS-CoV-2 pero impresiona de unirse a la ACE2 y favorecer la entrada
del virus al organismo. La NRP1 parece estar implicado en varios aspectos del proceso
infectivo, incluida la posible propagacion a través del bulbo olfativo y el sistema nervioso

central (SNC), asi como el aumento de la expresion del virus en los pulmones (13,14).

Una vez establecida la union con su receptor, la nucleocapside y el ARN mensajero

penetran en el citoplasma de la célula huésped gracias a la protedlisis realizada por la proteina
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serina transmembrana tipo 11 (TMPRSS2) mediante endocitosis o de forma directa a través
del receptor (15). Para que todo este mecanismo se produzca es necesario el anclaje de la

furina con la espicula (S) (16,17).

El ARN introducido comienza a crear numerosos tipos de enzimas que son procesadas
por las ARN polimerasas. Dichas enzimas son: proteina de envoltura (E), la proteina de la
membrana (M), la proteina de la nucleocépside (N), la espicula (S), la hemaglutinina-esterasa
(HE) y otras varias proteinas. Estas son las que permiten introducir el genoma virico en la
membrana de Golgi o en el reticulo endoplasmaético. Finalizando el proceso, las enzimas
preformadas, junto con la nucleocépside, comienzan a formar el nuevo virus, el cual se libera

por exocitosis o fusion con la membrana plasmatica (1,2,9).
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Figura 2. Patogénesis del SARS-CoV-2.

Fuente: Margaret Kielian ,Enhancing host cell infection by SARS-CoV-2.Science370,765-766(2020).DO1:10.1126/science.abf0732
(18)

2. Origen

El Coronavirus fue diagnosticado por primera vez en los afios 60. Si bien es cierto
que el origen del SARS-CoV-2 no esta del todo claro, la hipdtesis mas aceptada fue que el
virus se transmitié6 mediante el contagio de un huésped intermediario al ser humano. La
mayoria de los casos registrados en Wuhan en diciembre de 2019 tenian en comun el haber
estado en el mercado chino de Huanan de dicha ciudad donde se vendia aves de corral,
serpientes, murciélagos y otros animales de granja (1).
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El SARS-CoV y MERS-CoV actlan de forma similar al SARS-CoV-2, afirmandose
en la literatura que su origen procede de los murciélagos, por lo que la hipdtesis mas apoyada
es que el SARS-CoV-2 también derivase de dicho mamifero. Sin embargo, el SARS-CoV y
MERS-CoV suelen trasmitirse mediante huéspedes intermediarios como los camellos, antes

de contagiar a los humanos, por lo que también podria plantearse dicha procedencia.

Los ultimos estudios publicados afirman que en pangolines de Malaya se encontraron
numerosas coincidencias gendmicas con respecto SARS-CoV-2, coincidiendo el genoma en
un 90,55-91,02% (4,9,19), por lo que las nuevas hipdtesis sugieren el principal origen del
SARS-CoV-2 en los pangolines, sin embargo, a dia de hoy, el origen exacto sigue siendo

desconocido.

\@/
| 1 1

= 10 years = 7 years = ? years =

2002 2012 2019 202?
SARS MERS COVID-19 n”n

Figura 3. Probable origen del SARS-CoV-2.

Fuente: de Dhama K, Khan S, Tiwari R, Sircar S, Bhat S, Malik YS, et al. Coronavirus Disease 2019 —COVID-19. Clin Microbiol
Rev. 2020;33(4):48 (5).
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3. Epidemiologia

El periodo de incubacién del SARS-CoV-2 esta en torno a los 14 dias tras la
exposicion, sin embargo la mayoria de casos ocurren a los 5 dias tras el contacto, pero
depende en gran parte también de la variante causante del cuadro (por ejemplo, en la variante
Omicron se ha registrado periodos de incubacion mas cortos, en torno a los 3 dias (5,20-23)),
sin embargo, estos datos son variables debido a la gran variabilidad que aportan los pacientes

asintomaticos.

Este tipo de virus posee menos transmisibilidad y contagiosidad comparandolo con

otros mas virulentos como el Ebola o la gripe aviar (5).

El riesgo relativo de transmision de la enfermedad se encuentra entre 1,4 y 2,5 segln
algunos estudios, pudiendo alcanzar un 3,28 segun otros autores, sin embargo, es dificil poder

establecer el riesgo real entre la poblacion global (5,21).

La tasa de letalidad de la infeccion por SARS-CoV-2 podria ser significativamente
menor debido a la existencia de infecciones asintomaticas y leves que no han sido detectadas
y, por lo tanto, no han sido incluidas en las estadisticas oficiales. Segun mdultiples analisis se
estima que esta tasa de contagio se sitla en un rango que oscila entre el 0,15% vy el 1%,
presentando variaciones sustanciales en funcién de la ubicacidon geografica y los diferentes
grupos de poblacién considerados de alto riesgo (24,25). En un metaanalisis que evalu6
exhaustivamente el nimero total de infecciones comunitarias a través de detalladas encuestas

de seroprevalencia en un amplio espectro de 53 paises, incluyendo diversos entornos con
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diferentes niveles de recursos disponibles, llevado a cabo previamente a la disponibilidad
generalizada de la vacuna, se descubrio que la tasa de letalidad de la infeccion mostrd
variaciones significativas en funcion de la edad de los individuos analizados. Se pudo
observar que la tasa de incidencia de la enfermedad fue del 0,005% a la edad de un afio,
experimentd una disminucién al 0,002% a los siete afios, y posteriormente aument6 de
manera exponencial a lo largo de la vida: alcanzando el 0,006% a los 15 afios, el 0,06% a los
30 afios, el 0,4% a los 50 afios, el 2,9% a los 70 afios y finalmente el 20% a los 90 afos (26).
En una investigacion realizada en la provincia de Columbia Briténica se llevaron a cabo
andlisis de los niveles de anticuerpos especificos dirigidos contra la proteina nucleocapside
del virus SRAS-CoV-2. Se pudo observar que la mediana de la Tasa de Mortalidad disminuy6

significativamente de un 0,47% en el afio 2020 a un 0,06% en el afio 2022 (27).

A pesar de la significativa disminucion de las tasas de mortalidad por COVID-19 en
los ultimos afios (28), la tasa de mortalidad intrahospitalaria sigue manteniéndose en niveles
superiores a los de la gripe estacional (29-32). Entre los pacientes hospitalizados al comienzo
de la pandemia, el riesgo de desarrollar enfermedad critica o fatal era considerablemente
elevado (33-38). En un estudio llevado a cabo en Estados Unidos con méas de 16.000
pacientes hospitalizados por COVID-19 entre marzo y diciembre de 2020, se observé una
tasa de letalidad del 11,4% en términos generales, con variaciones mensuales que oscilaron
entre el 7,1% vy el 17,1% (39,40). A lo largo del curso de la pandemia, se han registrado
descensos progresivos en las tasas de mortalidad intrahospitalaria, incluso antes de la
implementacion de la vacunacion a gran escala (41-44). En un anélisis de la base de datos

de salud electrénica que abarco a méas de 10,000 pacientes en los Estados Unidos que fueron
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hospitalizados debido a COVID-19 o influenza en el periodo comprendido entre octubre de
2022 y enero de 2023, se observo que la tasa de mortalidad a los 30 dias para los pacientes
con COVID-19 alcanz6 el 5,97%, superando significativamente la tasa de mortalidad

registrada en los pacientes afectados por influenza, que fue del 3,75% (32).

Las posibles razones detras de la mejora en las tasas de letalidad relacionadas con la
enfermedad del COVID-19 son dificiles de determinar. Sin embargo, se sugiere que la
optimizacion de los protocolos de tratamiento en los centros hospitalarios y una distribucién

mas eficiente de los recursos médicos podrian estar contribuyendo a esta mejora.

En entornos con recursos limitados, las tasas de mortalidad intrahospitalaria pueden
ser significativamente mas altas que las reportadas en regiones con mayores recursos. Por
ejemplo, segun los resultados de una investigacion llevada a cabo en el afio 2020 en un total
de 57 centros hospitalarios distribuidos en 10 naciones del continente africano, donde se
identificé una mediana de dos médicos especialistas en cuidados intensivos por cada
establecimiento y un total de 86 enfermeras especializadas en el area, se evidencid una
tendencia preocupante hacia un aumento en los indices de mortalidad dentro de dichas

instalaciones sanitarias (45).

El nimero de casos durante las oleadas de 2020 y 2021 ascendieron a los 674 millones
y las muertes ascienden a 6 millones a nivel mundial en el dicho periodo, siendo América el

continente que mas muertes report6 durante la pandemia (42,44).
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Entre la poblacién con riesgo de contraer la enfermedad se encuentran los hombres,

ser fumador, adultos y con comorbilidades como la hipertension arterial, obesidad,

enfermedad cardiovascular, enfermedades respiratorias cronicas o diabetes mellitus

(1,12,46,47).

Tabla 2. Factores de riesgo para la enfermedad grave por COVID-19.

Factores de riesgo para enfermedad grave por COVID-19

> 65 afios

Asma

Céncer

Enfermedad cerebrovascular

Enfermedad renal crénica

Enfermedad pulmonar crénica

Enfermedad hepatica crénica
DMy DMII

Alteraciones cardiacas

Alteraciones mentales
Obesidad (IMC > 30 kg/m?) o sobrepeso (IMC > 25 a 29 kg/m?)

Embarazo

Inmunodeficiencias primarias

Talasemia

Trasplante de drganos o hematicos

Consumo de toxicos

Tuberculosis

Uso de medicamentos inmunosupresores

Fibrosis quistica

Alteraciones neuroldgicas (demencia)

Fuente: Centers for Disease Control and Prevention. Risk for COVID-19 infection, hospitalization, and death

by age group (48).

32



Ana Maria Piqueras Sanchez

La incidencia de la enfermedad vari6 mucho a lo largo de los meses y entre los
diferentes continentes, siendo hasta 2021 Estados Unidos (EE. UU.) el pais que mas

incidencia registré (49).

Segun diferentes estudios realizados, la edad media con mayor mortalidad es de 81

afos (1).

La mortalidad y la morbilidad varian mucho entre los diferentes paises, pudiendo
explicarse por las diferentes campafias de vacunacion realizadas en los distintos territorios
analizados, donde se observo que en los paises con politicas de vacunacion mas estrictos
tuvieron una menor mortalidad comparandolos con aquellos con politicas de vacunacion mas
laxas (50). Sin embargo, otras variables a tener en cuenta fueron: el estado econémico del

pais, proporcion de poblacion anciana y la evolucion de la pandemia en dicho pais (51).

Los periodos de mayor contagio se producen entre el 7 al 10 dia de la infeccion debido
a que en este periodo la carga viral se encuentra mas elevada (52). Sin embargo, el riesgo de
transmision varia mucho dependiendo de la clase de exposicion, siendo importante el tipo y
la duracion de ésta, si se han llevado a cabo medidas preventivas (53) y la poblacién de riesgo

comentado anteriormente.

El entorno que mas contagio provoca es el familiar, aunque se ha demostrado que las

reuniones multitudinarias en espacios cerrados aumentan mucho esta probabilidad (53,54).
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El riesgo de contagio de paciente asintomatico es menor que de uno con sintomas, al

igual que en pacientes presintomaticos (55,56).

El tiempo de recuperacion de los sintomas del COVID-19 es muy variable,
dependiendo de varios factores como la edad, el estado de vacunacion o la existencia previa
de comorbilidades. Generalmente el periodo de recuperacion suele ser corto (dias-semanas),
pero algunos pacientes que han tenido una enfermedad severa suelen tardar més en
recuperarse de los sintomas (entre 2 y 3 meses). Los sintomas persistentes mas reportados
han sido: disnea, dolor toracico, fatiga, problemas de memoriay tos persistente (57). También
se ha evidenciado un aumento de las secuelas cardiacas y pulmonares en estos pacientes

(58,59).

4. Formas de contagio

El contagio del SARS-CoV-2 puede ocurrir por varias vias de propagacion. La
principal via de contagio es la de persona a persona, producida por los aerosoles o las gotitas
de Pfliigge que pueden transmitirse mediante el estornudo, tos o al hablar y entrar éstas en

contacto con la mucosa oral, nasal o conjuntival de la persona contagiada (1,21).

Al comienzo de la pandemia, la via de transmisién por fémites entraba dentro de las
formas de contagio, sin embargo, meses después la OMS descarto esta via. Si bien es cierto
que se puede transmitir por el contacto de estos fomites con las vias respiratorias superiores

a través de las manos contaminadas (9).
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La forma de propagacion aérea sigue siendo evaluada en numerosos centros con el
fin de comprobar si el virus se transmite y mantiene en el aire, sin obtener claros resultados

concluyentes (60).

La transmision oro-fecal fue reportada en determinados estudios, sobre todo, en
poblaciones con una higiene sociosanitaria muy baja. Sin embargo, no concluyeron que fuese

una via principal de contagio en el SARS-CoV-2 (5,61,62).

Los contagios transplacentarios también han sido declarados en determinadas series

de casos, aunque esta via es muy infrecuente (5,9,19,62).

No hay claras evidencias de que una via de transmision animal-humano en la
actualidad aunque el origen del COVID-19 sugiere que fuera de un animal, pero no se

contempla actualmente como método de propagacion (63).

A modo de conclusién, la principal via de contagio se produce por la penetracion de
los aerosoles, gotitas de Pfliigge o a través de manos contaminadas en las vias respiratorias
superiores, por lo que las medidas de prevencion mas importantes son: mascarilla, distancia

social de 1.5-2 metros y una correcta higiene de manos (1,11).

5. Clinica

Cada vez van apareciendo mas sintomas que han demostrado tener relacion con el

COVID-19 (11).
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La gravedad de la enfermedad puede variar desde los casos asintomaéticos al fallo

multiorganico.

Los sintomas més comunes al inicio de la pandemia fueron fiebre, fatiga y tos seca
(1,11,12). También se relacionaron con la enfermedad la anorexia, mialgia, disnea,
expectoracion, odinofagia, anosmia, disgeusia, rinorrea, diarrea, dolor abdominal, nauseas y
congestion conjuntival (2,5,10,11). Los sintomas gastrointestinales son mas frecuentes en la
poblacién infantil (61). Actualmente, los mas relacionados con este virus son los sintomas

respiratorios, como la sensacion de congestion nasal (64).

También se han descrito alteraciones dermatolégicas, como lesiones
papulomaculosas, urticarias y lesiones vesiculares asi como nodulares de color violaceo en
los dedos, siendo més frecuentes en adolescentes y adultos jovenes que pueden incluso

aparecer semanas después de la infeccién por COVID-19 (65-68).

Tabla 3. Sintomas del COVID-19.
Rinorrea y/o congestion nasal (75%)
Cefalea (70-75%)

Odinofagia (70%)

Tos (45-50%)

Escalofrios (40%)

Fiebre (35%)

Mialgias (30%)

Confusion (25-30%)

Anosmia o disfuncion olfatoria (25-30%)

Dolor torécico o presién (20-25%)

Néauseas 0 vomitos (15-20%)
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Diarrea (15-20%)

Disnea (5%)

Disgeusia o alteraciones en el gusto (3-4%)

Congestién conjuntival (<1%)

Alteraciones dermatoldgicas (<1%)

La neumonia es la complicacion mas frecuente asociada al COVID-19. Este tipo de
neumonia no tiene un patron determinado que lo haga ser distinguido de otros virus y que

facilite el diagndstico (70-72).

Durante las primeras oleadas, entre el 10-14% de los pacientes mostraron al inicio
complicaciones severas de la enfermedad (6,12), requiriendo cuidados intensivos en el 18%
de los pacientes graves (33,36,73), sin embargo, el porcentaje disminuy6 en gran medida con

el inicio de la vacunacion.

Dentro de las complicaciones graves encontramos el sindrome de distrés respiratorio
agudo (SDRA), acidosis metabdlica, shock séptico, coagulopatia y fallo multiorganico
(10,11). El tromboembolismo pulmonar también ha sido descrito en los pacientes con
complicaciones severas (estudios reportan incidencias de entre el 10 al 40% durante la
pandemia), sobre todo aquellos con una estancia en la Unidad de Cuidados Intensivos (UCI)

de forma prolongada (37,74-77).

La fiebre muy elevada, junto con la dificultad respiratoria y dolor toracico pueden
hacernos sospechar una neumonia (2). La cianosis se ha visto mas relacionada con la

poblacion infantil (1).
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También podemos encontrar arritmias, infartos cardiacos y renales produciéndose en

el 4-5% de los pacientes hospitalizados (11,70,71,73,78,79).

Han sido descritos a su vez enfermedades inmunoldgicas relacionadas con el COVID-
19 como el sindrome de Guillain-Barré que suele producirse a los 5-10 dias de haber

contraido la infeccion (80) o el sindrome de Kawasaki, méas frecuente en los nifios (81).

Los procesos neurodegenerativos se han incrementado en pacientes con infeccion por
COVID-19, viéndose afectados, principalmente, la regién limbica asi como otras como la
corteza parahipocampal (82). También se ha documentado aumento de biomarcadores
asociados a dafios neuronales, que podrian justificar las alteraciones en el olfato y su relacion

con el cortex cerebral (83).

Las sobreinfecciones bacterianas se han visto reportadas en pacientes diagnosticados
de COVID-19, pero con una incidencia baja (en torno un 16%). Los pat6égenos mas
frecuentes son: Klebsiella pneumoniae, Streptococcus pneumoniae, y Staphylococcus Aureus

(84-87).

6. Diagndstico

1.1.6.1. Analitica

Las alteraciones analiticas son diversas, predominando alteraciones en el porcentaje

de linfocitos (tanto leucocitosis como leucopenia) y neutrdfilos, aumento de lactato
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deshidrogenasa, aumento de enzimas hepaticas, ferritina, alouminemia, creatin- kinasa,

bilirrubina, Proteina C Reactiva y Dimero D (5,11,71,72,88).

Estas sirven para apoyar el diagnostico de COVID-19, pero no lo confirman. Ademas,
pueden servir para monitorizar la gravedad de la enfermedad (como el aumento de la ferritina,

linfopenia o aumento del dimero D), pero no indican curacion (5,84).

1.1.6.2. PCR (Reaccion en Cadena de la Polimerasa)

Es la prueba de eleccion para la deteccion del SARS-CoV-2. Detecta al virus
mediante una amplificacion de los acidos nucleicos del mismo. Los mas empleados para su
deteccidn son: E (screening de primera linea), el RdRp (estudio de confirmacién) y el N
(estudio adicional de confirmacion) (90). Es la prueba mas sensible y especifica en la

actualidad, con una sensibilidad conjunta del 85-90% y una especificidad casi del 100% (91).

Tabla 4. Causas de falsos negativos y falsos positivos en PCR.

Falsos negativos (5-40%) Falsos positivos (infrecuentes)

Escasa o insuficiente muestra Contaminacion cruzada

estadios muy incipientes de la enfermedad con | Error en etiquetado

poca carga viral

Transporte inadecuado

Error en etiquetado

Fuente: Langa LS, Sallent LV, Diez SR. Interpretacion de las pruebas diagnésticas del COVID-19. FMC

- Form Médica Contin En Aten Primaria. marzo de 2021;28(3):167-73. (91,92)

39



Ana Maria Piqueras Sanchez

La mas empleada es la PCR de muestra de exudado nasofaringeo y orofaringeo (11).
Esta prueba permite detectar &cidos nucleicos presentes en el virus en exudados
broncoalveolares, esputos, exudados nasofaringeos, biopsias pulmonares mediante
broncoscopio, exudados orofaringeos, heces, sangre y orina. Sin embargo, cada tejido

muestra una diferente sensibilidad y especificidad (5).

La muestra que més sensibilidad y especificidad aporta es el lavado broncoalveolar,

sin embargo, no se obtiene de rutina por ser un método invasivo (5).

Tabla 5. Grado de recomendacion de las diferentes pruebas diagnésticas para SARS-CoV-2.

Muestra Capacidad de deteccion

Lavado broncoalveolar 4+
Esputo ++
Exudado nasofaringeo 4+
Biopsia de tejido pulmonar ++
Exudado orofaringeo ++
Heces +
Sangre +
Orina +

+++: fuerte; ++: moderada; +: baja. Fuente: Dhama K, Khan S, Tiwari R, Sircar S, Bhat S, Malik YS, et al.

Coronavirus Disease 2019 —COVID-19. Clin Microbiol Rev. 2020;33(4):48 (5).

Es importante recalcar que, en los estadios tempranos de la enfermedad, la PCR puede
dar falsos negativos, por lo que la especificidad aumenta en los siguientes dias de contraer la
enfermedad (5). Por ello, las guias recomiendan realizarla en el 7° dia de incubacién ya que
va ascendiendo la capacidad de deteccion hasta ese dia y a partir de ahi va disminuyendo
(91).
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PCR graves-criticos

Deteccion anticuerpos [ab
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Figura 4. Periodos medios de transmisibilidad segun la gravedad de los casos de COVID-19 y periodos de deteccion de RNA de
SARS-CoV-2 mediante PCR y de anticuerpos mediante técnicas seroldgicas.

Fuente: Instituto Carlos 111 en colaboracion con la Sociedad Espafiola de Enfermedades Infecciosas y Microbiologia Clinica.
Interpretacion de las pruebas diagnésticas frente a SARS-CoV-2; V 2.0 [Acceso 24 de abril de 2020.
https://www.mscbs.gob.es/profesionales/saludPublica/ccayes/alertasActual/nCov/documentos/INTERPRETACION_DE_LAS_PRUE

BAS.pdf].

Etapa presintomatica Etapa sintomatica

( Deteccién improbable® ):( PCR probablemente positiva )( PCR probablemente negativa® )

C Deteccion de anticuerpos

_________

Exposicion al
SARS-CoV-2

Probabilidad de deteccion

Semana—2 | Semana-1 1 2 | s 3 4 | s 5 6

Inicio de los sintomas

PCR lavado broncoalveolar/esputo eeeeee. IgM
PCRheces @ «eeece=e: 1gG

PCR hisopado nasofaringeo
Aislamiento viral en tracto resp.

Figura 5. Estimacion de la deteccion en test del SARS-CoV-2 en relacion con el tiempo de inicio de sintomas.

3L_a deteccion solo ocurre si los pacientes reciben un seguimiento proactivo desde el momento de la exposicion. "Es mas probable
que se registre un resultado negativo que positivo de PCR de hisopo nasofaringeo. Fuente: Sethuraman N, Jeremiah SS, Ryo A.
Interpreting Diagnostic Tests for SARS-CoV-2. JAMA. 2020;323:2249-51. do0i:10.1001/jama.2020.8259 [Acceso libre -
https://jamanetwork.com/journals/jama/fullarticle/2765837]9.
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1.1.6.3. Prueba de deteccion de antigenos (Ag)

Detectan las proteinas especificas del virus, como la proteina N y las subunidades de
la espicula (S1 y S2). Las muestras se obtienen, al igual que la PCR, del exudado

nasofaringeo, orofaringeo o esputo (91).

Se deben realizar en los primeros dias del inicio de los sintomas (5-7 dias) (91).
Ademas, esta prueba, a diferencia de la PCR, no suele detectar niveles bajos del virus, por lo

que en los primeros dias de la infeccion es muy poco sensible.

Su sensibilidad es del 95%, mientras que su especificidad es del 95-99%. Sin
embargo, en asintomaticos varian los datos. No existe mucha evidencia cientifica

actualmente que avale esta prueba en estos casos (91).

Los test de antigenos han sido empleados en las etapas mas avanzadas de la pandemia
como método “casero” de diagnodstico, de screening en eventos multitudinarios y para realizar

una evaluacion de los contactos estrechos (93).

1.1.6.4. Serologia

La serologia permite detectar los anticuerpos generados por el virus tras desencadenar

una respuesta inmunoldgica. Las muestras empleadas son: sangre, plasma o suero (91).
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La Inmunoglobulina M (IgM) nos informa de una infeccién activa, mientras que la
Inmunoglobulina G (IgG) indica una infeccion pasada. Sin embargo, su correlacion con la

infeccion varia mucho a lo largo de la literatura (94,95).

Se recomienda realizar la prueba a partir de las 3-4 semanas, siendo entre el dia 8-14
el periodo de mayor capacidad para detectar la IgM y entre los dias 15-21 se produciria la

seroconversion a IgG (91).

La sensibilidad a las 3 semanas ronda el 90% y la especificidad varia entre el 90% y

99%, sin embargo, estos valores varian mucho dependiendo del kit de deteccion usado (91).

Recientes estudios avalan que la capacidad de deteccion de anticuerpos a los 3 meses
seria minima o indetectable, sin embargo, aun existe mucha incertidumbre en la literatura
encontrando estudios que demuestran que los niveles de 1gG pueden ser detectados incluso

8 meses después de la infeccion (19,91,96,97).

A continuacion presentamos una tabla comparativa de las diferentes pruebas

diagnosticas anteriormente comentadas:
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Tabla 6. Pruebas diagnosticas del COVID-19.

Tipo de test

Uso clinico

Espécimen

Caracteristicas

Procesamiento

PCR

Diagnéstico de la

infeccion actual

Tracto respiratorio

superior e inferior

Alta sensibilidad y
especificidad

Los resultados
dependen  mucho
del tipo y de cémo
se ha obtenido la
muestra, ademas
del momento en el
que contrajo la

enfermedad

15 min - 8 horas

Test de antigenos

Diagnostico de la

infeccioén actual

Exudados
nasofaringeos o

nasales

Menos sensibilidad
que la PCR.

La sensibilidad es
mayor en pacientes
sintomaticos

durante los
primeros 5-7 dias
del inicio de los

sintomas

<1 hora

Serologia

(anticuerpos)

Diagnoéstico de la
primoinfeccion (o
pasadas de 3-4

semanas)

Sangre

La sensibilidad y
especificidad son
muy variables

El desarrollo de
anticuerpos
requiere de varios
dias (por ejemplo,
[o[€
después de 14 dias

aparece

de los sintomas)

15 min — 2 horas

Fuente: Cheng MP, Papenburg J, Desjardins M, et al. Diagnostic Testing for Severe Acute Respiratory
Syndrome-Related Coronavirus 2: A Narrative Review. Ann Intern Med 2020; 172:726 y Weissleder R, Lee H,

Ko J, Pittet MJ. COVID-19 Diagnostics in Context. Sci Transl Med 2020; 12:eabc1931 (92,98).:
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1.1.6.5. Pruebas de imagen

Las pruebas mas empleadas son la Radiografia Simple de Térax (Rx) y la Tomografia

Axial Computarizada (TAC) torécica para la deteccion de neumonias.

En la radiografia de torax, es frecuente encontrar patrones de neumonia atipica como

consolidaciones y opacidades en vidrio deslustrado, bilaterales y periféricas (99).

El TAC de Torax es mas sensible que la radiografia de torax y se observan de forma
predominante parcheados multifocales de forma bilateral, con consolidacion y patrones de
fibrosis pulmonar en los casos més graves (5,11). Esta prueba de imagen puede ser muy

inespecifica en los estadios iniciales de la enfermedad (5,100,101).

La ecografia pulmonar se utiliza en casos muy seleccionados, donde podemos
encontrar hallazgos como adelgazamiento de la pleura, consolidaciones pulmonares o
patrones de broncograma aéreo. Es una técnica con una baja especificidad por lo que no se

suele emplear (102-105).

Las pruebas de imagen no se realizan de rutina excepto cuando hay sospecha de
neumonia. La prueba de eleccidn es la Rx de térax, empleando el TAC para los casos con Rx

de térax normales y alta sospecha de infeccion respiratoria (106).
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7. Tratamiento

En la actualidad no existe un tratamiento plenamente efectivo contra el SARS-CoV-
2, sin embargo, se cuenta con terapias adyuvantes que mejoran la sintomatologia del cuadro

(5,9).

El tratamiento se suele emplear para aquellos pacientes con COVID-19 moderado

pero que ademas presenten riesgo de progresar la enfermedad.

Existen multitud de ensayos clinicos actuales que pretenden demostrar la eficacia de
diferentes farmacos contra este virus (107). Las estrategias para el tratamiento del SARS-
CoV-2 que se estan desarrollando son: farmacos que bloqueen la entrada al virus en el
organismo, farmacos que eviten su replicacion y que disminuyan una posible fuerte respuesta

inmunitaria frente al virus (5).

Por una parte, se emple6 al principio de la pandemia antibidticos de amplio espectro
para las posibles sobreinfecciones bacterianas (9). Su uso actual no esta indicado debido a
que la sobreinfeccion bacteriana no esta contemplada como factor frecuente en el COVID-

19 (108,109).

También se han descrito el uso de diferentes antivirales, como el Nirmatrelvir-
ritonavir, Oseltamivir, Remdesivir, Favipiravir, Umifenovir, Molnuparivir y Clofazimina,
pero ninguno ha demostrado eficacia plena como tratamiento de eleccion del SARS-CoV-2

(9,110).
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Al principio de la pandemia, la cloroquina, la hidroxicloroquina y la azitromicina se
utilizaron en pacientes graves hospitalizados y en algunos casos como tratamiento
ambulatorio en aquellos con neumonia por COVID-19. Sin embargo, meses después la OMS

desaconsejo su uso por su alto riesgo/beneficio que producia (5,107,111).

También se usaron los corticoesteroides sistémicos para disminuir la cascada de
inflamacion que produce la infeccion, pero esta terapia no esta exenta de efectos adversos
por lo que su indicacion debe ser individualizada (9,107,112). Se ha contemplado el uso de
corticoides inhalados, sin embargo hacen falta més ensayos controlados y aleatorizados para

recomendar dicha terapia (110,112,113).

El empleo de otras terapias como la oxigenoterapia y la sueroterapia o la terapia con

plasma son utilizadas en los casos mas graves (5,114).

La anticoagulacién o la metformina, que fueron terapias usadas al inicio de la
pandemia, también estan desaconsejadas en la actualidad como tratamiento frente al COVID-

19 (115,116).

Terapias con anticuerpos monoclonales contra la interleukina 6 (IL-6), interleukina
que favorece a la inflamacion de las vias respiratorias inferiores, como el Tocilizumab, han
demostrado disminuir el componente inflamatorio pulmonar y son fa&rmacos aprobados por
la Administracion de Alimentos y Medicamentos de los Estados Unidos (FDA) contra la

enfermedad. En el momento actual, otros farmacos monoclonales estan en investigacion para
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su posible desarrollo contra el COVID-19 (5,9,117-119). El Gnico anticuerpo monoclonal

autorizado hasta la fecha contra la variante Omicron es el Bebtelovimab.

8. Vacuna

Desde el inicio de la pandemia, multitud de laboratorios pusieron todo su empefio en

crear una vacuna efectiva con el fin de frenar este virus.

Las vacunas pueden actuar de diferentes formas a la hora de proporcionar proteccion

frente al COVID-19 (120):

- Vacunas ARNm: contiene material del propio virus, lo que provoca una

reaccion en nuestro organismo de inmunidad, el cual empieza a crear la proteina del
virus y desarrolla el mecanismo inmunolégico con la formacion de Linfocitos T y B.

- Vacunas de subunidades proteicas: incluyen proteinas del virus (las mas

frecuentes son las subunidades de la espicula), en vez del virus completo.

- Vacunas de vectores: utilizan un virus modificado diferente al SARS-CoV-2.

Introducen dentro de un vector viral material genémico, lo que desencadena el

mecanismo inmunolégico frente a este virus.

Existen numerosas vacunas en el periodo actual que actden contra el COVID-19:
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Tabla 7. Vacunas contra el COVID-19.

Compaiiia Tipo de vacuna Estado de desarrollo Dosis

BioNTech/Pfizer .

) ARNm Autorizada por EMA 2 + recuerdo
(Comirnaty)
Moderna (Spikevax) ARNmM Autorizada por EMA 2 + recuerdo
AstraZeneca . .

) Vector (adenovirus) Autorizada por EMA 2 + recuerdo
(Vaxzevria)
Janssen (Jcovden) Vector (adenovirus) Autorizada por EMA 1 + recuerdo
Novavax (Nuvaxovid) Subunidad proteica Autorizada por EMA 2 + recuerdo
Hipra (Bimervax) Subunidad proteica Autorizada por EMA 2 + recuerdo
Sanofi Pasteur/GSK ) ) Autorizada por EMA 2 + recuerdo
) Subunidad proteica
(VidPrevtyn Beta)
Valneva  (COVID-19 Vect Autorizada por EMA 2 + recuerdo
ector

Vaccine Valneva)

Fuente: Gobierno de Espafia frente a la Estrategia de Vacunacion COVID-19 (121).

Actualmente se comercializan en Espafia la de las empresas Pfizer/BioNTech,

Moderna, AstraZeneca, Janssen, Novavax y Sanofi Pasteur (122).

A fecha de agosto de 2024, se han administrado mas de 81.907.344 dosis en Espafia

(121).
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Personas con al menos una dosis Personas con la pauta completa Personas con dosis de recuerdo Menores de 12 afios con al menos
en Espafia en Espafia en Espafia una dosis en Espafia
41.353.186 40.740.303 26.566.506 2.144.755
0, 0/, de la poblacion infantil
8?,2 0/0 de la poblacitn tolal 86,0 0/0 de Ia poblacicn total 5B=U /O de |a poblacion total 57=3 /0 (5-11 afios)
90,9 % de 12 poblacion 5+ aiios 89;6 % de la poblacion 5+ afios
Total de personas vacunadas Comunidad sutdnoma:  Todas v Poblacién inmunizada con pauta completa
@ Fersonas con |3 pauta complets @Fersonas con al menes una dosis @ Personas con dosis de recuerdo
m_\_\
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Figura 6. Datos sobre la vacunacion del COVID-19 en Espafia.

Fuente: Ministerio de Sanidad.

En términos generales, la efectividad alcanzo al inicio de las camparias de vacunacion
unos niveles altos en diferentes grupos epidemioldgicos. La efectividad promedio se sitda en
el 76% para mujeres y 80% para hombres frente a infeccidn, 77% y 81%, respectivamente,
frente a infeccidn sintomatica, 93% frente hospitalizacion en ambos sexos, y 92% y 91%
respectivamente frente a fallecimiento. El desarrollo de las vacunas ha permitido disminuir

la presion hospitalaria y la mortalidad considerablemente (69,121,123).

9. Pandemia por COVID-19

La pandemia por COVID-19 ha supuesto en un corto periodo de tiempo un gran
aumento de la mortalidad y morbilidad en todo el planeta, una crisis econémica mundial y

una saturacion del sistema sanitario internacional con escasez de recursos, requiriendo una
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colaboracidn a nivel internacional con el fin de investigar dicho virus y establecer diferentes

estrategias preventivas y curativas (1).

El inicio de la pandemia por SARS-CoV-2 sucedio en una ciudad de China (Wuhan)
a finales de diciembre de 2019. Tras su descubrimiento, se extendi6 a gran velocidad a Japon,
Tailandia, Corea del Sur, Irdn y Singapur. Posteriormente, en Europa, comenzaron a reportar
casos Italia, Espafia y el Reino Unido. En Ameérica, EE. UU. rapidamente comenzé a detectar
miles de casos en los primeros meses. En febrero de 2020 la OMS nombr6 al virus como
SARS-CoV-2 y la enfermedad que producia como COVID-19. No fue hasta marzo del 2020
cuando la OMS declar6 la enfermedad por COVID-19 como pandemia mundial (19). En

mayo de 2020 habian ya confirmados 4 millones de infectados en todo el mundo (1,124).

A principios de julio de 2020, se registraban 10 millones de casos confirmados y
500.000 muertes en todo el planeta (2), siendo en esa fecha el continente méas afectado

América con 5 millones de casos, seguido de Europa con 2 millones de casos .

9 January 2020

China announced the identification of
a novel coronavirus as the causative
agent of the pneumonia outbreak

11 March 2020
WHO defined COVID-19

as a pandemic

13 January 2020

20 January 2020

29 January 2020
The coronavirus

8 December 2019 28 February 2020

Onset of the first recorded case in WHO risk assessment increased to

Wuhan very high on the global level

| I

31 December 2019 11 February 2020 2 October 2020

First report of 27 cases of pneumonia ICTV named virus SARS-CoV-2 and >34,000,000 cases and

with unknown cause in Wuhan, China WHO named disease COVID-19 >1,000,000 deaths
October

Case of a traveler from Human-to-human 23 January 2020 spre?d toall 34 30 January 2020
Wuhan was confirmed || transmission was Wauhan city was | provinces across | — WHO declared a
in Thailand confirmed locked down China PHEIC alert

Figura 7. Cronologia de eventos clave en la pandemia del COVID-19.
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Fuente: Hu B, Guo H, Zhou P, Shi Z-L. Characteristics of SARS-CoV-2 and COVID-19. Nat Rev Microbiol. marzo de
2021;19(3):141-54 (19).
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Figura 8. Promedio movil de 7 dias de los nuevos casos confirmados de COVID-19 por
de continente.
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Fuente libre: OMS.

recursos y limitando en

las diferentes olas la capacidad de tratamiento de pacientes mas graves por el colapso del

sistema sanitario a nivel mundial (5).

Debido a las restricciones sociosanitarias impuestas por los diferentes paises, la
pandemia ha cursado varias olas con picos muy altos de incidencia y muy bajos, con mucha

desigualdad entre los diferentes continentes.

La tasa de mortalidad ha disminuido considerablemente gracias a la efectividad de las
vacunas Yy las medidas de higiene. En EE. UU., la tasa de muertes reportada bajo desde 116
a 61 muertes por cada 100.000 personas. En Inglaterra se registré una disminucién del ratio
de mortalidad de 4,48 por cada 1000 personas/afio en el 2020 a 0,68 por cada 1000

personas/afio en 2022 (125).
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1.2.RELACION DE ACE2, TMPRSS2, FURINA Y NRPL1

CON COVID-19

1. Estructura y funcion de la ACE2

La ACE2 es la enzima convertidora de angiotensina I, puerta de entrada del SARS-
CoV-2 al organismo (6,126). Es una enzima que se encarga de regular el sistema de renina-

angiotensina-aldosterona (RAAS) (11,73).

Favorece al control de la presion arterial y frenar la accion vasodilatadora. También
regula el sistema de la aldosterona liberandola para provocar la retencion de agua y sodio en

el rifion (126).

160 A

Figura 9. Estructura de la ACE2.

Fuente: Renhong Yan et al. ,Structural basis for the recognition of SARS-CoV-2 by full-length human ACEZ2.Science367,1444-
1448(2020).DOI:10.1126/science.abb2762 (127).
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Posee numerosos polimorfismos, por lo que no se expresa igual en todos los
organismos. Se encuentra en el cromosoma X (Xp22.2) y estd compuesta por 805

aminoacidos (11).

La ACE2 se encuentra muy elevada en la mucosa de la via respiratoria superior
(6,128). También se encuentra en otros tejidos en menor porcentaje como en el
gastrointestinal, pulmones, higado, corazon, tiroides, tejido adiposo y glandulas adrenales

(10,73,129).

La variabilidad de expresion de la ACE2 se halla también entre hombres y mujeres y

diferentes razas (126), expresandose fundamentalmente en hombres y en razas no caucasicas.

Hay diversos factores que influyen en la mayor expresién de la ACE2, como el
tabaco, la hipoxia, el estrés y mediadores inflamatorios como el IFN-a, el IFN-$ o el IFN-y

(12,129,130) y puede reducirse en el asma o en la rinitis alérgica (131).

2. Estructura y funcion TMPRSS2

La TMPRSS2 es una proteina fusion de membrana que se encuentra expresada en las
células epiteliales y endoteliales en diferentes tejidos como el respiratorio y el gastrointestinal

(15).

Se encarga de las funciones de proteolisis, regulacion de la entrada de determinados

virus a la célula huésped y autoprocesamiento de diversas proteinas. Es una enzima
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proinflamatoria cuando es activada por diferentes interleucinas como la IL6, 1L13 (73,131)

y la catepsina L (132).

Algunas patologias pueden aumentar su expresion en las vias respiratorias superiores,

como el asmay la rinitis alérgica (131).

Esta enzima sigue patrones parecidos a la hora de su expresion en los diferentes
tejidos que la enzima convertidora de angiotensina Il, siendo un poco mas selectiva por las

células endoteliales del tejido gastrointestinal que la ACE2 (15,61).

TM LDLRA SRCR Peptidase S1
1 84105 112 149 150 242 256 | 489 4

S441

Figura 10. Estructura de la TMPRSS2.

Fuente: News-Medical (fuente libre) (133).

55



Ana Maria Piqueras Sanchez

3. Estructura y funcion de la furina

Es una proteina transmembrana tipo | que se encarga de realizar la catalisis de
diferentes proteinas del sistema secretor. Esta compuesta por gran cantidad de aminoacidos
que se unen entre si a través de enlaces peptidicos para formar una cadena polipeptidica.
(16,134). Esta proteina es muy sensible a los cambios tanto extracelulares como
intracelulares, como, por ejemplo, la hipoxia aumenta su expresion. Es una proteina esencial
para la maduracién de proteinas y funciones bioldgicas, donde se encuentra la regulacion del

crecimiento celular, funciones en la inmunidad y homeostasis del organismo (135).

Actualmente se encuentra en gran auge ya que se ha visto que influye en multitud de
patologias como trastornos cardiovasculares, enfermedades neuroldgicas, cancer y
enfermedades infecciosas (134,136). Se encuentra expresada en las glandulas salivares,

placenta, higado, hueso, cerebro, pancreas y rifion (137,138).

Numerosos estudios demuestran que una expresion deficiente de furina puede
favorecer a alteraciones psicolégicas en enfermedades neurodegenerativas Yy
neuropsiquidtricas. En pacientes con enfermedad de Alzheimer se ha demostrado que tienen
un descenso de niveles de furina en el cortex, o en los pacientes con esquizofrenia en el
prefrontal. Sin embargo, en los pacientes con epilepsia podemos ver estos niveles

aumentados en el cortex temporal (17,134).
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Fig. 1 Human FURIN gene and furin protein structures. a The human FURIN gene consists of 16 exons and encodes eight different transcript
variants driven by three known promoters, P1, P1A and P1B. Exons are shown as green boxes and introns are shown as lines. The red boxes indicate
the three promoter regions. The blue arrows indicate the positions where different transcripts start. The red arrow indicates the translational start,
and the start codon (ATG) and stop codon (TGA) are marked with dotted lines. b Furin protein contains an N-terminal signal peptide, a prodomain, a
subtilisin-like catalytic domain, a middle P-domain, a cysteine-rich region, a transmembrane helix domain and a C-terminal cytoplasmic domain

Figura 11. Estructura de la furina.

Fuente: Zhang Y, Gao X, Bai X, Yao S, Chang YZ, Gao G. The emerging role of furin in neurodegenerative and neuropsychiatric
diseases. Transl Neurodegener. 2022 Aug 23;11(1):39. doi: 10.1186/s40035-022-00313-1. PMID: 35996194; PMCID: PMC9395820
(134).

La furina parece tener una zona clave (FCS: furin cleavage site) para el ensamblaje a
las subunidades S1y S2 de la espicula del SARS-CoV-2, lo que favorece la union de la célula

a su huésped y favorecer su entrada (16,17) .

4. Estructura y funcién de la NRP1

La neuropilina-1 (NRP1) es una proteina con actividad de catélisis que se expresa de
forma muy diferente en las distintas especies y juega un papel fundamental en las infecciones
viricas o en determinados tipos de céancer como el de cérvix, glioblastomas,

meduloblastomas, mama, préstata y pancreas (139).
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Figura 12. Estructura de la neuropilina-1 (NRP1).

Fuente: imagen libre de pymol.org.

Esta proteina se encuentra en las células endoteliales, musculares y mesenquimales,
asi como en el tejido olfatorio, pulmonar o en el neuronal, donde juegan un papel importante

(13,140).

Una de las funciones méas importantes de esta proteina es favorecer la permeabilidad
capilar y la angiogénesis. También parece tener un papel relevante en enfermedades

reumatoldgicas o incluso en encefalomielitis (13).

Se piensa que la neuropilina-1 juega también un papel fundamental en el neuroepitelio
olfatorio, donde se ha visto que en su mala funcién puede estar relacionada con sindromes

como el de Kallman, donde el paciente padece hipogonadismo y anosmia (140).
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5. Relacion de ACE2, TMPRSS2, furina y NRP1 con el

SARS-CoV-2

La ACE2y la TMPRSS2 son enzimas imprescindibles a la hora de la entrada del virus
en el organismo (4,126). La ACE2 establece la unién con la subunidad de la espicula asi
como una conexién importante que permite la activacion de la TMPRSS2 y favorece a la

fusion y endocitosis del virus en la célula humana (73,141).

Numerosos estudios evidencian el grado de expresion de estos dos receptores en la
mucosa de las vias respiratorias tanto superiores como inferiores en la poblacion normal

(12,73,126,130,131,142,143).

o Hombres > mujeres.

o Adultos > nifios.

o Fumadores > no fumadores.

o Asiaticos > Caucésicos, afroamericanos.

o Vias respiratorias superiores > Vias respiratorias inferiores.

o Menor expresion en pacientes asmaticos (ACE2). Mayor expresion en

pacientes asmaticos (TMPRSS2).

Li y colaboradores (10) demostraron que la expresion de la ACE2 en las vias
respiratorias inferiores era mayor en el caso de los hombres adultos, a diferencia de las

mujeres y los nifios. También afirmaron que una mayor expresion de ACE2 en los pulmones
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en pacientes de edad avanzada y en varones provoca un aumento de la gravedad de la
enfermedad. No obstante, en pacientes jovenes o mujeres, una mayor expresion de ACE2 en

los pulmones les confiere una mayor respuesta inmunoldgica frentes al virus.

A modo de conclusion, podemos decir que la ACE2 y TMPRSS2 son dos enzimas
con diferentes funciones que se encuentran en numerosos tejidos como las vias respiratorias,
el gastrointestinal, corazon, etc. La ACE2 posee numerosos polimorfismos, por lo que no se
expresa igual en los diferentes organismos (11). Ambos receptores tienen niveles muy
variables  dependiendo  del sexo, edad, raza 0 patologias  previas
(12,73,126,130,131,142,143). Existen algunos puntos controvertidos sobre la expresion de la
ACE2 y la proteasa TMPRSS2 en el epitelio nasal y en las vias aéreas inferiores. Sin
embargo, la mayoria de los estudios coinciden en que se encuentra mas elevadas en la via
respiratoria superior, lo que justifica que ésta sea la principal puerta de entrada para el SARS-

CoV-2 (10).

En un primer momento se pensaba que la ACE2 y la TMPRSS2 eran las proteinas
que jugaban el papel mas importante en la infeccién por COVID-19, sin embargo, tras
descubrirse gue la furina también forma parte del cuadro patogénico, se postula que sin esta
proteasa la infeccién no se produciria, ya que es imprescindible el ensamblaje del SARS-
CoV-2 al sitio de anclaje de la furina y el virus para poder establecer unién con la ACE2 y la

TMPRSS2 (17).

AUn no se ha esclarecido el papel que juega en el COVID-19 la neuropilina-1, sin

embargo, parece tener un papel fundamental en la anosmia que produce el virus al unirse a

60



Ana Maria Piqueras Sanchez

la ACE2 y favorecer la entrada del virus a la célula huésped (14). También se ha reportado

en algunos articulos su probable relacion con el neuroepitelio olfatorio (13,14,140).

1.3.EL OLFATO Y SU RELACION CON EL COVID-19

El COVID-19 ha dado lugar a una amplia variedad de sintomas y complicaciones
relacionadas con la infeccion por el SARS-CoV-2. Dentro de la clinica de este virus
encontramos alteraciones en el sentido del olfato y del gusto (144), con una prevalencia de
en torno al 60,1% (144). La disfuncién olfatoria presenta un patron con mayor afectacion en
mujeres y personas jovenes, con menor presencia de esta disfuncién en pacientes
hospitalizados (151,152). Sin embargo, alin no existe consenso sobre la alteracion del olfato
en la enfermedad del COVID-19 que ha variado a lo largo de los ultimos afios y la aparicion

de nuevas variantes (145).

La expresion de la ACE2 y la TMPRSS2 se encuentra muy elevada en todo el epitelio
olfatorio, pudiendo tener relacion con las alteraciones olfatorias y el COVID-19 (15). Sin
embargo, parece que el papel fundamental lo juega la NRP1 y su relacién con el neuroepitelio

olfatorio y el SARS-CoV-2 (13,14).

Algunos estudios afirman que la alteracién olfatoria podria predecir la severidad de

la enfermedad, relacionandose su manifestacién con los casos mas leves (145-147).

La fisiopatologia de la alteracion olfatoria no esta aclarada aun (148), pero parece que

este virus al igual que otros virus respiratorios, puede afectar al olfato por dos causas: causa
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inflamatoria, por edema e inflamacion de la mucosa y causa neuronal, con afectacion del
neuroepitelio olfatorio (146). La expresion y la distribucion de la ACE2 explica como el
SARS-CoV-2 penetra el SNC y lo inflama tanto directa como indirectamente, lo que indica
la pérdida del olfato al dafar el nervio olfatorio y, mediante un transporte axonal retrogrado,

el virus es capaz de entrar al SNC (148,149).

Otra hipdtesis que se postula es que la NRP1, que se expresa en gran medida en el
neuroepitelio olfatorio, se une de forma directa al SARS-CoV-2 y produce diferentes
alteraciones olfatorias. Esto ha sido estudiado en autopsias realizadas a pacientes fallecidos

de COVID-19 donde se encontro en gran cantidad NRP1 en las células neuroolfatorias (150).

Dentro de las disfunciones olfatorias, podemos encontrar dos tipos: las que producen
una alteracién en la percepcion (causas cualitativas, donde encontramos las fantosmias o
cacosmias) y las que producen una alteracion de la intensidad (causas cuantitativas, como la
hiposmia o la anosmia). Las méas observadas en esta enfermedad son las causas cuantitativas
sin otra sintomatologia otorrinolaringoldgica acompanante (en el 79% de los casos), siendo
el primer sintoma en torno a 11% de los casos segun algunos estudios y un 20% como unico

sintoma (146,151).

La duracion de las alteraciones olfatorias es muy variable. EI SARS-CoV-2 es uno de
los virus que mas rapidamente permite recuperar el olfato (dias o semanas, generalmente
entre 1-2 semanas), estando la media de recuperacién de 9,03 dias (145,153) a diferencia de
otros virus clasicos que afectan al olfato, con recuperacién del mismo en meses (146), aunque

hay estudios que reportan recuperaciones a los 4 meses (154) respecto al SARS-CoV-2. La
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recuperacion del olfato es inversamente proporcional a la severidad de la pérdida (151).
Cuando dura més de 4-12 semanas desde el inicio de la sintomatologia, lo clasificariamos
como COVID-19 persistente, con una prevalencia muy variable en la literatura (5-50%)

(144,145).

La evaluacion del olfato se puede realizar tanto con pruebas subjetivas (155,156),
como la Escala Analdgica Visual (EVA) o la olfatometria, que mide tanto la capacidad de
distinguir olores como la cantidad de olor percibido; o con pruebas objetivas como los
potenciales evocados olfatorios (de dificil interpretacidn), el electroolfatograma, el cual mide
la actividad eléctrica del epitelio olfatorio nasal, la resonancia magnética funcional
visualizando bulbo y tracto olfatorio activandose con estimulos olfativos y la biopsia mucosa
olfatoria (157). Las pruebas objetivas reportan méas alteraciones olfatorias que las pruebas

subjetivas (145).

Dentro de las pruebas objetivas, la mas empleada ha sido la RMN funcional, ya que
es una prueba no invasiva que permite cuantificar la actividad cerebral tras un estimulo

olfatorio. Sin embargo, su uso de rutina ain no esta aprobado (157,158).

No existe un tratamiento especifico para la recuperacion de la disfuncion olfatoria
(145). No obstante, algunos estudios postulan que el tratamiento con corticoterapia intranasal
puede favorecer a la recuperacion de la funcionalidad al disminuir la inflamacion de la
mucosa nasal (159). Otros afirman que no mejora significativamente la anosmia, por lo que
no existe clara indicacién para pautarlos de forma rutinaria, recomendandose en los casos

asociados a rinosinusitis cronica (160-162).
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En otros estudios apoyan la rehabilitacion olfatoria con el entrenamiento olfatorio,
que consiste en la exposicion repetida a distintos odorantes durante al menos 21 dias. Parece
que este ultimo ha demostrado la mejora de los umbrales sensitivos y la capacidad de

identificacion y discriminacion de olores (145).
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2. JUSTIFICACION DEL ESTUDIO
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2. JUSTIFICACION DEL ESTUDIO

La pandemia por COVID-19 ha supuesto una emergencia sanitaria a nivel mundial.
Al ser un virus de reciente aparicion, surge de especial interés la investigacion sobre el mismo
Yy su patogenia, sus principales sintomas y signos, pruebas diagndsticas, medidas preventivas
y su tratamiento més eficaz (6). En la actualidad, numerosos proyectos de investigacion

evalUan los diferentes factores que versan sobre este virus.

El SARS-CoV-2 produce gran variedad de sintomatologia y afectacion a diferentes
grupos poblacionales, dando lugar a una importante morbilidad y mortalidad, sobre todo en
pacientes con patologia previa (como la diabetes y la hipertensién) y edad avanzada (15).
Ademas, la aparicion de nuevas variantes con sus diferencias clinicas y patoldgicas resulta

de gran desafio a la hora de la lucha contra este virus.

La entrada del SARS-CoV-2 a las células diana en los diferentes tejidos como en la
mucosa nasal, bronquial, pulmones, ileon, colon e higado (73), es iniciada por interacciones
entre las glicoproteinas del virus y receptores, como la enzima convertidora de angiotensina
(ACE2) gracias a la furina (2,11). Posteriormente, es procesado por una serin-proteasa
transmembrana plasmatica tipo 11 (TMPRSS2), la cual es esencial para que el virus pueda
fragmentar la proteina S viral, paso necesario para su entrada en el citoplasma y producir el
dafo en diferentes células del huésped, como las respiratorias y células de soporte del epitelio

olfatorio, que justificaria los sintomas de disfuncion olfatoria (15). También es importante
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destacar la NRP1, que, en su union con la ACE2, podria favorecer a la entrada del virus y

replicacion (13).

Existen algunos puntos controvertidos sobre la expresion de la ACE2 y la proteasa
TMPRSS2 en el epitelio nasal y en las vias aéreas inferiores, como, por ejemplo, si la
expresion de dichas proteinas es menor en nifios que en adultos, dénde se localizan y en qué
células, si se expresan también en orofaringe, y si hay relacion entre su expresion con los
sintomas nasales y con la gravedad de la enfermedad (126,143). Estos datos pueden ser de
interés a la hora de disefiar posibles estrategias de prevencion y tratamiento de la enfermedad

por coronavirus.

Ademas, los datos de prevalencia de la alteracion olfatoria son muy variables (10),
generalmente basados en encuestas de autoevaluacion y con series de pacientes con escasa
muestra y gran discrepancia en la recuperacion del olfato y el gusto (6,130,163). La pérdida
de olfato y gusto suele ser uno de los sintomas iniciales de la enfermedad en los casos leves

y puede ayudar al diagnostico precoz (143).

Ante el gran nimero de controversias existentes en esta nueva enfermedad y la
importancia de un mejor conocimiento de los procesos fisiopatoldgicos para poder enfocar
la infeccion por SARS-CoV-2, nos planteamos el presente estudio para conocer la expresion
de la ACE2, TMPRSS2, furinay NRP1, en un grupo de pacientes con infeccion pasada en la
Region de Murcia en los afios 2020 y 2021, lo cual sin duda podria repercutir en un
diagnostico mas precoz y nos podria dar informacion desde el punto de vista preventivo,

prondstico y terapéutico. Asi mismo se evaluaré la disfuncién olfatoria en estos pacientes por
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el interés de esclarecer la fisiopatologia y mecanismo de accion de este virus a nivel nasal y

correlacionarlo con otras variables sociodemogréficas, clinicas y analiticas.

Este proyecto de investigacion pretendio establecer un método minimamente
invasivo, mediante una toma de muestra del exudado nasal (o faringeo si no se pudo obtener
el nasal), que permitiese identificar qué pacientes tendrian mas riesgo de presentar una peor
evolucion de la enfermedad dependiendo de la expresion en mucosa nasal de los receptores
ACE2, TMPRSS2, furina y NRP1. También se estudid la asociacion de estos cuatro
receptores y la presencia de disfuncién olfatoria y disgeusia. Se correlacionaron, asi mismo,
variables demogréficas como la edad, sexo y raza, variables clinicas como haber sido
ingresado en la Unidad de Cuidados Intensivos durante la enfermedad por COVID-19, ser
fumador o no fumador, patologias previas de base (hipertension, diabetes mellitus y asma) y
pardmetros analiticos como el dimero D, carga viral, grupo sanguineo y presencia del gen
2DS4 comparandolas con la disfuncion olfatoria que padecieron los pacientes de nuestra
muestra. Destacamos estos ultimos parametros por su relacion demostrada con el COVID-19
en numerosos estudios. Se ha evidenciado el aumento del dimero D en los pacientes
infectados de COVID-19 (164). También se relaciona la carga viral con un aumento de la
capacidad infectiva del SARS-CoV-2 (46,47). Ciertos grupos sanguineos se han visto
correlacionados con la gravedad, destacando el grupo sanguineo A (165). Un estudio reciente
analizo varios genes KIR y su implicacion con la defensa inmunitaria realizada por el
organismo contra el COVID-19. De estos destacamos el gen 2DS4, por su demostrada

relacion con la gravedad en la enfermedad producida por el SARS-CoV-2 segun el estudio
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de Bernal et al (166). Por todo esto, nos parecio relevante analizar estos parametros analiticos

e inmunoldgicos en nuestra muestra.

En este estudio no se compararon tratamientos, por lo que el Unico riesgo que pudo
originar fueron los relacionados con la extraccion de la muestra (técnica similar a la toma de

muestra para estudio PCR del virus).

El estudio fue realizado de acuerdo con el protocolo de Buena Préctica Clinica (BPC)

y los requisitos legales pertinentes.
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3. HIPOTESIS DE TRABAJO Y

OBJETIVOS
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3. HIPOTESIS DE TRABAJO Y OBJETIVOS

3.1.HIPOTESIS

La hipotesis principal supuso que los niveles de receptores de ACE2, TMPRSS2,
furina y NRP1 en la mucosa nasofaringea podrian estar directamente relacionados con la
gravedad de la enfermedad, lo cual podria predecir mediante un exudado nasofaringeo qué

pacientes con COVD-19 van a presentar una enfermedad leve o grave.

3.2.0BJETIVOS PRINCIPALES

El objetivo principal de este proyecto fue realizar una cuantificacion relativa de la
expresion de la ACE2, TMPRSS2, furina y NRP1 en el epitelio nasal o en su defecto
orofaringeo de pacientes diagnosticados de COVID-19 y correlacionarlo con la gravedad de
la enfermedad segun la Escala de la Gravedad propuesta por la Organizacion Mundial de la

Salud (OMS).

3.3.0BJETIVOS SECUNDARIOS

Los objetivos secundarios fueron:

1. Valorar las caracteristicas sociodemograficas del estudio.
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2. Valorar la relacion entre la expresion de los receptores con la presencia de
disfuncion olfatoria y disgeusia.
3. Analizar la presencia de disfuncion olfatoria en los pacientes de nuestra

muestra que lo padecieron durante su enfermedad por COVID-109.
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4. MATERIAL Y METODOS
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4. MATERIAL Y METODOS

4.1.TIPO DE ESTUDIO

Se realiz6 un estudio analitico observacional transversal multicéntrico, mediante el
estudio molecular de una muestra del exudado nasal y/o faringeo en pacientes que
previamente hayan padecido la enfermedad de COVID-19, documentada mediante una
prueba PCR, con sintomatologia de mayor o menor gravedad, medido mediante la Escala de

gravedad de la OMS (167) .

Tabla 8. Escala de Gravedad segun la Organizacion Mundial de la Salud.

Escala Gravedad OMS

Grupos Criterios clinicos

1
2
3
4
5
6

Sin ingreso

Ingreso con oxigeno ambiente

Oxigeno a bajo flujo

Ventilacion no invasiva u oxigeno a alto flujo

Ventilacion invasiva

Muerte

Esta tabla presenta varias categorias de gravedad del COVID-19, incluyendo si el
paciente requirié ingreso hospitalario, oxigeno, ventilacion no invasiva o ventilacion

invasiva.

Tambien se analizaron categorias combinadas. Por una parte, agrupamos la Escala de
Gravedad de la OMS en pacientes que precisaron 0 no ventilacion (grupos 1-3) versus
ventilacion invasiva (grupos 4-5).
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Asi mismo se agrupé los items de esta escala dependiendo de si habian empleado
ventilacion no invasiva 0 no precisaron ventilacion (grupos 1-4) o necesitaron ventilacion

invasiva (grupo 5).

También dividimos la Escala de Gravedad de la OMS segun si precisaban ingreso o
no, agrupando el grupo 1y 2 frente el 4 y 5 (no se registrdé ningln paciente en el grupo 3 ni

6).

4.2.VARIABLES

Las variables analizadas en este estudio fueron:

1. Expresion en mucosa nasal o faringea de ACE2.

2. Expresion en mucosa nasal o faringea de TMPRSS2.

3. Expresion en mucosa nasal o faringea de furina.

4. Expresion en mucosa nasal o faringea de NRP1.

5. Edad.

6. Sexo.

7. Raza.

8. Gravedad de la enfermedad mediante clasificacion de gravedad propuesta por

la Organizacién Mundial de la Salud (Tabla 8).
9. Disfuncion olfatoria.
10.  Disgeusia.

11. Estancia en UCI.
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12.  Habito tabaquico.

13.  Presencia 0 no de hipertension.
14.  Presencia o no de DM.

15.  Presencia 0 no de asma.

16.  Cargaviral.

17.  Dimero D.

18.  Grupo sanguineo.

19. Gen 2DSA4.

4.3.CRONOLOGIA

Las fases del estudio fueron:

- Recogida de las muestras en octubre de 2020.
- Procesamiento de las muestras entre noviembre de 2020 y marzo de 2021.
- Andlisis de los resultados para elaboracion del informe final a partir de marzo de

2021.

4.4.POBLACION DEL ESTUDIO

Se seleccion6 una muestra de 104 pacientes de entre una poblacién de 201 pacientes
mayores de 18 afios que padecieron la enfermedad de COVID-19 confirmada mediante PCR
positiva y que fueron tratados en los hospitales Virgen de la Arrixaca, Reina Sofia y Morales

Meseguer de la ciudad de Murcia durante marzo de 2020 y marzo de 2021, incluidos una vez
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que alcanzaron la estabilidad clinica en el dia 75 (fundamentalmente para evitar sesgos
debido a los tratamientos aplicados) y observados 120 dias después del inicio de los sintomas.
A estos pacientes se les tomd una muestra de exudado nasal (o faringeo cuando no se pudo
obtener el nasal, el cual solo fue extraido en un paciente) para analizar las diferentes proteinas
descritas anteriormente (ACE2, TMPRSS2, furina y NRP-1). El proyecto cont6 con la
aprobacion del Comité Etico del Hospital Clinico Universitario Virgen de la Arrixaca (Anexo
1). La recogida de datos y almacenamiento de datos se realizé de forma anonimizada. La
participacion en el registro no implicé modificacion del proceso diagnéstico ni del manejo

clinico.

1. Criterios de inclusién

- Pacientes diagnosticados de COVID-19 con prueba PCR positiva en el tiempo
reclutado.

- Tener voluntad de participar en el estudio y firmado el Consentimiento Informado
para la extraccion de muestras.

- Edad mayor de 18 afos.

2. Criterios de exclusion

- Pacientes menores de 18 afios.
- Pacientes fallecidos.

- Pacientes que no cumplen con los criterios de inclusion.
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4.5.PROCESAMIENTO DE LA MUESTRA

En primer lugar los pacientes fueron informados del proceso y firmaron un
consentimiento informado que fue explicado verbalmente, donde se detallaba todo el

procedimiento, que debian leer y comprender (Anexo I1).

Las muestras se tomaron mediante un frotis con un hisopo del exudado nasal y en
caso de imposibilidad para extraer este Gltimo, se realiz6 mediante un exudado orofaringeo
(solo se obtuvo de un paciente por gran dismorfia septal e imposibilidad para obtencion de

la muestra por la nariz).

La toma de muestras se realiz6 con los siguientes equipos de proteccion individual:

- Bata.
- Mascarilla FFP2 o FFP3.

- Guantes.

Para la toma de muestra del exudado nasofaringeo se introdujo un hisopo fino y
flexible por una narina y luego por la otra. El hisopo se mantuvo unos segundos y luego se
retird lentamente girandolo. En el caso de la toma de muestra orofaringea, se procedio a frotar

por las paredes posterior y laterales orofaringeas un hisopo grueso durante unos segundos.

Se detalla en el Anexo 111 el conjunto de acciones que se realizaron para procesar la
muestra del exudado obtenido. En resumen, se procedié en primer lugar a centrifugar la

muestra y retrotranscribirla. Posteriormente se amplificé el material obtenido para su analisis
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y se volvid a centrifugar la muestra. La expresion de los receptores obtenidos se compar6

con la expresion del gen GADPH para obtener las unidades totales de cada receptor.

El material se remiti6 al BIOBANCO-IMIB (Anexo V) donde se almacend y

custodio.

4.6. ANALISIS ESTADISTICO

1. Analisis de los receptores y la gravedad

Para evaluar la distribucién normal de los datos se emplearon gréficos de densidad y
de cuantiles, reforzados con la prueba de Shapiro-Wilk. Para las variables categoricas, los
datos se presentan como frecuencia absoluta (n) y frecuencia relativa (%), mientras que las
variables continuas se presentan como medianas y rangos intercuartilicos debido a su
distribucion no normal. Dado que no hubo una interaccion significativa entre la edad, el sexo
o laraza con el nimero de receptores (es decir, ACE2, TMPRSS2, furinay NRP1) en relacion
con la necesidad de ventilacién, disfuncién olfatoria o disgeusia (p > 0,05 para todos los

casos), no se realizaron analisis estratificados por estas variables sociodemogréaficas.

Se implementaron modelos lineales generalizados con distribucion binomial para
explorar las asociaciones del nimero de receptores o el estatus (nivel bajo, nivel medio, nivel
alto) con la necesidad de ventilacion mecéanica, presentar disfuncién olfatoria o disgeusia en
los pacientes del estudio. Estos modelos utilizaron técnicas robustas para gestionar la

heteroscedasticidad y los valores atipicos a traves del paquete robustbase (168).
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Especificamente, los modelos lineales generalizados con distribucion binomial se
implementaron utilizando el enfoque “Mgle”, que ajusta el modelo lineal generalizado

utilizando estimadores robustos de tipo Mallows o Huber.

Ademas, se estimaron las probabilidades predichas (%) (junto con sus intervalos de
confianza (IC) del 95%) de necesitar ventilacion, presentar disfuncion olfatoria o disgeusia

en funcién del nimero de receptores o de sus estatus.

Todos los modelos se ajustaron para ciertas covariables, incluyendo edad, sexo y raza.
Asimismo, para minimizar el posible sesgo causado por la exclusion de casos con datos
faltantes, realizamos andlisis adicionales utilizando métodos de imputacién maultiple. Para
Ilevar a cabo estos andlisis, utilizamos el paquete mice para evaluar los valores que faltaban
en los datos. Supusimos que la falta de datos se producia aleatoriamente y, por tanto,
utilizamos el paquete mice para sustituir esos valores perdidos empleando imputaciones
multiples mediante ecuaciones encadenadas (169). Para garantizar una precision suficiente,
generamos un total de 10 conjuntos de datos con imputaciones multiples, siguiendo la
recomendacion de establecer un nimero de imputaciones (m) superior a 100 veces la mayor

proporcion de informacion faltante (es decir, 9,6%) (170).

Los andlisis estadisticos se realizaron utilizando el software estadistico R (version
4.4.0), junto con RStudio (2024.04.1+748). La significacion estadistica se fijé en un valor p

<0,05.
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2. Analisis de la disfuncidn olfatoria.

Se analizaron variables sociodemograficas (edad, sexo y raza), clinicas (estancia en
UCI, estatus de fumador, HTA, DM y asma) y analiticas (carga viral, dimero D, grupo
sanguineo y gen 2DS4) comparandolas con la presencia de disfuncion olfatoria en los
pacientes de nuestra muestra. Para ello se realizaron tablas cruzadas entre las variables
categoricas (raza, sexo, estancia en UCI, estatus de fumador, HTA, DM, asma, grupo
sanguineo y gen 2DS4) analizadas con la prueba exacta de Fisher. Para el andlisis de las
variables cuantitativas (edad, dimero D y carga viral) se llevo a cabo un analisis de regresion
logistica binaria para estudiar la asociacion de éstas y la disfuncién olfatoria. Los analisis
estadisticos se realizaron utilizando el software estadistico SPSS (version 28.0.0) para
Windows (SPSS® Inc., Chicago, IL). La significacion estadistica se fijé en un valor de p <

0,05.

Se midi6 el grado de disfuncion olfatoria mediante el test de olfato de Barcelona

(BAST-24, Anexo V). Esta prueba consiste en exponer al paciente a 24 odorantes quimicos,

de los cuales 20 evaltan el | par craneal y 4 el V par. La puntuacion obtenida se clasifica de

la siguiente manera (171):

Identificacion de 20-18 odorantes: olfato excelente.

- Identificacion de 17-15 odorantes: olfato muy bueno.
- Identificacidn de 14-13 odorantes: olfato bueno.
- Identificacién de 12-11 odorantes: hiposmia leve.

- Identificacién de 10-8 odorantes: hiposmia moderada.
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Identificacion de 7-5 odorantes: hiposmia grave.
Identificacion de 4-1 odorantes: anosmia.

No identifica ninguin odorante: probable simulador.
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5. RESULTADOS
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5. RESULTADOS

5.1.RECEPTORES Y SU RELACION CON LA

GRAVEDAD DE LA ENFERMEDAD

En la Tabla 9 se muestran los datos demograficos de la muestra analizada. Para una
mayor precision, se analizé la base de datos, por un lado, con todos los casos (incluyendo las
pérdidas) y por otro lado la base de datos sin incluir las pérdidas (base de datos imputada).
Se adjuntaen el Anexo V1 las tablas con ambas bases de datos para la visualizacion y consulta
del lector. Se presenta asi mismo los graficos obtenidos usando técnicas de imputaciones
multiples en este apartado y sin usar técnicas de imputacion multiples en el apartado de

Anexo VII.

Observamos que el 66,3% de la muestra estaba formada por hombres (69 pacientes)
seguida de un 33,7% de mujeres (35 pacientes). La mediana de edad se situ6 en torno a 58,5

afios, con un rango intercuartilico (RI) de 16,2 afios.

Destaca un alto porcentaje de pacientes caucasicos, en total un 81,7% de la muestra
(85 pacientes), a diferencia de los no caucasicos, que corresponden a un 18,3% (19

pacientes).

A continuacion, se calculo la mediana de los cuatro receptores analizados (furina,

ACE2, NRP1 y TMPRSS2). La mediana de unidades para el receptor furina fue de 212,3
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unidades en contando con los casos perdidos y sin contar con ellos es de 212. Para el receptor
ACE2, la mediana se situ6 en 2098,3 unidades. La NRP1, en 1904,3 unidades contando con
los casos perdidos y sin contar con ellos en 1897,7 unidades. Por Gltimo, en cuanto a la

TMPRSS2, la mediana fue de 113 unidades.

Para comparar los resultados con la gravedad, se empleé la Escala de Gravedad

propuesta por la OMS (167).

Un 58,1% no necesitaron ventilacion (61 pacientes), frente a un 41,3% que precisaron

ventilacion (43 pacientes).

El 89,4% fue no invasiva o no requirieron ventilacion (93 pacientes) frente al 10,6%

que preciso ventilacion invasiva (11 pacientes).

Los pacientes que precisaron ingreso fueron el 61,5% (64 pacientes) frente a los

38,5% que no lo precisaron (40 pacientes).

Al agrupar la muestra por necesidad de ventilacion (grupos 1-3) o no (grupos 4-5), se
presentd una mayor homogeneizacion que agrupandola segln si habian precisado ventilacion
no invasiva o no habian requerido ventilacién (grupos 1-4) o invasiva (grupo 5), por lo que

se decidid hacer la comparativa mediante esta agrupacion.

En la disgeusia, un 63,5% de los pacientes negaron padecerla (66 pacientes) frente al

36,5% que si que la describian como parte de sus sintomas (39 pacientes). En cuanto a la
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disfuncion olfatoria, el 62,5% no declar6 haberla padecido (65 pacientes), frente a un 37,5%

que si refirio tenerla (39 pacientes).

Tabla 9. Datos descriptivos de los pacientes de estudio.

Variables ‘ Base de datos imputada
Edad Mediana (RI)
Sexo Hombre (%) 69 (66,3)

Mujer (%) 35(33,7)
Raza Caucasico (%) 85 (81,7)

No caucasico (%) 19 (18,3)

Furina (unidades) Mediana (RI) 213,0 (103,8)
ACE?2 (unidades) Mediana (RI) 2098,3 (1311,7)
NRP1 (unidades) Mediana (RI) 1897,7 (1599,8)
TMPRSS2 (unidades) Mediana (RI) 113,0 (54,0)
Gravedad COVID-19 (estatus) T Sin ingreso (%) 40 (38,5)

Ingreso con oxigeno (%) 21 (20,2)

Ventilacion no invasiva (%) | 32 (30,8)

Ventilacion invasiva (%) 11 (10,6)
Gravedad COVID-19 (ventilacion) t No ventilacion (%) 61 (58,7)

Ventilacion (%) 43 (41,3)
Gravedad COVID-19 (ventilacion invasiva) T | No ventilacion invasiva (%) | 93 (89,4)

Ventilacion invasiva (%) 11 (10,6)
Gravedad COVID-19 (ingreso) f Ingreso (%) 64 (61,5)

No ingreso (%) 40 (38,5)
Disgeusia No (%) 66 (63,5)

Si (%) 38 (36,5)
Disfuncion olfatoria No (%) 65 (62,5)

Si (%) 39 (37,5)

t Segtin la Escala de Gravedad de la Organizacion Mundial de la Salud (167). ACE2, angiotensin-converting

enzyme 2; COVID-19, Coronavirus Disease 2019; NRP1, neuropilin-1; p, significancia estadistica; RI, rango

intercuartilico; TMPRSS2, transmembrane serine protease 2.
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En la siguiente tabla mostramos los resultados obtenidos al realizar un anélisis de
regresion logistica binaria evaluando la asociacion entre el nimero de receptores (furina,
ACE2, NRP1 y TMPRSS2) y la gravedad del COVID segun la Escala de Gravedad de la
OMS en la muestra de pacientes obtenidos, presentando el modelo tanto ajustado por edad,
sexo y raza como sin ajustarlo. Se exponen los valores por 100 unidades ya que las unidades
de los receptores evaluados son muy elevadas y todos los valores tenderian a ir a 0, sin ser

representativos.

En la tabla presentamos el valor de la odds ratio (OR), el rango intercuartilico (ET),
el intervalo de confianza (CI) y la significancia estadistica (p). Mostramos asi mismo el

modelo ajustado por edad, sexo y razay sin ajustar por estas variables.

e Modelo no ajustado:

Furina: Por cada aumento de 100 unidades en el nimero de furina, el riesgo de
COVID-19 grave aumentd en un 34% (OR = 1,34) en la base de datos imputada. Sin

embargo, estas asociaciones no fueron estadisticamente significativas (p = 0,152).

ACE2: Por cada aumento de 100 unidades en el nimero de ACE2, el riesgo de
COVID-19 grave aumentd en un 2% (OR = 1,02), pero esta asociacion no fue

estadisticamente significativa (p = 0,401).

NRP1: No se observaron asociaciones estadisticamente significativas entre el namero

de NRP1y la gravedad de COVID-19 (p = 0,798).

87



Ana Maria Piqueras Sanchez
TMPRSS2: No se observaron asociaciones estadisticamente significativas entre el
namero de TMPRSS2 y la gravedad de COVID-19 (p = 0,517).

e Modelo ajustado:

Furina: Después de ajustar por factores de confusion, el aumento en el riesgo de
COVID-19 grave asociado con cada 100 unidades de furina fue del 38% (OR = 1,38) en la

base de datos imputada. Estas asociaciones tampoco fueron estadisticamente significativas

(p = 0,157).
A
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Figura 13. Furina y ventilacion con técnicas de imputacion multiple.

88



Ana Maria Piqueras Sanchez

Probabilidad estimada de necesitar ventilacion en funcién del nimero de receptores de furina en los participantes del estudio
usando técnicas de imputacion multiple. A: no ajustado; B: ajustado por edad, sexo y raza.

ACE2: No se observo una asociacion estadisticamente significativa entre el nimero

de receptor de la ACE2 y la gravedad del COVID-19 después del ajuste por sexo, edad y raza

(p = 0,890).
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70% 1
60% 1
50% 1
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10% 1

0% A

Ventilacion (%)
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Ventilacion (%)
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ACEZ2 (unidades)
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Figura 14. ACE2 y ventilacion con técnicas de imputacion multiple.

Probabilidad estimada de necesitar ventilacion en funcién del nimero de receptores de ACE2 en los participantes del estudio
usando técnicas de imputacion multiple. A: no ajustado; B: ajustado por edad, sexo y raza.
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NRP1: Tampoco se observo una asociacion estadistica al comparar la NRP1 con la

gravedad del COVID-19 (p = 0,788).

A
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Figura 15. NRP1 y ventilacion con técnicas de imputacion multiple.

Probabilidad estimada de necesitar ventilacion en funcion del namero de receptores de NRP1 en los participantes del estudio
usando técnicas de imputacion multiple. A: no ajustado; B: ajustado por edad, sexo y raza.
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TMPRSS2: Por ultimo, tampoco se observaron asociaciones estadisticamente

significativas entre el nimero de estos receptores y la gravedad de COVID-19 después del

ajuste por edad, sexo y raza (p = 0,764).
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520
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Figura 16. TMPRSS2 y ventilacion con técnicas de imputacion maltiple.

520

Probabilidad estimada de necesitar ventilacion en funcion del nimero de receptores de TMPRSS2 en los participantes del estudio
usando técnicas de imputacion multiple. A: no ajustado; B: ajustado por edad, sexo y raza.
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Tabla 10. Analisis de regresion logistica binaria evaluando la asociacion entre el nimero de receptores y gravedad del COVID
seglin la Escala de la Organizacion Mundial de la Salud en pacientes.

Base de datos imputada

Gravedad COVID-19 ¥

Predicor ~ OR 95% ClI

 Modelo no ajustado | |
Furina* 1,34 0,90a2,00 0,152
Modelo ajustado®
Furina* 1,38 0,88a2,17 0,157

Modelo no ajustado
ACE2* 1,02 0,98 a 1,06 0,401

Modelo ajustado®
ACE2* 1,00 0,96 21,05 0,890

Modelo no ajustado
NRP1* 1,00 0,98a 1,02 0,798

Modelo ajustado®
NRP1* 1,00 0,98 a1,02 0,788

Modelo no ajustado
TMPRSS2* 0,86 0,55a1,36 0,517

Modelo ajustado®
TMPRSS2* 0,93 0,57a1/51 0,764

“ Las unidades de receptores se agrupan por cada 100 unidades ya que el nivel de éstos es muy elevado f
Ajustado por edad, sexo y raza. ¥ Segin la Escala de Gravedad de la Organizacion Mundial de la Salud (“no
ventilacion” frente a “ventilacion”) (123). ACE2, angiotensin-converting enzyme 2; ClI, intervalo de confianza;
COVID-19, Coronavirus Disease 2019; NRP1, neuropilin-1; OR, odds ratio; p, significancia estadistica;

TMPRSS2, transmembrane serine protease 2.

En la Tabla 11 se expone el anélisis de regresion logistica binaria evaluando la
asociacion entre el estatus del nimero de receptores y la gravedad del COVID segun la Escala

de la OMS en la muestra de pacientes evaluados.

92



Ana Maria Piqueras Sanchez

Al no existir un punto de corte en la literatura sobre cuantas unidades corresponderian
a un nivel elevado, medio o bajo de cada receptor se procedio a realizar tertiles de cada uno
de los receptores. Como en la tabla anterior, los receptores analizados fueron furina, ACE2,
NRP1 y TMPRSS2, comparandolos con la Escala de Gravedad de la OMS dividendo los

grupos en necesidad de ventilacion o no ventilacion.

En la tabla se muestra la odds ratio (OR), el rango intercuartilico (ET), el intervalo

de confianza (CI) y la significancia estadistica (p).

Se presenta asi mismo el modelo ajustado por edad, sexo y raza y sin ajustar.

e Modelo no ajustado:

Furina: Los niveles medio y alto de furina se asociaron con un mayor riesgo de
COVID-19 grave (OR = 2,68 y OR = 1,77, respectivamente), aunque estas asociaciones no
fueron estadisticamente significativas, sin embargo, en el nivel medio, la p se acerca mucho

a la significacion estadistica (p = 0,051 nivel medio, p = 0,249 nivel alto).

ACEZ2: Los niveles medios de ACE2 se asociaron con un menor riesgo de COVID-

19 grave (OR = 0,58), pero tampoco se adquiri6 una significancia estadistica (p = 0,285).

NRP1: Los niveles medio y alto de NRP1 se asociaron con un menor riesgo de
COVID-19 grave (OR = 0,46 y OR = 0,79, respectivamente), sin alcanzar significancia

estadistica (NRP1 medio p = 0,120; NRP1 alto: p = 0,632).
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TMPRSS2: Los niveles medio y alto de TMPRSS2 no se asociaron significativamente

con la gravedad del COVID-19 (OR = 1,05y OR = 1,13, respectivamente). La significancia

estadistica fue del nivel medio: p = 0,921; TMPRSS2 alto: p = 0,808.

e Modelo ajustado:

Furina: Después de ajustar por factores de confusion, las asociaciones entre los

niveles de furina y la gravedad de COVID-19 perdieron relevancia y no fueron

estadisticamente significativas (furina medio: p = 0,356; furina alto: p = 0,237).
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Figura 17. Estatus del nivel de furina y ventilacion con técnicas de imputacion maltiple.
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Probabilidad estimada de necesitar ventilacion en funcién del nivel de receptores de furina (bajo, medio y alto) en los participantes
del estudio usando técnicas de imputacion mdaltiple. A: no ajustado; B: ajustado por edad, sexo y raza.

ACE2: El nivel medio de ACE2 se asocié con un menor riesgo de COVID-19 grave

(OR = 0,17, p = 0,007).
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Figura 18. Estatus de niveles de ACE2 y ventilacion con técnicas de imputacion multiple.

Probabilidad estimada de necesitar ventilacion en funcién del nivel de receptores de ACE2 (bajo, medio y alto) en los participantes
del estudio usando técnicas de imputacion multiple. A: no ajustado; B: ajustado por edad, sexo y raza.
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NRP1: El nivel medio se asocié con un menor riesgo de COVID-19 grave (OR = 0,29,

p = 0,030), pero el nivel alto no mostré asociacion significativa (p = 0,331).
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Figura 19. Estatus de niveles de NRP1 y ventilacion usando técnicas de imputacion multiple.

Probabilidad estimada de necesitar ventilacion en funcién del nivel de receptores de NRP1 (bajo, medio y alto) en los participantes
del estudio usando técnicas de imputacion multiple. A: no ajustado; B: ajustado por edad, sexo y raza.
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TMPRSS2: Los niveles medio y alto de TMPRSS2 no mostraron asociaciones

estadisticamente significativas con la gravedad de COVID-19 después del ajuste (TMPRSS2

medio: p = 0,771; TMPRSS2 alto: p = 0,977).
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Figura 20. Estatus de niveles de TMPRSS2 y ventilacion con técnicas de imputacion multiple.

Probabilidad estimada de necesitar ventilacién en funcién del nivel de receptores de TMPRSS2 (bajo, medio y alto) en los
participantes del estudio usando técnicas de imputacion multiple. A: no ajustado; B: ajustado por edad, sexo y raza.
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Tabla 11. Analisis de regresion logistica binaria evaluando la asociacion entre el estatus del nimero de receptores y gravedad del
COVID segun la Escala de la Organizacion Mundial de la Salud en pacientes.

Base de datos imputada
Gravedad COVID-19 #

Predictor OR 95% ClI

Modelo no ajustado

Nivel bajo furina Ref.
Nivel medio furina 2,68 1,00a7,21 0,051
Nivel alto furina 1,77 0,67 a 4,69 0,249

Modelo ajustado

Nivel bajo furina Ref.

Nivel medio furina 1,70 0,55 a 5,25 0,356
Nivel alto furina 1,90 0,65 a 5,54 0,237
Modelo no ajustado

Nivel bajo ACE2 Ref.

Nivel medio ACE2 0,58 0,21a1,58 0,285
Nivel alto ACE2 1,33 0,52 a 3,40 0,547
Modelo ajustado®

Nivel bajo ACE2 Ref.

Nivel medio ACE2 0,17 0,05a0,61 0,007
Nivel alto ACE2 0,78 0,26 22,32 0,652
Modelo no ajustado

Nivel bajo NRP1 Ref.

Nivel medio NRP1 0,46 0,17a1,22 0,120
Nivel alto NRP1 0,79 0,30a2,08 0,632
Modelo ajustado®

Nivel bajo NRP1 Ref.

Nivel medio NRP1 0,29 0,10a0,88 0,030
Nivel alto NRP1 0,58 0,20a1,72 0,331

Modelo no ajustado

Nivel bajo TMPRSS2 Ref.
Nivel medio TMPRSS2 1,05 0,40 a 2,74 0,921
Nivel alto TMPRSS2 1,13 0,43a2,92 0,808

Modelo ajustado®

Nivel bajo TMPRSS2 Ref.
Nivel medio TMPRSS2 1,17 0,41 a 3,30 0,771
Nivel alto TMPRSS2 1,02 0,35a2,93 0,977
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T Ajustado por edad, sexo y raza. ¥ Segln la Escala de Gravedad de la Organizacion Mundial de la Salud (“no
ventilacion” frente a “ventilacion”) (123). ACE2, angiotensin-converting enzyme 2; Cl, intervalo de confianza;
COVID-19, Coronavirus Disease 2019; NRP1, neuropilin-1; OMS, Organizacién Mundial de la Salud; OR,

odds ratio; p, significancia estadistica; Ref., referencia; TMPRSS2, transmembrane serine protease 2.

5.2.EXPRESION DE LOS RECEPTORES CON LA

PRESENCIA DE DISFUNCION OLFATORIA Y

DISGEUSIA.

La Tabla 12 presenta los resultados de un andlisis de regresion logistica binaria que
compara la asociacion entre el niamero de receptores (furina, ACE2, NRP1 y TMPRSS2) y

la disfuncion olfatoria en pacientes con COVID-19. Se presentan dos modelos: uno no

ajustado y otro ajustado por edad, sexo y raza.
e Modelo no ajustado:
Furina: La OR fue de 1,04, sin adquirir significacion estadistica (p = 0,827).

ACE2: Tampoco se obtuvo una asociacidn estadisticamente significativa. La OR fue

de 1,01y lap=0,664.

NRP1: La OR fue 1 y no se obtuvo una asociacion estadisticamente significativa (p

= 0,789).
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TMPRSS2: No se observaron asociaciones estadisticamente significativas entre el
namero de receptores de TMPRSS2 y la presencia de disfuncion olfatoria (OR = 1,04; p =

0,863).

e Modelo ajustado:

Furina: No se observaron asociaciones estadisticamente significativas entre el nUmero

de furina y la presencia de disfuncion olfatoria después del ajuste por edad, sexo y raza (OR

=1,05; p=0,821).
A
100%
90% A
80% -
= 70%
=
< 60%
°
£ 50%-
8 40%]
c
< 30%-
20% 4
10%
0% |

50 125 200 275 350 425 500 575 650 725 800
Furina (unidades)

100% 1
90% 1
80% 1
70% o
60% A
50% A
40% A
30% A
20% 1
10% 1

0% 1

Anosmia (%)

50 125 200 275 350 425 500 575 650 725 800
Furina (unidades)

Figura 21. Furina y disfuncion olfatoria con técnicas de imputacion mualtiple.
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Probabilidad estimada de tener disfuncion olfatoria en pacientes con COVID-19 en funcién del nimero de receptores de furina en
los participantes del estudio usando técnicas de imputacién multiple. A: no ajustado; B: ajustado por edad, sexo y raza.

ACE2: No se encontro significancia estadistica entre este receptor y la presencia de

disfuncion olfatoria (OR= 1,02 y p = 0,320).
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Figura 22. ACE2 y disfuncion olfatoria con técnicas de imputacién multiple.

Probabilidad estimada de tener disfuncion olfatoria en pacientes con COVID-19 en funcién del nimero de receptores de ACE2 en
los participantes del estudio usando técnicas de imputacién maltiple. A: no ajustado; B: ajustado por edad, sexo y raza.
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NRP1: Asi mismo, no se observaron asociaciones estadisticamente significativas
entre el nimero de NRP1 y la presencia de disfuncion olfatoria en el modelo ajustado (OR=

1,00; p=0,772).
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Figura 23. NRP1 y disfuncion olfatoria con técnicas de imputacion multiple.

Probabilidad estimada de tener disfuncion olfatoria en pacientes con COVID-19 en funcién del nimero de receptores de NRP1 en
los participantes del estudio usando técnicas de imputacién multiple. A: no ajustado; B: ajustado por edad, sexo y raza.
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TMPRSS2: En el modelo ajustado, cada aumento de 100 unidades en el nimero de
TMPRSS2 se asocio con un 22% (OR = 0,78) de disminucion en las probabilidades de
disfuncion olfatoria. Sin embargo, estas asociaciones no fueron estadisticamente

significativas (p = 0,338).

A

100% 1
90% 1
80% A
70% -
60% 1
50% 1
40% 1
30% 1
20% 1
10% 1

0% A

Anosmia (%)

40 120 200 280 360 440 520
TMPRSS2 (unidades)

100% -
90%
80%
70%
60% |
50% |
40% -
30%-
o T —
10%

0%

Anosmia (%)

40 120 200 280 360 440 520
TMPRSS2 (unidades)

Figura 24. TMPRSS2 y disfuncién olfatoria con técnicas de imputacion multiple.

Probabilidad estimada de tener disfuncidn olfatoria en pacientes con COVID-19 en funcién del nimero de receptores de TMPRSS2
en los participantes del estudio usando técnicas de imputacion multiple. A: no ajustado; B: ajustado por edad, sexo y raza.
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Tabla 12. Analisis de regresion logistica binaria evaluando la asociacion entre el nimero de receptores y disfuncion olfatoria en
pacientes.

Base de datos imputada

Disfuncion olfatoria *

Predictor OR 95% ClI

Modelo no ajustado
Furina* 1,04 0,72a1,51 0,827

Modelo ajustado®
Furina* 1,05 0,68a1,63 0,821

Modelo no ajustado
ACE2* 1,01 0,97 a 1,05 0,664

Modelo ajustado®
ACE2* 1,02 0,98 a1,07 0,320

Modelo no ajustado
NRP1 * 1,00 0,98a1,02 0,789

Modelo ajustado®
NRP1* 1,00 0,98 a1,03 0,772

Modelo no ajustado
TMPRSS2* 1,04 0,68a1,59 0,863

Modelo ajustado®
TMPRSS2* 0,78 0,47a1,29 0,338

“Se agrupan unidades por cada 100 T Ajustado por edad, sexo y raza. ACE2, angiotensin-converting enzyme 2;
Cl, intervalo de confianza; NRP1, neuropilin-1; OR, odds ratio; p, significancia estadistica; Ref., referencia;

TMPRSS2, transmembrane serine protease 2.

La Tabla 13 muestra los resultados de un analisis de regresion logistica binaria que
evalla la asociacion entre los niveles de los cuatro receptores analizados (furina, ACE2,
NRP1, TMPRSS?2) y la disfuncion olfatoria en los pacientes de nuestra muestra. Se presentan

dos modelos: uno no ajustado y otro ajustado por edad, sexo y raza.
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e Modelo no ajustado:

Furina: Los niveles medio y alto de furina se asociaron con un mayor riesgo de
disfuncion olfatoria (OR = 1,42 y OR = 1,99, respectivamente), pero estas asociaciones no

fueron estadisticamente significativas (furina medio: p = 0,496; furina alto: p = 0,164).

ACE2: No se observaron asociaciones estadisticamente significativas entre los

niveles de ACE2 y la disfuncién olfatoria (ACE2 medio: p = 0,663; ACE2 alto: p = 0,687).

NRP1: Los niveles medio de NRP1 se asociaron con un menor riesgo de disfuncion
olfatoria (OR = 0,46), pero estas asociaciones no fueron estadisticamente significativas

(NRP1 medio: p = 0,130).

TMPRSS2: El nivel alto de TMPRSS2 se asocié con un menor riesgo de disfuncion

olfatoria (OR = 0,52), pero esta asociacion no fue estadisticamente significativa (p = 0,207).

e Modelo ajustado:

Furina: El nivel medio de furina se asoci6 con un mayor riesgo de disfuncion olfatoria
(OR = 3,35), pero esta asociacion no fue estadisticamente significativa (p = 0,092). El nivel
alto de furina también mostré una tendencia hacia un mayor riesgo (OR = 2,30), pero no

alcanzo significancia estadistica (p = 0,166).
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Figura 25. Estatus de furina y disfuncion olfatoria con técnicas de imputacion multiple.

Probabilidad estimada de padecer disfuncion olfatoria en los pacientes diagnosticados de COVID en funcién del nivel de receptores
de furina (bajo, medio y alto) en los participantes del estudio usando técnicas de imputacion multiple. A: no ajustado; B: ajustado
por edad, sexo y raza.

ACE2: El nivel medio de ACE2 se asocio con un mayor riesgo de disfuncion olfatoria

(OR =2,62), pero esta asociacion no fue estadisticamente significativa (p = 0,128).
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Figura 26. Estatus de ACE2 y disfuncion olfatoria con técnicas de imputacion multiple.

Probabilidad estimada de padecer disfuncion olfatoria en los pacientes diagnosticados de COVID en funcién del nivel de receptores
de ACE2 (bajo, medio y alto) en los participantes del estudio usando técnicas de imputacion multiple. A: no ajustado; B: ajustado
por edad, sexo y raza.

NRP1: No se observaron asociaciones estadisticamente significativas entre los
niveles de NRP1 y la disfuncion olfatoria después de ajustarlo a sexo, edad y raza (NRP1

medio; p = 0,116; NRP1 alto: p = 0,997).
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Figura 27. Estatus de NRP1 y disfuncion olfatoria con técnicas de imputacion maltiple.

Probabilidad estimada de padecer disfuncion olfatoria en los pacientes diagnosticados de COVID en funcién del nivel de receptores
de NRP1 (bajo, medio y alto) en los participantes del estudio usando técnicas de imputacion mdaltiple. A: no ajustado; B: ajustado
por edad, sexo y raza.

TMPRSS2: El nivel alto de TMPRSS2 mostré una tendencia hacia un menor riesgo
de disfuncidn olfatoria (OR = 0,41), pero esta asociacion no fue estadisticamente significativa

(p = 0,158).
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Figura 28. Estatus de TMPRSS2 y disfuncion olfatoria con técnicas de imputacion multiple.

Probabilidad estimada de padecer disfuncion olfatoria en los pacientes diagnosticados de COVID en funcién del nivel de receptores
de TMPRSS2 (bajo, medio y alto) en los participantes del estudio usando técnicas de imputacién mdaltiple. A: no ajustado; B:
ajustado por edad, sexo y raza.
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Tabla 13. Analisis de regresion logistica binaria evaluando la asociacion entre el estatus del nimero de receptores y disfuncion

olfatoria en pacientes.

Predictor

Base de datos imputada

Disfuncion olfatoria

OR

95% ClI

Modelo no ajustado

Nivel bajo furina Ref.

Nivel medio furina 1,42 0,52 a 3,87 0,496
Nivel alto furina 1,99 0,75 a 5,25 0,164
Modelo ajustado

Nivel bajo furina Ref.

Nivel medio furina 3,16 0,83 a 12,00 0,092
Nivel alto furina 2,30 0,71a7,44 0,166
Modelo no ajustado

Nivel bajo ACE2 Ref.

Nivel medio ACE2 1,25 0,46 a 3,35 0,663
Nivel alto ACE2 0,82 0,31a2,16 0,687
Modelo ajustado®

Nivel bajo ACE2 Ref.

Nivel medio ACE2 2,62 0,76 29,09 0,128
Nivel alto ACE2 1,88 0,58 a 6,15 0,296
Modelo no ajustado

Nivel bajo NRP1 Ref.

Nivel medio NRP1 0,46 0,17 a 1,26 0,130
Nivel alto NRP1 1,02 0,38 22,68 0,976
Modelo ajustado®

Nivel bajo NRP1 Ref.

Nivel medio NRP1 0,38 0,12a1,27 0,116
Nivel alto NRP1 1,00 0,33a3,05 0,997
Modelo no ajustado

Nivel bajo TMPRSS2 Ref.

Nivel medio TMPRSS2 1,33 0,51 a 3,46 0,555
Nivel alto TMPRSS2 0,52 0,19a1,44 0,207
Modelo ajustado®

Nivel bajo TMPRSS2 Ref.

Nivel medio TMPRSS2 1,24 0,41a3,72 0,702
Nivel alto TMPRSS2 0,41 0,12a1,42 0,158

110



Ana Maria Piqueras Sanchez

T Ajustado por edad, sexo y raza. ACE2, angiotensin-converting enzyme 2; Cl, intervalo de confianza; NRP1,
neuropilin-1; OR, odds ratio; p, significancia estadistica; Ref., referencia; TMPRSS2, transmembrane serine
proteasa

La Tabla 14 presenta los resultados de un andlisis de regresion logistica binaria que
evalUa la asociacion entre el numero de receptores (furina, ACE2, NRP1, TMPRSS2) y la
disgeusia en pacientes con COVID-19. Se presentan dos modelos: uno no ajustado y otro

ajustado por edad, sexo y raza.

e Modelo no ajustado:

Furina: No se observaron asociaciones estadisticamente significativas entre el nUmero

de furina y la presencia de disgeusia (OR =1,20; p = 0,339).

ACE2: No se encontro significancia estadistica entre este receptor y la presencia de

disgeusia (OR=1,02; p = 0,263).

NRP1: Asi mismo, no se observaron asociaciones estadisticamente significativas
entre el nimero de NRP1 y la presencia de disgeusia en el modelo ajustado (OR=1,01; p =

0,210).

TMPRSS2: No se observaron asociaciones estadisticamente significativas entre el
numero de estos receptores y la presencia de disgeusia en ninguna de las bases de datos (OR=
1,30; p =0,228).

e Modelo ajustado:
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Furina: No se observaron asociaciones estadisticamente significativas entre el nUmero
de furina y la presencia de disgeusia después del ajuste por edad, sexo y raza (OR = 1,23; p

= 0,319).
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Figura 29. Furina y disgeusia con técnicas de imputacion multiple.

Probabilidad estimada de tener disgeusia en pacientes con COVID-19 en funcién del nimero de receptores de furina en los
participantes del estudio usando técnicas de imputacion multiple. A: no ajustado; B: ajustado por edad, sexo y raza.
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ACE2: No se encontrd significancia estadistica entre este receptor y la presencia de

disgeusia (OR=1,04; p = 0,115).

100% 1
90% o
80% -
70% -
60% 1
50% 1
40% A
30% 1
20% 1
10% 1

0% A

Disgeusia (%)

200 1000 1800 2600 3400 4200 5000
ACE2 (unidades)

100% 1
90% 1
80% 1
70% 1
60% -
50% 1
40% A
30% A
20% 1
10% 1

0% 1

Disgeusia (%)

200 1000 1800 2600 3400 4200 5000
ACE?2 (unidades)

Figura 30. ACE y disgeusia con técnicas de imputacion maltiple.

Probabilidad estimada de tener disgeusia en pacientes con COVID-19 en funcion del nimero de receptores de ACE2 en los
participantes del estudio usando técnicas de imputacion multiple. A: no ajustado; B: ajustado por edad, sexo y raza.
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NRP1: Igualmente no se observaron asociaciones estadisticamente significativas
entre el nimero de NRP1 y la presencia de disgeusia en el modelo ajustado (OR=1,01; p =

0,195).
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Figura 31. NRP1 y disgeusia con técnicas de imputacion multiple.

Probabilidad estimada de tener disgeusia en pacientes con COVID-19 en funcion del nimero de receptores de NRP1 en los
participantes del estudio usando técnicas de imputacion multiple. A: no ajustado; B: ajustado por edad, sexo y raza.
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TMPRSS2: Tampoco obtuvimos resultados estadisticamente significativos al

comparar este receptor con la presencia de disgeusia (OR=1,17; p = 0,506).
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Figura 32. TMPRSS2 y disgeusia con técnicas de imputacion multiple.

Probabilidad estimada de tener disgeusia en pacientes con COVID-19 en funcion del nimero de receptores de TMPRSS2 en los
participantes del estudio usando técnicas de imputacion maltiple. A: no ajustado; B: ajustado por edad, sexo y raza.
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Tabla 14. Analisis de regresion logistica binaria evaluando la asociacion entre el nimero de receptores y disgeusia en pacientes.

Base de datos imputada

Disgeusia

Predictor

Modelo no ajustado

Furina 1,20 0,83a1,75 0,339
Modelo ajustado®

Furina 1,23 0,82a1,83 0,319
Modelo no ajustado

ACE2 1,02 0,98 a 1,06 0,263
Modelo ajustado®

ACE2 1,04 0,99 a1,08 0,115

Modelo no ajustado
NRP1 1,01 0,99 a1,03 0,210
Modelo ajustado®
NRP1 1,01 0,99 a1,04 0,195
Modelo no ajustado
TMPRSS2 1,30 0,85a2,00 0,228
Modelo ajustado®
TMPRSS2 1,17 0,74 21,86 0,506

“Se presentan los receptores por cada 100 unidades. ¥ Ajustado por edad, sexo y raza. ACE2, angiotensin-
converting enzyme 2; B, coeficiente beta no estandarizado; Cl, intervalo de confianza; NRP1, neuropilin-1; OR,

odds ratio; p, significancia estadistica; Ref., referencia; TMPRSS2, transmembrane serine protease 2.

La Tabla 15 muestra los resultados de un analisis de regresion logistica binaria que
evalua la asociacion entre el nivel de los receptores furina, ACE2, NRP1y TMPRSS2 y la
disgeusia en pacientes con COVID-19 grave. Se presentan dos modelos: uno no ajustado y

otro ajustado por edad, sexo y raza.

e Modelo no ajustado:
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Furina: El nivel alto de furina se asocié con un mayor riesgo de disgeusia (OR = 2,55),
pero esta asociacion no fue estadisticamente significativa, aunque cercana a la significancia
(p =0,062). Los niveles medio y bajo no mostraron asociaciones significativas (furina medio:

p =0,510).

ACE2: No se observaron asociaciones estadisticamente significativas entre los

niveles de ACE2 y la disgeusia (ACE2 medio: p = 0,668; ACE2 alto: p = 0,372).

NRPL1: El nivel medio de NRP1 se asocié con un menor riesgo de disgeusia (OR =
0,39), pero esta asociacion no fue estadisticamente significativa (p = 0,081). Los niveles alto

y bajo no mostraron asociaciones significativas (NRP1 alto: p = 0,445).

TMPRSS2: El nivel alto de TMPRSS2 se asocié con un menor riesgo de disgeusia
(OR = 0,59), pero esta asociacion no fue estadisticamente significativa (p = 0,306). Los

niveles medio y bajo no mostraron asociaciones significativas (TMPRSS2 medio: p = 0,405).

e Modelo ajustado:

Furina: Los niveles medio y alto de furina mostraron una tendencia hacia un mayor
riesgo de disgeusia (OR = 2,56 y OR = 2,83, respectivamente), pero estas asociaciones no

fueron estadisticamente significativas (furina medio: p = 0,153; furina alto: p = 0,072).
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Figura 33. Estatus de niveles de furina y disgeusia con técnicas de imputacion multiple.

Probabilidad estimada de padecer disgeusia en los pacientes diagnosticados de COVID-19 en funcién del nivel de receptores de

furina (bajo, medio y alto) en los participantes del estudio usando técnicas de imputacion multiple. A: no ajustado; B: ajustado por
edad, sexo y raza.

ACE2: El nivel medio de ACE2 mostrd una tendencia hacia un mayor riesgo de
disgeusia (OR = 2,32), pero esta asociacion no fue estadisticamente significativa (p = 0,169).

El nivel alto no mostro6 asociacion significativa (p = 0,156).

118



Ana Maria Piqueras Sanchez

100% o
90% o
80% -
70% 1
60% 1
50% 1
40% A
30% 1
20% o
10% A

0% A

Disgeusia (%)

Nivel bajo Nivel medio Nivel alto
ACE2 (estatus)

100% 1
90% 1
80% 1
70% 1
60% 1
50% o
40% -
30% -
20% 1
10% 1

0% 1

Disgeusia (%)

Nivel bajo Nivel medio Nivel alto
ACE?2 (estatus)

Figura 34. Estatus de niveles de ACE2 y disgeusia con técnicas de imputacion multiple.

Probabilidad estimada de padecer disgeusia en los pacientes diagnosticados de COVID-19 en funcion del nivel de receptores de
ACE2 (bajo, medio y alto) en los participantes del estudio usando técnicas de imputacién multiple. A: no ajustado; B: ajustado por
edad, sexo y raza.

NRPL1: El nivel medio de NRP1 se asocié con un menor riesgo de disgeusia (OR =
0,30), pero esta asociacion no fue estadisticamente significativa (p = 0,144 en la base de datos
con los datos perdidos). En la base de datos imputada, se acercoO mucho a la significacion
estadistica (p = 0,058). Los niveles alto y bajo no mostraron asociaciones significativas (p =

0,451).
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Figura 35. Estatus de niveles de NRP1 y disgeusia con técnicas de imputacion multiple.

Probabilidad estimada de padecer disgeusia en los pacientes diagnosticados de COVID-19 en funcién del nivel de receptores de
NRP1 (bajo, medio y alto) en los participantes del estudio usando técnicas de imputacion multiple. A: no ajustado; B: ajustado por
edad, sexo y raza.

TMPRSS2: No se observaron asociaciones estadisticamente significativas entre los
niveles de TMPRSS2 y la disgeusia después del ajuste (TMPRSS2 medio: p = 0,479;

TMPRSS2 alto; p = 0,321).
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Figura 36. Estatus de niveles de TMPRSS2 y disgeusia con técnicas de imputacion multiple.

Probabilidad estimada de padecer disgeusia en los pacientes diagnosticados de COVID-19 en funcién del nivel de receptores de
TMPRSS2 (bajo, medio y alto) en los participantes del estudio usando técnicas de imputacién maltiple. A: no ajustado; B: ajustado

por edad, sexo y raza.
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Tabla 15. Analisis de regresion logistica binaria evaluando la asociacion entre el estatus del nimero de receptores y disgeusia en
pacientes.

Base de datos imputada

Disgeusia

Predictor (0] 95% ClI

Modelo no ajustado

Nivel bajo furina Ref.

Nivel medio furina 141 0,50 a 3,97 0,510
Nivel alto furina 2,55 0,95 a 6,82 0,062
Modelo ajustado

Nivel bajo furina Ref.

Nivel medio furina 2,56 0,70a9,30 0,153
Nivel alto furina 2,83 0,91a8,78 0,072
Modelo no ajustado

Nivel bajo ACE2 Ref.

Nivel medio ACE2 1,25 0,46 a 3,42 0,668
Nivel alto ACE2 1,56 0,59 24,13 0,372
Modelo ajustado®

Nivel bajo ACE2 Ref.

Nivel medio ACE2 2,32 0,70a7,69 0,169
Nivel alto ACE2 2,29 0,73a7,21 0,156
Modelo no ajustado

Nivel bajo NRP1 Ref.

Nivel medio NRP1 0,39 0,14a1,12 0,081
Nivel alto NRP1 1,46 0,55 a 3,87 0,445
Modelo ajustado®

Nivel bajo NRP1 Ref.

Nivel medio NRP1 0,30 0,09a1,04 0,058
Nivel alto NRP1 1,52 0,51 a 4,55 0,451

Modelo no ajustado

Nivel bajo TMPRSS2 Ref.
Nivel medio TMPRSS2 1,50 0,58 a 3,93 0,405
Nivel alto TMPRSS2 0,59 0,21a1,63 0,306

Modelo ajustado®

Nivel bajo TMPRSS2 Ref.
Nivel medio TMPRSS2 1,47 0,51 a4,23 0,479
Nivel alto TMPRSS2 0,55 0,17a1,79 0,321
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T Ajustado por edad, sexo y raza. ACE2, angiotensin-converting enzyme 2; ClI, intervalo de confianza; NRP1,
neuropilin-1; OR, odds ratio; p, significancia estadistica; Ref., referencia; TMPRSS2, transmembrane serine

protease

5.3. ANALISIS DE LOS PACIENTES CON DISFUNCION
OLFATORIA POR COVID-19

De los 104 pacientes de la muestra, 39 padecieron disfuncién olfatoria (37,5%) durante

su infeccion por COVID-19 en la primera y segunda ola de la pandemia.

La media de edad fue de unos 52 afos siendo la desviacion estandar de 9,4 afios. El

43,58% fueron hombres (17 pacientes) y 56,41% mujeres (22 pacientes).

En cuanto a la edad, observamos que, tras realizar el analisis de regresion logistica
binaria, observamos que el coeficiente beta (B) es negativo, lo que indica que, a menor edad,

aumenta la probabilidad de padecer disfuncion olfatoria, con una significancia de p = 0,002.

Tabla 16. Regresion logistica binaria para disfuncion olfatoria y la edad.

Variables en la ecuacion

B Error ig. 95% C.I. para
estandar EXP(B)
Inferior = Superior
Paso EDAD -,066 ,022 9,270 1 ,002 ,936 ,897 977
12 Constante | 3,232 1,221 7,004 1 ,008 25,343

a. Variables especificadas en el paso 1: EDAD.
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Figura 37. Edad y disfuncion olfatoria.

Este grafico muestra que los pacientes con disfuncion olfatoria tuvieron una mediana de edad més baja que los que no tienen
disfuncion olfatoria. Ademas se representa en el grafico una menor dispersion de las edades en el grupo de disfuncién olfatoria.

En cuanto al sexo, se observd que la mayoria de las pacientes con disfuncién olfatoria

eran mujeres (56,41%) adquiriendo un resultado estadisticamente significativo (p=0,000).

Tabla 17. Disfuncién olfatoria y sexo.

Sexo* Disfuncion olfatoria

Disfuncion olfatoria
No Si
Sexo Hombres 50 17 67

Mujeres 13 22 35
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Tabla 18. Prueba exacta de Fisher en comparacion con disfuncion olfatoria y sexo.

Pruebas de chi-cuadrado

Valor o] Sig. asintética Significacion Significacion
(2 caras) exacta (2 exacta (1
caras) cara)
Chi-cuadrado de Pearson 13,6782 1 ,000
Correccion de 12,137 1 ,000
continuidad®
Razdn de verosimilitud 13,625 1 ,000
Prueba exacta de Fisher ,000 ,000
Asociacion lineal por 13,544 1 ,000
lineal
N de casos validos 102
a. 0 casillas (0,0%) han esperado un recuento menor que 5. El recuento minimo esperado es 13,38.
b. Sélo se ha calculado para una tabla 2x2

Disfuncidn
olfataria

Mo
Wsi

Recuento

Hombres Mujeres

Sexo

Figura 38. Sexo y disfuncion olfatoria.

En este grafico de barras observamos como en el grupo de mujeres se encontraron la mayoria de pacientes con disfuncion olfatoria.

125



Ana Maria Piqueras Sanchez

Respecto a la raza, el 84,61% eran caucasicos (33 pacientes) frente al 15,38% de origen

sudamericano (6 pacientes).

No se obtuvieron resultados estadisticamente significativos para la variable de

disfuncion olfatoria comparandola con la raza (p = 0,504).

Tabla 19. Disfuncion olfatoria y raza.

Disfuncion olfatoria

No Si
RAZA No caucasico 13 6
caucasico 50 33
Total 63 39

Tabla 20. Prueba exacta de Fisher de disfuncion olfatoria y raza

Pruebas de chi-cuadrado

Valor al Sig. Significacion Significacion
asintética (2 exacta (2 exacta (1
caras)
Chi-cuadrado de Pearson 4382 1 ,508
Correccion de ,160 1 ,689
continuidad®
Razdn de verosimilitud 447 1 ,504
Prueba exacta de Fisher ,606 ,349
Asociacion lineal por ,434 1 ,510
lineal
a. 0 casillas (0,0%) han esperado un recuento menor que 5. El recuento minimo esperado es 7,26.
b. Sélo se ha calculado para una tabla 2x2
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Figura 39. Raza y disfuncion olfatoria.

Aqui observamos que dentro de la disfuncion olfatoria, la mayoria de los pacientes se encontraron dentro del grupo de los
caucasicos.

El siguiente andlisis fue la media de duracion de la disfuncién olfatoria, que obtuvo

un resultado de 35,61 dias con una desviacion estandar de 39,8 dias. El minimo de dias fue

1y el méximo 180.

Tabla 21. Dias de duracion de la disfuncién olfatoria

Dias de disfuncién olfatoria Estadistico

Media 35,61
95% de intervalo de confianza para la media

- Limite inferior 21,01
- Limite superior 50,22
Desviacion estandar 39,813
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Del total de los pacientes con disfuncion olfatoria analizados, el 87,17% recupero el
olfato de forma completa frente al 12,82% (5 pacientes) en los que persistio en el momento

del estudio, que fue de un afio tras sufrir los sintomas.

Los pacientes en los que se mantuvo esa péerdida de olfato fueron analizados mediante
el test BAST-24. El resultado de esta prueba fue una puntuacién con resultado de olfato

bueno (reconocieron entre 13 y 14 odorantes) los 5 pacientes con disfuncion olfatoria.

Del total de los pacientes, el 36,8% fueron hospitalizados (14 pacientes), siendo
graves el 30,76% requiriendo ingreso en UCI (12 pacientes). No se obtuvo significancia
estadistica (p = 0,219) comparandolo con la disfuncion olfatoria.

Tabla 22. Disfuncién olfatoria y estancia en UCI.

Disfuncion olfatoria
No Si

UClI No 36 27
Si 27 12
Total 63 39

Tabla 23. Prueba exacta de Fisher de disfuncion olfatoria y estancia en UCI.

Pruebas de chi-cuadrado

gl Sig. asintotica Significacién Significacion
(2 caras) exacta (2 caras) exacta (1 cara)
Chi-cuadrado de Pearson 1,4902 1 222
Correccion de continuidad® 1,022 1 312
Razon de verosimilitud 1,510 1 ,219
Prueba exacta de Fisher ,295 ,156
Asociacion lineal por lineal 1,476 1 ,224
a. 0 casillas (0,0%) han esperado un recuento menor gue 5. El recuento minimo esperado es 14,91.
b. S6lo se ha calculado para una tabla 2x2
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Figura 40. UCI y disfuncion olfatoria.

En el grupo que no requiri6 ingreso en UCI, se encontraron la mayoria de los pacientes que tuvieron disfuncion olfatoria.

En cuanto a los pacientes fumadores, se observo que el 69,23% eran no fumadores
(27 pacientes), frente al 10,2% que fumaban (4 pacientes) y al 20,51% que habian dejado

de fumar (8 pacientes). No se obtuvo significancia estadistica (p = 0,423).
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Tabla 24. Disfuncién olfatoria y habito tabaquico.

Disfuncion olfatoria

No Si
Fumador No fumador 50 27
Fumador 3
Exfumador 10
Total 63 39

Tabla 25. Prueba exacta de Fisher en relacién con la disfuncién olfatoria y habito tabaquico.

Pruebas de chi-cuadrado

al Sig. Significacion | Significacion  Probabilidad

asintética exacta (2 exacta (1 en el punto
(2 caras) cara)

Chi-cuadrado de 1,6812 2 431 ,453

Pearson

Razén de 1,642 2 440 453

verosimilitud

Prueba exacta de 1,790 ,423

Fisher

Asociacion lineal ,872° 1 ,350 ,362 211 ,066

por lineal

N de casos validos 102

a. 2 casillas (33,3%) han esperado un recuento menor que 5. El recuento minimo esperado es 2,68.

b. El estadistico estandarizado es ,934.
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Figura 41. Estatus de fumador y disfuncion olfatoria.

Aqui se muestra como en el grupo de no fumadores encontramos a la mayor parte de los pacientes con disfuncion olfatoria.
Se analizé asi mismo la presencia de hipertensién arterial en los pacientes que

habian padecido disfuncién olfatoria durante su enfermedad por COVID-19.

De los 39 pacientes con disfuncion olfatoria, solo 8 de ellos fueron hipertensos
(20,51%) frente a los 31 que no eran hipertensos (79,48%). Se adquirié significancia

estadistica con una p = 0,026.
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Tabla 26. Disfuncién olfatoria e HTA.

Disfuncion olfatoria

HTA No 35 31
Si 28 8
Total 63 39

Tabla 27. Prueba exacta de Fisher en relacién con la disfuncién olfatoriay HTA.

Pruebas de chi-cuadrado

Valor al Sig. asintdtica Significacion Significacion
(2 caras) exacta (2 exacta (1
caras)
Chi-cuadrado de Pearson 4,7582 1 ,029
Correccion de 3,878 1 ,049
continuidad®
Razén de verosimilitud 4,923 1 ,026
Prueba exacta de Fisher ,035 ,023
Asociacion lineal por 4,711 1 ,030
lineal
a. 0 casillas (0,0%) han esperado un recuento menor que 5. El recuento minimo esperado es 14,15.
b. Sélo se ha calculado para una tabla 2x2
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Figura 42. HTA y disfuncion olfatoria.
En este grafico de barras se representa como el grupo de normotensos fueron los que mas disfuncion olfatoria padecieron.

En cuanto a la Diabetes Mellitus, se analizaron aquellos pacientes con presencia de
Diabetes Mellitus tipo I, tipo 11 y aquellos que no la tenian.

De los 39 pacientes con disfuncion olfatoria, 35 no padecian diabetes (89,74%), frente
a los del tipo I y IlI, con dos pacientes en cada grupo (5,12% respectivamente). No se

alcanzaron valores estadisticamente significativos (p = 0,214).
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Tabla 28. Disfuncion olfatoria y DM.

Disfuncion olfatoria

No Si
DM No 47 35
Tipo | 9 2
Tipo Il 7 2
Total 63 39

Tabla 29. Prueba exacta de Fisher en relacién con la disfuncién olfatoria y DM.

Pruebas de chi-cuadrado

al Sig. Significacion | Significacion Probabilidad

asintdtica (2 exacta (2 exacta (1 en el punto
caras) caras) cara)

Chi-cuadrado de 3,537 |2 171 ,185

Pearson

Razén de 3,822 2 ,148 ,149

verosimilitud

Prueba exacta de 3,258 ,214

Fisher

Asociacion lineal por | 2,801° |1 ,094 ,102 ,063 ,034

lineal

N de casos validos 102

a. 2 casillas (33,3%) han esperado un recuento menor que 5. El recuento minimo esperado es 3,44.

b. El estadistico estandarizado es -1,674.
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Figura 43. DM y disfuncién olfatoria.

En el siguiente grafico se muestra que en el grupo de no diabéticos encontramos a la mayor parte de pacientes con disfuncion
olfatoria.

A continuacion, comparamos la disfuncidn olfatoria con la presencia de asma.
En este caso, solamente 2 pacientes tuvieron asma y disfuncion olfatoria (5,12%)
frente a los 37 pacientes que no tuvieron asma (94,87%). Estos datos no adquirieron

significancia estadistica (p = 0,254).
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Tabla 30. Disfuncién olfatoria y asma

Disfuncion olfatoria

ASMA no 137 37
Si 17 2
Total 154 39

Tabla 31. Prueba exacta de Fisher en relacién con asma y disfuncién olfatoria.

Pruebas de chi-cuadrado

Valor al Sig. asintética Significacion Significacion
(2 caras) exacta (2 exacta (1
caras) cara)
Chi-cuadrado de Pearson 1,1402 1 ,286
Correccion de ,585 1 445
continuidad®
Razén de verosimilitud 1,303 1 ,254
Prueba exacta de Fisher ,375 ,230
Asociacion lineal por 1,134 1 ,287
lineal
a. 1 casillas (25,0%) han esperado un recuento menor que 5. El recuento minimo esperado es 3,76.
b. Sélo se ha calculado para una tabla 2x2
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Figura 44. Asmay disfuncion olfatoria.

Los pacientes no asmaticos presentaron un mayor grado de disfuncién olfatoria que los asmaticos.

En la variable analitica de Dimero D, al realizar la regresion logistica binaria para analizar la
asociacion entre el dimero D y la disfuncion olfatoria, observamos que se produjo una
correlacion negativa entre ambas variables (coeficiente beta = -0,001), pero no fue

estadisticamente significativo (p = 0,227).
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Tabla 32. Regresion logistica binaria para disfuncion olfatoria y dimero D.

Variables en la ecuacion

B Error ig. 95% C.I. para

estandar EXP(B)

Inferior = Superior

Paso DimeroD | -,001 ,000 1,461 1 227 ,999 ,998 1,000
1a

Constante | -,181 ,296 ,376 1 ,540 ,834

a. Variables especificadas en el paso 1: DimeroD.

5000,0-
*9
4000,0- 30
*
3000,0
[m]
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o *
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Figura 45. Dimero D y disfuncién olfatoria.
Los pacientes con disfuncion olfatoria presentaron una menor dispersion y valores menos atipicos que los que no tienen disfuncion

olfatoria, lo que sugiere una mayor homogeneizacion en cuanto a valores del dimero D en este primer grupo. La mediana de este
parametro fue similar en ambos grupos.

138



Ana Maria Piqueras Sanchez

Ocurre lo mismo con la carga viral y la disfuncion olfatoria. Se adquirié una
correlacion negativa (B = -0,066) al realizar el analisis de regresion logistica binaria. Sin

embargo, estos hallazgos tampoco fueron estadisticamente significativos (p = 0,236).

Tabla 33. Regresion logistica binaria para disfuncién olfatoria y carga viral.

Variables en la ecuacion

B Error ig. Exp(B) 95% C.I. para
estandar EXP(B)
Inferior | Superior
Paso CargaViral | -,066 ,055 1,406 |1 ,236 ,936 ,840 1,044
12 Constante | 1,620 1,470 1,213 1 271 5,051

a. Variables especificadas en el paso 1: CargaViral.

40,00

35,009

30,004

25,009

Carga Viral

20,00

27

15,00 o

10,00

Mo Si
Disfuncién olfatoria
Figura 46. Carga viral y disfuncion olfatoria.
En este grafico de barras y bigotes se muestra como los pacientes analizados alcanzaron una mediana de carga viral mas baja en

el grupo con disfuncion olfatoria, sin embargo, la dispersion de los datos fue similar, pero en el grupo sin disfuncién olfatoria
mostraron un valor atipico.
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Los grupos sanguineos evaluados fueron 0 positivo y negativo, A positivo y negativo, B
positivo y negativo y AB positivo y negativo. EI grupo con mas disfuncion olfatoria fue el
0+ con 16 pacientes (41,02%), seguido del A+ con 5 pacientes (12,82%). Estos resultados no
adquirieron significancia estadistica (p = 0,110).

Tabla 34. Disfuncion olfatoria y grupo sanguineo

Tabla cruzada

Disfuncion olfatoria
no si

Grupo Sanguineo 49 6 55
0- 5 5 10
0+ 26 16 42
A- 5 2 7
A+ 30 5 35
AB + 1 0 1
AB- 0 1 1
B - 1 0 1
B+ 11 1 12
Total 154 39 192

Tabla 35. Prueba exacta de Fisher en relacion con la disfuncién olfatoria y el grupo sanguineo.

Valor

Pruebas de chi-cuadrado

Sig. asintdtica (2
caras)

Significacion
exacta (2 caras)

Chi-cuadrado de Pearson 27,9732 21 ,141 141
Razon de verosimilitud 29,177 21 ,110 ,125
Prueba exacta de Fisher 26,312 ,106
N de casos validos 192

a. 35 casillas (79,5%) han esperado un recuento menor que 5. El recuento minimo esperado es ,20.

140



Ana Maria Piqueras Sanchez

Disfuncidn
=07 olfatoria
Mo
W =i
40
3 30
c
@
3
[+
@
o
20
10
g

0- - At AB- AB+ b - B+

Grupo Sanguineo

Figura 47. Grupo Sanguineo y disfuncién olfatoria.

El grupo con mayor disfuncion olfatoria fue el 0+ seguido de A+ y 0-.

Por dltimo, se evalud el gen 2DS4 por la importancia destacada en los ultimos
descubrimientos de su relacion con el COVID-19 (166).

Se observd que los pacientes que lo poseian tenian una mayor tendencia a la
disfuncion olfatoria (53,84%) que los que no lo poseian (46,15%). Sin embargo, esto no

adquirio significancia estadistica (p = 0,426).
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Tabla 36. Disfuncion olfatoria y Gen 2DS4.

Tabla cruzada
Disfuncion olfatoria

no Si
Gen 2DS4 No 58 18 76
Si 96 21 117
Total 154 39 192

Tabla 37. Prueba exacta de Fisher en relacion con la disfuncién olfatoria y el gen 2DS4.

Pruebas de chi-cuadrado |

al Sig. asintética Significacion Significacion
(2 caras) exacta (2 exacta (1
caras) cara)
Chi-cuadrado de Pearson ,6412 1 423
Correccion de ,378 1 ,539
continuidad®
Razén de verosimilitud ,634 1 426
Prueba exacta de Fisher 461 ,268
Asociacion lineal por ,638 1 ,425
lineal
a. 0 casillas (0,0%) han esperado un recuento menor que 5. El recuento minimo esperado es 14,84.
b. Sélo se ha calculado para una tabla 2x2

Disfuncidn
olfatoria
WHo
Wsi

40

Recuento

Gen 2DS4

Figura 48. Gen 2DS4 y disfuncion olfatoria.

El grupo con el gen 2DS4 fue el que més disfuncion olfatoria presento.
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6. DISCUSION
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6. DISCUSION

La enfermedad conocida como COVID-19 es una enfermedad infecciosa provocada
por el virus SARS-CoV-2, identificado por primera vez en el afio 2019 en Wuhan, China,
con un origen incierto, aunque se postula que fue propagado por contagio de pangolines a
humanos (3). Supuso un gran impacto a nivel mundial, conllevando una desestabilizacion de

la sociedad y causando millones de muertes y una gran crisis sanitaria.

Se trata de un virus ARN monocatenario procedente de la familia Coronaviridae del
orden Nidovirale y subfamilia Orthocoronavirinae. EI genoma codifica cuatro proteinas
estructurales principales: la proteina Spike (S), la proteina de la envoltura (E), la proteina de
membrana (M) y la nucleocéapside (N) (1). La proteina S es la encargada de la entrada del

virus a la célula huésped (2,4,8,9).

Su principal forma de contagio es debida a aerosoles o gotitas de Pfligge transmitida

de persona a persona (1,21).

Los sintomas principales de este virus son muy variables, desde leves (como fiebre,
tos, fatiga, alteraciones gastrointestinales, disfuncion olfatoria o disgeusia) hasta graves
(como disnea, dolor toracico, etc.). En algunos casos, la enfermedad puede ser mortal,

especialmente en personas mayores o con patologias preexistentes (1,11,12).
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El mecanismo fisiopatoldgico, aunque aln quedan cuestiones por resolver, es
complejo y multifacético, involucrando a la interaccion directa del virus con la célula

huésped y la respuesta inmunitaria.

Este virus penetra a la célula huésped gracias a la unién de la ACE2 con la TMPRSS2.
Para que se produzca esta union, es indispensable el fuerte anclaje proporcionado por la
furina, que a su vez se une a la espicula (S). Una vez establecida la unién con su receptor, la
nucleocapside y el ARN mensajero penetran en el citoplasma de la célula huésped (15),
provocando la infeccion. Los dltimos estudios también destacan la NRP1 como receptor
importante a la hora de la transmision del virus, aunque no esta del todo clara su funcion en
la patogenia del SARS-CoV-2, pero parece guardar relacion con el bulbo olfativo y el sistema
nervioso central (13,14). Podria expresarse en el neuroepitelio olfatorio y estar aumentada en
los pacientes con disfunciones olfatorias, como se analiz6 en diferentes estudios donde se
Ilevaron a cabo autopsias de pacientes fallecidos de COVID-19 que presentaban alteraciones

del olfato (13,150).

Existen ciertas patologias descritas en la literatura que favorecen a una peor evolucion
de la enfermedad, como puede ser el habito tabaquico, enfermedades cardiovasculares o
degenerativas asociadas, diabetes, obesidad o estados de inmunosupresion (12,46). Sin
embargo, se pudo observar como en las primeras olas de la pandemia, antes de las campafas
de vacunacion, pacientes con caracteristicas clinicas y fisicas similares, tenian grados de
enfermedad muy dispares. Se podia apreciar también en el mismo nicleo familiar, donde un
paciente podia acabar en la UCI mientras que otro del mismo nicleo padecia un COVID leve,

sin gue ninguno de los dos tuviese patologias previas (19,72,89). Esto no cumplia con los
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hallazgos descritos en la literatura publicada (46,130), lo que sugiere que existe algun factor
de riesgo, predisposicion previa o caracteristica no conocida en la actualidad que puede
favorecer a una mayor gravedad de esta enfermedad. En este contexto, nuestro estudio se
enfocd en examinar la relacion entre la expresion de cuatro receptores fundamentales
responsables de la fisiopatologia infectiva del COVID-19 (furina, ACE2, NRP1 y
TMPRSS2) en la mucosa nasal o faringea y la gravedad de la enfermedad, evaluada a través
de la Escala de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), ya que fue una de las escalas

mas empleadas y registradas durante las primeras olas de la pandemia.

Nuestra hipotesis central postulaba que niveles méas altos de estos receptores podrian
facilitar la entrada y replicacion del SARS-CoV-2, conduciendo a una enfermedad més grave.
Ademas, exploramos la posibilidad de utilizar un exudado nasal (si no se pudo obtener el
nasal por causas obstructivas o porque el paciente lo rechaz6 empleamos el orofaringeo)
como herramienta predictiva de la gravedad de la enfermedad, con el objetivo de identificar

a aquellos pacientes que podrian requerir una especial atencion.

La Tabla 9 proporciona una vision general de las caracteristicas sociodemogréaficas

de los pacientes incluidos en nuestra muestra.

En esta primera tabla se observé que mas de la mitad de los participantes fueron
hombres (66,9%) y la mediana de edad se situ6 en torno a 58,5 afios, con un rango
intercuartilico (RI1) de 16,2 afios. Esto indica que la mitad de los pacientes tenian edades entre

42,3y 74,7 afios. En nuestro estudio la mayoria eran de origen caucasico (81,7%).
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En la literatura no hay un punto de corte establecido para determinar queé
considerariamos como numero de receptores bajo, medio y elevado en la poblacién. En
nuestra muestra, las medianas para los receptores analizados fueron: furina de 212,3 unidades
en la base de datos completa y sin contar con los casos perdidos es de 212; ACE2, la mediana
se sitia en 2098,3 unidades; NRP1, la situamos en 1904,3 unidades contando con los casos

perdidos y sin contar con ellos en 1897,7 unidades y TMPRSS2, en 113 unidades.

Posteriormente pasamos a analizar la gravedad segun la Escala de Gravedad
propuesta por la OMS, valorando fundamentalmente la necesidad de soporte respiratorio. En
esta escala, el grupo 1 corresponde a aquel paciente que no requiere ingreso; el grupo 2, aquel
que precisa ingreso con oxigeno ambiente; el grupo 3, ingreso con oxigeno a bajo flujo; grupo
4, ingreso con ventilacion no invasiva u oxigeno a alto flujo; grupo 5, ingreso con ventilacion
invasiva y el grupo 6 muerte. En nuestra base de datos no obtuvimos ningln paciente en los

grupos 3y 6.

El grupo 1 fue el que méas predomind en nuestro estudio (38,5%), por lo que la

mayoria se encontraban en una categoria leve.

Para este proyecto se decidi6 analizar la gravedad agrupandola de diferentes maneras
para obtener grupos mas homogéneos. Por un lado, agrupamos la Escala de Gravedad de la
OMS en pacientes que precisaron o no ventilacion (grupos 1-3) versus ventilacion invasiva
(grupos 4-5). También se analizaron los items de esta escala dependiendo de si habian

empleado ventilacion no invasiva o no precisaron ventilacion (grupos 1-4) o necesitaron
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ventilacion invasiva (grupo 5). Asi mismo dividimos la escala segun si fueron ingresos o no,

agrupando el grupo 1y 2 frente el 4y 5.

Al agrupar la muestra segun la necesidad de ventilacion o no (grupos 1-2 versus
grupos 4-5), se logré una mayor homogeneidad en comparacion con la agrupacion basada en
si habian necesitado ventilacion no invasiva o no habian necesitado ventilacion (grupos 1-4)
frente a los que precisaron ventilacion invasiva (grupo 5), al igual de si requirieron ingreso o
no. Por esta razon, se opt6 por realizar la comparacion utilizando la primera agrupacion

descrita (grupo 1-2 (61 pacientes) frente 4-5 (43 pacientes)).

Por ultimo, analizamos dos variables clinicas con alta relevancia en este proyecto por
su implicacion a nivel nasal y oral: la disfuncion olfatoria y la disgeusia; y por su probable
asociacion con los receptores nasales estudiados. Tong et al. (59) y Hajikhani et al. (144)
reportan que la presencia de disfuncion olfatoria se encuentra entre un 41-45% de los
pacientes y de disgeusia en torno al 38%. En nuestro estudio, el 62,5% no refirieron haber
padecido disfuncidn olfatoria (se recogio tanto la anosmia, como la hiposmia y la fantosmia
0 cascosmia), frente a un 37,5% que si sefialé haberla tenido. En el grupo que presento
disgeusia, un 63,46% de los pacientes no la padecieron frente al 36,5% que si que la sefialaron
como sintoma. Como vemos, los resultados entre la disfuncién olfatoria y disgeusia son
similares. Esto podria deberse a que, en muchos casos, se confunden ambos sintomas, y la
mayoria realmente reflejan una disfuncion olfatoria, por lo que la presencia de disfuncion
olfatoria en nuestra muestra podria estar sesgada por aquellos pacientes donde solo refirieron

disgeusia cuando realmente padecian alguna alteracién en el olfato.
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Los analisis de regresion logistica binaria, presentados en la Tabla 10, muestran
resultados que plantean varios interrogantes relevantes para investigaciones futuras. En
primer lugar, observamos que la expresién de furina en nuestra muestra expuso una
asociacion positiva con la gravedad segun la Escala de Gravedad de la OMS del COVID-19.
Sin embargo, esto no alcanz6 significancia estadistica en ninguno de los modelos evaluados
(tanto en la base de datos completa como en la que se eliminaron los pacientes con datos
incompletos). En numerosos estudios analizan el papel de la furina en la enfermedad por
COVID-19, siendo una enzima proteasa clave para cortar y activar precursores de proteinas
y favorecer el ensamblaje de otros receptores y permitir la entrada del SARS-CoV-2. Chan
etal. (17) evaluaron la funcion de esta enzima en su patogenia de la enfermedad por COVID-
19, concluyendo que es crucial para su entrada a la célula huésped. Li et al., y Zhang et al.
(134,138) investigaron asi mismo el papel de dicha proteina, destacando la funcién de ésta
en pacientes con enfermedades neurodegenerativas psiquiatricas y cancer, lo que podria
justificar que sean factores de riesgo a la hora de contagiarse de este virus. En nuestro
estudio, los resultados no fueron favorecedores, por lo que no podemos confirmar que la
furina sea clave a la hora de aumentar la gravedad de la enfermedad. Esto plantea que, aunque
esta enzima podria tener un papel en la patogénesis del COVID-19, su influencia en la
gravedad de la enfermedad podria estar afectada por otros factores no contemplados en

nuestro estudio o que no se adquiera la significancia por el tamafio muestral reducido.

En ninguna de nuestras bases adquirimos asociaciones significativas entre la
expresion de ACE2, NRP1 y TMPRSS2 y la severidad del COVID-19. Estos hallazgos

contradicen parcialmente investigaciones anteriores que habian sugerido la relevancia de
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dichos receptores en la entrada y replicacion del virus. Bourgonje et al., Ziegler et al., Gusev
et al. y Liu et al., exploraron el papel de la enzima convertidora de angiotensina 2, donde
concluyeron que era esencial para la entrada y replicacion del virus (11,12,129,172). Ademas,
Pringle et al. discutieron que esta proteina podria ser causante del aumento de la gravedad
del COVID-19 (173). En el estudio de Saheb et al. (130) fueron mas alla y determinaron que
en los nifios la ACE2 se expresa en menor medida que en los adultos, lo que podria explicar
el menor riesgo de padecer la enfermedad, hallazgo similar al estudio de Patel et al (141).
También destacaron el tabaquismo y la enfermedad pulmonar obstructiva crénica (EPOC),
debido a que estos pacientes tendrian una mayor expresion de la ACE2. Devaux et al. (126),
asi mismo, evaluaron el papel de esta proteina, coincidiendo con Bourgonje et al (12).
Profundizaron en las diferencias genéticas de este receptor y cobmo afectaban a su expresion
y funcion. Esto podria dar lugar a diferencias infectivas entre distintos individuos y el
aumento de la capacidad de desarrollar complicaciones como la hipertension arterial y el
fallo multiorgénico. Kimura et al. (131), analizaron el papel de ACE2 y TMPRSS2 en las
células epiteliales de las vias respiratorias e investigaron su relacion con la inflamacion tipo
2. Concluyeron que la ACE2 se expresa menos en la inflamacion tipo 2 (relacionada con el
asma), mientras que aumenta en la TMPRSS2. Lukassen et al. (142) también estudiaron el
papel de dichos receptores en el tracto respiratorio, donde observaron que las células
transitorias bronquiales son las que mas expresan estos receptores y producen mucosidad y
proteinas antimicrobianas para proteger las vias respiratorias. Sungnak et al. (73) evaluaron
estas enzimas en el epitelio nasal, donde demostraron que se encontraban mas expresadas en
las células caliciformes y ciliadas y que la presencia de genes que influyen en la inmunidad

innata podrian alterar el proceso infectivo y la respuesta inmunitaria. Xu et al. (128)
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analizaron estas proteinas en las células epiteliales de la mucosa oral, concluyendo que
también forma parte de la via de entrada del virus. Lechien et al. (174) realizaron una revision
sistematica con el objetivo de estudiar en la literatura el papel que juegan ACE2 y TMPRSS2
y encontraron mucha discrepancia entre articulos en el modo de evaluacion de dichas
proteinas que se expresan de forma diferente en distintos tejidos, pero que indudablemente

juegan un papel fundamental en la patogenia de SARS-CoV-2.

La NRP1, aunque menos estudiada, también parece tener un papel prometedor en la
patogénesis del SARS-CoV-2. Afiadenyo et al. analizaron la funcién de esta proteina en la
patogenia de este virus, observando que puede atravesar la barrera hematoencefalica (175).
Cantuti-Castelvetri et al., Daly et al. Guo y Vander y Mayi et al., también estudiaron esta
enzima observando que su bloqueo reducia la entrada del virus de forma considerable, por lo

que concluyeron que jugaba un papel crucial en la patogenia del virus (13,14,140,150).

Por todo lo analizado anteriormente, podemos observar como en la literatura
demuestran el papel fundamental de estas cuatro proteinas en la patogenia del COVID-19,
sin embargo, nuestros hallazgos no son concluyentes. Como se ha comentado previamente,
debido a que el tamafio de la muestra utilizado fue relativamente reducido, esto pudo haber
disminuido la capacidad de identificar asociaciones estadisticamente significativas,
especialmente en el caso de receptores con efectos leves sobre la severidad del COVID-19.
Ademas, el enfoque de esta investigacion se baso en datos observacionales, lo que dificulta
la confirmacion de relaciones causales entre la expresion de los receptores y la gravedad de

la enfermedad.
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A pesar de las limitaciones anteriormente comentadas, en nuestros resultados
obtenidos se sugiere que la furina podria desempefiar un papel relevante en la patogénesis de
la enfermedad, si bien su influencia en la gravedad podria ser afectada por otros factores. Por
otro lado, la ausencia de asociacion significativa para ACE2, NRP1 y TMPRSS2 plantea

dudas acerca del papel preciso de estos receptores en la respuesta clinica de los pacientes.

En la Tabla 11 se realiz6 de la misma forma que en la Tabla 10 un analisis de
regresion logistica binaria con el prop6sito de indagar en la correlacion existente entre los
niveles de receptores, dividiéndolos por tertiles (nivel bajo, medio y alto) para intentar
establecer un punto de corte y categorizar en niveles las unidades de receptores y la severidad
de la enfermedad segun la Escala de Gravedad de la OMS, tomando en cuenta tanto modelos

ajustados como no ajustados, con y sin imputacion de datos incompletos.

Los niveles de furina no mostraron resultados estadisticamente significativos en
comparacion con la gravedad de la enfermedad por COVID-19 en ninguno de los modelos
estadisticos analizados. A pesar de que el modelo no ajustado inicialmente sugirié un posible
aumento del riesgo asociado con niveles medios de furina (OR = 2,68, p = 0,051), esta
asociacion se perdié una vez que se realizaron ajustes por factores de confusion (OR = 1,70,
p = 0,356). Por consiguiente, se plantea la posibilidad de que la furina, a pesar de su potencial
implicacion en la patogénesis del SARS-CoV-2, podria no desempefiar un papel dominante

de forma independiente en la gravedad del COVID-19.

En el modelo ajustado se evidencia una asociacién estadisticamente significativa

entre la ACE2 y la gravedad del COVID-19. Se encontr6 que los niveles medios de ACE2
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estaban directamente relacionados con una reduccion significativa en la probabilidad de
padecer una enfermedad grave (OR = 0,17 y p = 0,007) en el modelo ajustado. Este
descubrimiento resulta inquietante y plantea la interesante posibilidad de que los niveles
medios de ACE2 tengan un efecto protector contra el desarrollo de formas graves de COVID-
19 segln nuestro estudio, hallazgo que seria contradictorio a la literatura (11,12,143).
Sefialamos el articulo de Pringle et al. (173), donde afirman que la ACEZ2, juega un papel
imprescindible en la entrada y replicacion del virus y que supone un factor de riesgo en la

gravedad del COVID-19.

En el andlisis detallado del modelo ajustado, destacamos una correlacién
estadisticamente significativa entre los niveles de expresion del receptor de NRP1 y la
severidad de la patologia estudiada. Se evidencio que los niveles medios se asociaban con
una disminucion en la probabilidad de desarrollar una enfermedad de caracter grave (OR =
0,29, p = 0,030). Estos hallazgos respaldan la hipétesis de que NRP1 podria desempefiar un
papel protector en desarrollar una enfermedad por COVID-19 grave, lo que podria guardar
relacion con su posible correlacion con la clinica de disfuncién olfatoria ya que estas estan
relacionadas con los estadios mas leves (72,89,167). Sin embargo, otros articulos postulan
que el aumento de este receptor favorece la entrada del virus y una mayor infeccion y
gravedad de la enfermedad, como concluyen en los articulos de Afiadenyo et al. y Cantuti-
Castelvetri et al. (150,175). Esa proteina se une a la espicula (Spike), favoreciendo la entrada
a la célula huésped, junto con la ACE2 y la TMPRSS2, como redactaron en el articulo de

Chekol et al (176).
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Por ultimo, en ninguno de los modelos analiticos examinados se pudo demostrar de
manera irrefutable una asociacion estadisticamente significativa entre los niveles de
TMPRSS2 y la severidad clinica del COVID-19. Este descubrimiento sugiere que, a pesar de
tener un papel clave en la replicacion viral (15,132,148), su presencia en el organismo

posiblemente no constituya un factor exclusivo en la progresion de la patologia.

Debemos tener en cuenta otros factores externos que puedan estar influyendo en
nuestros resultados, como el estado inmunoldgico del paciente, factores predisponentes
previos de riesgo, u otras proteinas implicadas en la entrada y replicacion viral, como
proteinas estructurales presentes en el virus: S (Spike), M (membrana), E (envoltura) y N

(nucleocépside); o proteinas no estructurales (177).

La asociacion protectora identificada entre los niveles intermedios de ACE2 y NRP1
sugiere la capacidad de desarrollar nuevos tratamientos especificos enfocados en regular
dichos receptores con el objetivo de disminuir la severidad del COVID-19. Sin embargo, es
necesario llevar a cabo mas investigaciones enfocadas en estos receptores para entender 1os
complejos mecanismos subyacentes a estas conexiones y asi mismo evaluar de manera

exhaustiva la eficacia y seguridad de las terapias mencionadas.

En la Tabla 12 examinamos detalladamente la relacion entre los niveles de cuatro
receptores evaluados previamente y la presencia de disfuncion olfatoria en pacientes curados
de COVID-19 en la primera y segunda ola de la pandemia, mediante un analisis de regresion
logistica binaria. Se evalué los modelos tanto ajustados como no ajustados, considerando las

bases de datos completas y también aquellas con imputacion de valores perdidos, como en
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las tablas anteriores. Los resultados obtenidos no revelaron ninguna asociacion
estadisticamente significativa entre los niveles de furina, ACE2, NRP1, TMPRSS2 y la
manifestacion de disfuncidn olfatoria en pacientes afectados por el virus. Chen et al. (163)
investigaron la expresion de la ACE2 en el neuroepitelio olfatorio y su relaciéon con la
disfuncion olfatoria, donde demostraron que esta enzima esta elevada en dicho lugar,
facilitando la entrada del SARS-CoV-2 en las células olfatorias. Estos resultados se respaldan
en el articulo de Doty et al. (178). Ademas, en este Gltimo estudio sefialan la asociacién de la
disfuncidn olfatoria con una mayor incidencia de enfermedades neurodegenerativas como el
Alzheimer y el Parkinson. Brann et al y Bilinska et al. (148,179) encontraron que la ACE2 y
la TMPRSS?2 se hallaban expresadas en células no neuronales del sistema olfatorio, como las
células de soporte y las células gliales del epitelio olfatorio, ademas de las células olfativas.
Este hallazgo explicaria el mecanismo de accion inflamatorio del SARS-CoV-2, produciendo
disfunciones olfatorias transitorias. La furina, aunque menos estudiada en el campo de la
disfuncidn olfatoria provocada por COVID-19, también parece jugar un papel importante en
su patogenia, ya que produce el anclaje entre las dos proteinas ACE2 y TMPRSS2. Esta
enzima afecta también a las células de soporte y las neuronas olfatorias, provocando
inflamacién y dafio en el epitelio olfatorio (16,163,179). La NRP1 parece expresarse asi
mismo en el epitelio olfatorio, incluidas las células de soporte y las células neuronales, en
menor medida (179). Segun Chekol et al. (176), esta enzima, en combinacion con la ACE2
permitiria una entrada mas eficiente del virus y favoreceria la disfuncion olfatoria. Chen et

al. también concluy6 que esta proteina podia influir en la pérdida del sentido del olfato (163).
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Estos hallazgos no excluyen la probabilidad de que estos receptores jueguen un papel
importante en la patogénesis de la disfuncion olfatoria provocada por el COVID-19. La
pérdida del olfato podria ser un fendmeno multifacético influenciado por diversos factores
virales, del organismo infectado y ambientales. Nuestra investigacion se centrd en
correlacionar los niveles de receptores y la disfuncion olfatoria en un momento concreto. Es
plausible que la evolucion en la expresion de estos receptores a lo largo de la infeccion sea

fundamental en el desarrollo y la resolucién de la disfuncién olfatoria.

Por tanto, en el estudio realizado no se encontraron pruebas evidentes que demuestren
una correlacion significativa entre los receptores furina, ACE2, NRP1 o0 TMPRSS2 y la
disfuncion olfatoria en pacientes afectados por COVID-19. No obstante, los resultados
obtenidos no descartan la posibilidad de que dichos receptores puedan influir en el desarrollo
de la disfuncion olfatoria, ya sea a través de interacciones complejas o variaciones dindmicas
en sus niveles a lo largo del tiempo. Investigaciones futuras que aborden hipotesis mas
complejas de interacciones entre distintos receptores podrian contribuir al desarrollo de

nuevas estrategias terapéuticas para la prevencion o tratamiento de este sintoma.

Para una mayor precision se comparo en la Tabla 13 cada uno de los tertiles de los
cuatro receptores con la presencia de disfuncion olfatoria. Los resultados obtenidos de
nuestro andlisis no aportaron evidencias concluyentes que respalden la existencia de
asociaciones estadisticamente significativas entre los diferentes niveles de expresion de los
receptores estudiados y la presencia de disfuncion olfatoria en pacientes diagnosticados de
COVID-19, al igual que en la tabla anterior. Al analizar las distintas categorias de nivel bajo,

intermedio o alto correspondientes a NRP1 y TMPRSS2, no se observo un incremento o
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decremento significativo en las probabilidades (odds ratio) de desarrollar disfuncién
olfatoria. Esto se mantuvo constante tanto en los modelos ajustados como en los no ajustados,
y en ambas bases de datos analizadas en nuestro estudio. Sin embargo, se evidencié una
asociacion positiva entre los distintos niveles de furina y ACE2 y un mayor riesgo de
disfuncion olfatoria en pacientes con COVID-19, aunque estos hallazgos no fueron

estadisticamente significativos.

Estos resultados podrian tener implicaciones clinicas de gran importancia. A pesar de
que no se encontrd una asociacion significativa entre un receptor individual y la disfuncion
olfatoria, es probable que combinaciones especificas de niveles de receptores tengan un
impacto en la posibilidad de experimentar este sintoma, asi como otros factores externos,

como el estado inmunoldgico, carga viral u otras caracteristicas no analizadas.

Se ha investigado en estudios recientes que la NRP1, la cual se une de manera
especifica a la ACE2, desempefia un papel crucial en la facilitacion de la entrada del SARS-
CoV-2 en las células huésped, incrementando asi su capacidad infectiva. Por consiguiente,
se plantea que aquellos individuos que dispongan una mayor presencia de estos receptores
en la superficie de sus células podrian ser mas susceptibles a la infeccion en comparacion
con aqguellos cuyas células presenten una menor cantidad de NRP1 (13,150). Esto plantea la
probabilidad de que la interaccion del virus con estas células se dé a través de la NRP1,
permitiendo su entrada tanto en las células olfatorias como en las neuronas circundantes
(dado que estas células se distribuyen a lo largo de todo el epitelio y el bulbo olfatorios), lo
que podria justificar las manifestaciones olfatorias asociadas a la infeccion por SARS-CoV-

2. Como hemos comprobado en nuestro estudio, no se encontr6 una asociacion
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estadisticamente significativa entre la NRP1 (analizado de forma global y por niveles bajo y
alto) y la presencia de alteracién olfatoria. Sin embargo, en el analisis realizado para evaluar
la asociacion entre la gravedad del COVID-19y los niveles de NRP-1, en el modelo ajustado
por edad, sexo y raza, demostramos que el nivel medio de receptor podria tener un papel
protector en la gravedad (OR = 0,31, para datos con pérdidas; OR = 0,29 para datos
imputados) con datos estadisticamente significativos (p = 0,047 en la base de datos completa
y p=0,030 en la base de datos imputada), es decir, un aumento de los niveles de NRP1 se
asociaria a los casos mas leves, que, por consiguiente, son los mas relacionados con las
disfunciones olfatorias. Este hallazgo despierta un gran interés por este receptor ya que
existen pocos estudios en la actualidad que demuestren asociaciones significativas entre la

NRP1, caracteristicas patogénicas del SARS-CoV-2y su relacion con la disfuncion olfatoria.

Otro sintoma importante que sefialar en esta enfermedad es la disgeusia, la alteracion
en la percepcion del sabor. A pesar de saber que el SARS-CoV-2 puede impactar en las
células sensoriales responsables de la percepcion del gusto, los mecanismos subyacentes a la
disgeusia provocada por el COVID-19 ain no han sido completamente esclarecidos. En el
presente estudio, hemos examinado la relacion entre los niveles de los cuatro receptores
destacados (furina, ACE2, NRP1 y TMPRSS2) y la presencia de disgeusia en pacientes

afectados por COVID-19.

Utilizamos un analisis de regresion logistica binaria para evaluar la asociacion entre
los diferentes niveles de expresion de cada receptor y la presencia de disgeusia, tanto en
modelos ajustados como no ajustados, y considerando bases de datos con y sin imputacion

de datos faltantes. Nuestros hallazgos, presentados en la Tabla 14, no revelaron ninguna
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asociacion entre los receptores estudiados (furina, ACE2, NRP1, TMPRSS2) y la presencia
de disgeusia en pacientes diagnosticados con COVID-19 en la primera y segunda ola. Sin
embargo, algunos estudios han reportado la asociacion entre estos receptores y la presencia
de este sintoma. El estudio de Xu et al. (128) analiza la alta expresion de la ACE2 en las
células epiteliales de la mucosa oral, por lo que podria sugerir que también es una puerta de
entrada del virus y justificar los sintomas de disgeusia. En el estudio de Doyle et al. (180) se
demostrd que la ACE2 se encuentra expresada en la superficie de las células gustativas, lo
que justificaria la presencia de disgeusia. También se ha encontrado el aumento del receptor
TMPRSS2 en el epitelio de la cavidad oral, incluido en las células gustativas, lo que
explicaria la influencia de esta proteina en la presencia de disgeusia (15,181,182). En cuanto
a la furina, también se ha visto expresada en el epitelio de la cavidad oral, lo cual estableceria
la relacion causal entre este sintoma y el receptor (12,16,73). La NRP1, aunque menos
estudiada, también se ha identificado en diferentes analisis en el epitelio de la cavidad oral
(150,176,176). Sin embargo, no hay estudios actualmente que demuestren una relacion

causal entre el aumento de NRP1 y la presencia de disgeusia.

Este sintoma tiene la peculiaridad de que es confundido habitualmente en la
poblacion. La mayor parte de veces, se intercambia la disfuncién olfatoria con la presencia
de disgeusia, por lo que es un estado clinico mal registrado. Ademas, no podemos descartar
la probabilidad de que ciertas combinaciones especificas de niveles de receptores puedan
estar relacionadas con un incremento o disminucion del riesgo de experimentar disgeusia.

Por lo tanto, al igual que en la disfuncion olfatoria, seria recomendable llevar a cabo nuevas
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investigaciones que empleen metodologias de analisis multivariado, ya que estas podrian

esclarecer dudas sobre la asociacion entre receptores y la presencia de disgeusia.

Se realiz6 ademés un analisis de regresion logistica binaria con el objetivo de
investigar la estrecha relacion existente entre los niveles divididos en niveles bajo, medio y
alto de receptores y la presencia de disgeusia en pacientes diagnosticados con COVID-19.
Se llevaron a cabo comparaciones entre modelos ajustados por edad, sexo y raza y no
ajustados, considerando tanto la imputacion como la ausencia de datos faltantes. Los
resultados obtenidos, detallados en la Tabla 15, sugieren una interaccién sumamente

compleja entre los receptores y la disgeusia en pacientes afectados por SARS-CoV-2.

En un primer andlisis, se pudo observar que los niveles de furina mostraron una
tendencia hacia una correlacién positiva con la disgeusia en los modelos sin ajustar. Se pudo
determinar que niveles elevados de furina se asociaron con un destacable aumento en las
probabilidades de experimentar disgeusia en comparacion con niveles bajos de furina (OR =
2,55, p = 0,062 en el modelo no ajustado y OR = 2,83 y p = 0,072 en el modelo ajustado).
Estos datos tendieron a la significancia estadistica, aunque no se alcanz6 y no se mantuvo
tras llevar a cabo ajustes por posibles factores de confusién como la edad, el sexo y raza. Esto
plantea que, aunque la furina desempefiaria un papel en la patogénesis de la disgeusia

provocada por el COVID-19, su influencia podria estar afectada por otros factores.

En segundo lugar, destacamos que en ninguna de las bases de datos evaluadas se pudo
identificar de manera concluyente una asociacion estadisticamente significativa entre los

niveles de ACE2 y la presencia de disgeusia. Aungue el modelo ajustado sugirio la

160



Ana Maria Piqueras Sanchez

posibilidad de un ligero incremento en el riesgo asociado con niveles medios (OR =2,32) y
elevados de ACE2 (OR = 2,29), estas relaciones no lograron alcanzar un resultado

estadisticamente significativo (p = 0,169 en nivel medio y 0,156 en el nivel alto).

En tercer lugar, observamos que los niveles de expresion de NRP1 mostraron una
tendencia hacia una posible asociacion negativa con la presencia de disgeusia especialmente
en los niveles intermedios (OR = 0,39, p = 0,081) en los modelos de regresion no ajustados.
A pesar de este hallazgo, dicha posible asociacién no logré alcanzar significancia estadistica
y desaparecio al realizar el ajuste por factores de confusion (OR = 0,30, p = 0,58), aunque se

acerco mucho a la significancia.

En altimo lugar, los niveles de la enzima TMPRSS2 no mostraron una correlacion
estadisticamente significativa en ninguno de los diferentes modelos analizados. A pesar de
que el modelo sin ajustar inicialmente sugirio la posibilidad de un efecto protector asociado
a los niveles elevados de TMPRSS2 (OR=0,59 en el modelo sin ajustar y OR = 0,55 en el
modelo ajustado), esta relacion no logro alcanzar significancia estadistica en ninguna de las
bases de datos analizadas (p = 0,306 en el modelo sin ajustar y p = 0,321 en el modelo

ajustado).

La posible correlacion positiva entre los niveles de furina y la disgeusia, aunque no
alcanza significancia estadistica, sugiere la probable participacion de la furina en el desarrollo
de este sintoma asociado al COVID-19. Por otra parte, la falta de una asociacion

estadisticamente significativa con ACE2, NRP1 y TMPRSS2 no excluye la posibilidad de
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que estos receptores estén involucrados en procesos mas complejos vinculados con la

disgeusia e incluso tengan papeles protectores no estudiados.

Los resultados obtenidos en el estudio poseen una relevancia significativa que puede
impactar positivamente en futuras investigaciones cientificas. Seria altamente recomendable
llevar a cabo estudios longitudinales y de mayor tamafio muestral que analicen
detalladamente la evolucion de los niveles de receptores a lo largo de un largo periodo de
tiempo. Ademas, investigaciones que indaguen en la compleja interaccion entre diversos
receptores y otros elementos relevantes en la patogenia, tales como la carga viral, la respuesta
inmunitaria o el estado inflamatorio, podrian proporcionar valiosa informacion sobre los
mecanismos que subyacen a la patogenia del COVID-19 y sus implicaciones. La elaboracion
de modelos animales y estudios in vitro podria contribuir a esclarecer los mecanismos

moleculares implicados en la relacion entre los receptores y la severidad del COVID-19.

En resumen, destacamos la trascendencia de considerar una amplia gama de
receptores y sus complejas interacciones para lograr una comprension mas profunda de la
patogénesis de la enfermedad y asi poder desarrollar estrategias terapéuticas
considerablemente méas eficaces. A medida que se avanza progresivamente en la
comprension detallada de los mecanismos moleculares implicados en la gravedad del
COVID-19, se estara en una posicion notablemente mas solida para hacer frente de manera

efectiva a esta enfermedad y a posibles pandemias que puedan surgir en el futuro.

En altimo lugar, evaluamos la presencia de disfuncion olfatoria en los pacientes de

nuestra muestra comparandola con caracteristicas clinicas y analiticas.
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Como se ha comentado anteriormente, se ha observado que las células caliciformes y
ciliadas del neuroepitelio presentan unos niveles altos del receptor de la enzima convertidora
de la ACEZ2, asi como de la TPRSS2 (174,183), sin embargo, este receptor no se expresa en
el bulbo olfatorio directamente, encontrandose en las células basales y sustentaculares (174).
Por su parte, el SARS-CoV-2 podria actuar como un virus neuroinvasivo en humanos, hecho
que explica las manifestaciones neurolégicas asociadas a la enfermedad. Las células
sustentaculares del nasoepitelio presentan receptores ACE2 y TMPRSS2 que son utilizados
por el SARS-CoV-2 para entrar al interior de la célula, lo que podria justificar la inflamacion
que produce el virus provocando una pérdida temporal de la capacidad olfativa
(144,148,174,184,185). También estarian afectadas las células basales horizontales. Esto da
lugar a que el proceso de recuperacion celular debido a la inflamacion se vea ralentizado, ya
que las células madre olfatorias de esta ubicacion se ven afectadas. Por consiguiente, la
disfuncion en el sentido del olfato parece estar relacionada con un mecanismo inflamatorio
en lugar de un dafio directo a nivel neuronal en el bulbo olfatorio, lo que también explica la
pronta recuperacion de la capacidad olfativa en menos de 30 dias. En caso de que realmente
se produjera una destruccién neuronal en el sentido del olfato, el periodo de recuperacion

seria considerablemente més extenso, pudiendo perdurar durante incluso afios (174,186).

En estudios previos destacan que la disfuncion olfatoria es mas comin en personas
jovenes correspondiendo con los datos obtenidos en nuestro analisis, a pesar de que los
problemas causantes de la disfuncion olfatoria independientes del COVID-19 son mas
comunes en personas de edad avanzada (187). Asi mismo se ha mostrado que, en las

respectivas poblaciones a estudio, en las mujeres es mas frecuente la disfuncion olfatoria, asi
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como es mayor también el grado de severidad de esta disfuncién (144,187,188), coincidiendo

con los datos obtenidos en nuestro estudio.

Respecto a la raza, la mayor parte de la muestra que presentd disfuncion olfatoria era
de origen caucésico, hallazgo similar a la literatura. Sin embargo, estos datos no adquirieron

significancia estadistica (187,188).

De las variables clinicas ocasionadas por la enfermedad COVID-19, evaluamos la
hospitalizacién en la Unidad de Cuidados Intensivos (UCI). No se mostrd significancia
estadistica en nuestro estudio. En diferentes estudios se ha observado que los pacientes
hospitalizados presentan una menor incidencia de disfuncién olfatoria ya que esta se asocia
a una disminucion de la gravedad de la enfermedad (188). También se documenta en el
articulo de Porta-Etessam et al. (189), donde encontraron que la presencia de disfuncion
olfatoria y disgeusia podria estar asociada a una menor gravedad y predecir qué pacientes
serian leves. Asi mismo se refleja en la literatura que los pacientes hospitalizados
experimentan una recuperacion mas rapida de la misma. Por lo tanto, los pacientes con
COVID-19 no hospitalizados muestran una mayor incidencia y gravedad en la disfuncion
olfatoria, con una recuperacion mas tardia (146,155,190,191). Se ha observado una mejoria
en la disfuncidn olfatoria a la vez que se produce en los sintomas relacionados con el COVID-
19, lo que sugiere que el virus podria actuar como un fendmeno inflamatorio que compite en
los receptores de las células olfatorias (144,151,192). Una posible hipotesis que podria
explicar el hecho de que los pacientes ambulatorios presenten alteraciones olfatorias y los
pacientes hospitalizados no, es que los primeros hayan experimentado una propagacion via

nasal, mientras que los pacientes hospitalizados han sufrido una propagacién pulmonar, con
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una mayor tasa de insuficiencia respiratoria y necesidad de ingreso hospitalario. Otra
alternativa planteada que podria explicar las diferencias significativas que se observan entre
los pacientes que se encuentran hospitalizados y aquellos que reciben atencion de forma
ambulatoria es que los individuos que presentan una respuesta inmunitaria altamente efectiva
a nivel de la mucosa nasal podrian experimentar una mayor inflamacion y manifestaciones
sintomaéticas en la zona nasal, lo cual podria limitar la propagacion hacia las vias respiratorias
inferiores. Sin embargo, aquellos con una respuesta inmunitaria deficiente podrian
experimentar una propagacion mas extensa a través del tracto respiratorio inferior, lo que
daria lugar a una mayor sintomatologia a nivel pulmonar y sistémico. Se ha documentado
una posible correlacién entre las formas mas graves del COVID-19 y la presencia de

anticuerpos IgG dirigidos contra el virus SARS-CoV-2 (151,193).

Segun algunos estudios, la tasa de recuperacion de este sintoma es de un 70-87% en
un periodo de 28 dias (151,194,195). De un total de 104 individuos incluidos en nuestra base
de datos, se identificé que 39 presentaban alguna alteracion en su capacidad olfativa, lo que
representa un 36,53% de la muestra analizada. En nuestro estudio, la media de dias de la
recuperacion del olfato fue de 35,61 dias, con un méximo de 180 dias. En diversos articulos
muestran que el aproximadamente el 79,9% de los pacientes que han superado el coronavirus
han experimentado algln tipo de alteracion en el sentido del olfato (23), porcentaje mas
elevado que en nuestro andlisis, lo que se podria justificar con aquellos pacientes donde no
refirieron disfuncion olfatoria, sobre todo en la primera ola de COVID-19 donde aun no

estaba identificado como sintoma de la enfermedad.

165



Ana Maria Piqueras Sanchez

Anadlisis previos han sefialado que el 24% de los pacientes muestran resultados
normales en pruebas de olfato, similar a lo observado en nuestra investigacion, sugiriendo
que condiciones otorrinolaringoldgicas no diagnosticadas previamente podrian influir en la
percepcion olfativa (156). Otra investigacion indica que los pacientes con COVID-19
presentan una pérdida del olfato méas pronunciada al inicio de la enfermedad que después de
transcurridos 60 dias, momento en el cual solo un 7% mantenia algin grado de hiposmia,
generalmente leve. Esta hiposmia leve podria ser consecuencia de la enfermedad, o incluso
tratarse de una hiposmia preexistente en el paciente que no habia sido previamente detectada
(193). Otro sintoma resefiado por los pacientes afectados por el COVID-19 es la sensacion
de ardor en la nariz, la cual podria estar asociada a la diseminacion del SARS-CoV-2 a lo

largo del nervio trigémino (156).

En relacion con las variables clinicas de estatus de fumador y DM, no se observaron
diferencias significativas entre los dos grupos estudiados en cuanto a la presencia de estas
condiciones médicas preexistentes y la disfuncion olfatoria. Sin embargo, en el estatus de
hipertenso o no, se observo que la mayoria de los pacientes sin hipertension eran los que mas
disfuncion olfatoria padecian, siendo este andlisis estadisticamente significativo. El
tabaquismo, la hipertension arterial y la diabetes mellitus estan documentados como factores
de riesgo que pueden influir en la gravedad de los sintomas de la enfermedad (46,47). A pesar
de esto, aun no se ha determinado si estos factores también inciden en el grado de disfuncion
olfatoria que experimenta el paciente, por lo que podria ser un tema de interés para
investigaciones futuras. En relacion con el asma, tampoco se obtuvieron datos

estadisticamente significativos en cuanto a una mayor presencia de sintomas relacionados
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con la pérdida del sentido del olfato. Kimura et al. (131) evaluaron ampliamente la relacién
entre diferentes receptores como la ACE2 y la TMPRSS?2 y la inflamacién tipo 2, presente
en enfermedades alérgicas como el asma. Concluyeron que la ACE2 esta disminuida en esta
inflamacién y que el asma podria ejercer un papel protector en la enfermedad por SARS-
CoV-2, sin embargo, la TMPRSS2 se encuentra aumentada, por lo que no concluyen si la
inflamacidn tipo 2 ejerce un papel protector o de riesgo frente a la enfermedad y gravedad de
COVID-19. El articulo de Mendes et al. (196) sugiere que el asma no parece tener un riesgo
relevante en una mayor infeccién por COVID-19, pero que un mejor control del asma
disminuye la severidad de los sintomas. La asociacion entre asma y disfuncion olfatoria esta
poco esclarecida en la literatura, no encontrandose asociaciones significativas entre estas

(151,195).

No se encontraron diferencias estadisticamente significativas en las variables
analiticas de carga viral y dimero D. En algunos estudios se ha analizado como, segun la
gravedad del paciente, aumenta el dimero D, estando estrechamente relacionado con la
gravedad de la enfermedad (92,98). Sin embargo, no parece guardar relacion con la alteracién
olfatoria aunque es un érea de investigacion poco desarrollada (164). Algo parecido ocurre
con la carga viral, que por si sola es un factor de riesgo importante para el pronéstico de la
gravedad sintomatoldgica del COVID-19 (46,47), pero no parece guardar relacién con el
grado de disfuncion olfatoria. En diversos estudios, se ha destacado que la presencia de
comorbilidades puede influir en la evolucion de la enfermedad, siendo la hipertension arterial
una de las mas importantes. Ademas, se ha sugerido que la obesidad y la diabetes mellitus

podrian tener un impacto significativo en la respuesta del paciente al tratamiento médico
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(46,47). Es importante considerar estos factores al evaluar el pronostico de los pacientes con
COVID-19, que de forma indirecta podrian influenciar en la presencia de disfuncion

olfatoria.

No se observaron resultados estadisticamente relevantes en relacion con el grupo
sanguineo del paciente y la presencia de disfuncion olfatoria en nuestro estudio. Sin embargo,
investigaciones previas han sugerido que el grupo sanguineo A podria ser un factor de riesgo
para contraer el COVID-19, a diferencia del grupo sanguineo 0 que podria actuar como un
factor de proteccion (165). En cuanto al gen 2DS4, parece estar asociado con el nivel de
gravedad al formar parte de la respuesta inmunitaria en pacientes con COVID-19 (166), pero
no se ha documentado que produzca una mayor pérdida del sentido del olfato en nuestro

estudio.
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7. LIMITACIONES
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7.LIMITACIONES

Como limitacién principal debemos sefalar el escaso tamafio muestral obtenido
debido a las pérdidas que se produjeron fundamentalmente por rechazo a participacion en el

estudio y por fallecimiento, lo que pudo sesgar el analisis estadistico final.

Este estudio fue limitado a una poblacion concreta (ciudadanos que pertenecian a la
Region de Murcia), por lo que los resultados se podrian ver alterados al trasladarlos a otras

areas poblacionales.

Por otra parte, los puntos de corte sobre el nivel normal de los receptores nasales en
la poblacion son muy arbitrarios. Se necesitan mas estudios que permitan establecer otros

puntos de corte mas precisos.

Se empled una escala ordinal para evaluar la gravedad del COVID-19, lo cual podria

justificar las discordancias encontradas comparandolas con otros estudios disponibles.

También sefialamos como limitacién que, al ser una enfermedad de reciente
descubrimiento, muchos de los hallazgos publicados previamente sobre dicha enfermedad no
estaban del todo contrastados y la mayoria no eran estudios evaluados a largo plazo, por lo

que el analisis critico de la literatura se vio limitada por dichos motivos.

Destacamos asi mismo la dificultad para determinar la presencia de disgeusia al ser
una alteracién clinica subjetiva, y en muchas ocasiones, se confunde con la presencia de
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disfuncion olfatoria, ya que la disgeusia nos impide distinguir sabores (amargo, salado, dulce,
acido y umami), mientras que las alteraciones en el olfato nos dificultan la capacidad de
distinguir matices entre distintos sabores (como, por ejemplo, si estamos comiendo chocolate

negro o chocolate blanco), matices confundidos con alta frecuencia en la poblacion.
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8. CONCLUSIONES
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8. CONCLUSIONES

Los valores medios de ACE2 mostraron asociaciones estadisticamente
significativas con la disminucidon del riesgo de padecer COVID-19 grave, por lo
que podrian ejercer una funcion protectora para esta enfermedad, contradiciendo
investigaciones previas.

La furina mostr6 una asociacién positiva con la gravedad de la enfermedad, sin
embargo, no alcanz6 significancia estadistica.

TMPRSS2 tampoco mostro resultados favorables en cuanto a su influencia en la
gravedad del COVID-19.

NRP1 se asocié a un menor riesgo de desarrollar COVID-19 grave, lo que sugiere
un papel protector y podria verse asociado a una mayor probabilidad de padecer
disfuncidn olfatoria, ya que esta se asocia a los casos leves de la enfermedad.

No se obtuvo una relacion estadisticamente significativa entre la disfuncion
olfatoria y disgeusia en la enfermedad por COVID-19 comparandolas con los
receptores nasales previamente evaluados.

De acuerdo con otras investigaciones previas en la literatura, se evidencio que las
mujeres, los normotensos y los pacientes jovenes presentaron una mayor
disfuncion del sentido del olfato.

Los pacientes evaluados recuperaron el olfato generalmente en menos de 1 mes,
sugiriendo que no existe dafo neuronal permanente.

Los pacientes en Unidad de Cuidados Intensivos presentaron una menor tasa de

disfuncion olfatoria.
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No se encontraron hallazgos significativos en cuanto a la raza, habito tabaquico,
diabetes mellitus, asma, carga viral, aumento del dimero D, grupo sanguineo y
presencia del gen 2DS4 compardndolos con la presencia de disfuncién olfatoria

en la enfermedad por COVID-19.
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ANEXOS

9.1. Anexo I: Resolucion favorable del CEIm para el proyecto de

investigacion

141

Servicio

Murciano

de Salud

Hospital Universitario
"Virgen de la Arrixaca"

Ctra. Madrid - Cartagena » Tel. 958 36 95 00
30120 El Paimar (Murcia)

Dr. D. Antonio Pifiero Madrona
Presidente del CEIm Hospital Virgen de la Arrixaca

CERTIFICA

Que el CEIm Hospital Virgen de la Arrixaca en su reunién del dia 24/11/2020, acta 10/2020 ha evaluado la
propuesta de los investigadores Dr. José Antonio Diaz Manzano y Dr. Diego Hellin Meseguer referida al
estudio:

Titulo: Estudio de expresion de ACE2 y TMPRSS2 en el epitelio nasal y faringeo de pacientes tratados por COVID-19
Cédigo Interno: 2020-10-8-HCUVA

Versién Protocolo Evaluada: 2.0 Octubre 2020
Version Hoja Informacién al Paciente Evaluada: GENERAL / 1.0 Octubre 2020

19, Considera que

- El ensayo se plantea siguiendo los requisitos de la Ley 14/2007, de 3 de julio, de Investigacion Biomédica y su
realizacion es pertinente.

- Se cumplen los requisitos necesarios de idoneidad del protocolo en relacién con los objetivos del estudio y estan
justificados los riesgos y molestias previsibles para el sujeto.
- Son adecuados tanto el procedimiento para obtener el consentimiento informado como la compensacién prevista
para los sujetos por dafios que pudieran derivarse de su participacion en el estudio.
- El alcance de las compensaciones econémicas previstas no interfiere con el respeto a los postulados éticos.

La capacidad de los Investigadores y los medios disponibles son apropiados para llevar a cabo el estudio.

20, Por lo que este CEIC emite un DICTAMEN FAVORABLE y acepta que dicho estudio sea realizado por el Dr.

José Antonio Diaz Manzano y Dr. Diego Hellin Meseguer como investigadores principales en el Hospital Clinico
Universitario Virgen de la Arrixaca.

Lo que firmo en Murcia, a 24 de noviembre de 2020
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Dr. D. Antonio Pifiero Madrona
Presidente del CEIm Hospital Virgen de la Arrixaca
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9.2. Anexo Il: Hoja de informacion para pacientes y consentimiento

informado

Servicia

Murcigug

Al

[T,

HOJA DE INFORMACION PARA PARTICIPANTES
EN ESTUDIOS DE INVESTIGACION CON MUESTRAS

Titulo del estudic: ESTUDIO DE EXPRESION DE ACE2 ¥ TMPRSS2 EM EL EPITELIO MASAL ¥ FARINGEQ DE
PACIENTES TRATADOS DE COVID-19

Investigador Principal, servicio/unidad y centro: Diaz Manzano, José Antonio v Hellin Meseguer, Diega.
Promotor/financiador (si aplica): Area de Otorrinolaringologia del departamento de Otorrinolaringologia,
Oftalmologia y Optometnia y Anatomia Patolégica de la Universidad de Murcia.

M® de version y fecha: 1.0. Septiembre 2020,

INTRODUCCION

Considerando la enfermedad o proceso que padecio, nos dirigimas a usted para informarle sobre un estudio
en el que se le invita a participar, Nuestra intencidn es que reciba la informacion correcta v suficiente para
que pueda evaluar v juzgar si quiere © no participar en este estudio. Antes de decidir si quiere partidpar o
no, le rogamaos lea detenidamente este documento que incluye |a informacion sobre este proyecto. Puede
formular todas las preguntas que le surjan v solicitar cualquier adaracion sobre cualguier aspecho del mismo.
Maosotros le aclararemos las dudas que puedan surgir en cualquier momento, Ademas, pusde consultar con
las personas que considere oportuno.

El proyecto cuenta con el informe favorable de un Comité de Etica dela Investigacion acreditado en Espafia.
PARTICIPACION VOLUNTARIA

Debe saber que su participacion es voluntaria y que puede decidir no participar o cambiar su decision y
retirar el consentimiento en cualguier momento, sin que por ello se altere la relacion con su médico ni se
produzca perjuicio alguno en su tratamiento.

PROPOSITO Y PROCEDIMIENTOS DEL ESTUDIO:

El propdsito de este estudio consiste en estudiar la expresion de dos receptores (ACE2 y TMPRS52) mediante
una muestra del exudado masofaringeo v orofaringeo v analizar la relacion que tiene con respecto a la
expresion de |a enfermedad de COVID-19,

El padiente solo tendra que acudir en una ocasion para extraer la muestra,

PROCEDIMIENTOS DE OBTENCION DE MUESTRAS, MOLESTIAS ¥ POSIBLES RIESGOS:

Algunas de las muestras se obtienen durante el seguimiento habitual de su enfermedad o proceso; ofras son
solicitadas porgue son necesanias para cumplir con los objetivos de este estudio,
La extraccicn de la muestra se obtiene de forma similar a la que se obtuvo con la PCR.

Para la toma de muestra del exudado nasofaringeo se introducird un hisopo fino v flexible por una narina y
luego por la otra. El hisopo debe mantenerse unos segundos v luego se retirara lentamente girandolo,

El exudado orofaringeo se recogera mediante un hisopo grueso v rigido, frotandolo contra la pared posterior
de la orofaringe.

Area | Murcia Oeste
Carretera Madrid-Cartagena, 5/n. El Palmar. 301 20-Murcia
T: 068 360 500
TT_001_00 W7
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A contimuacion, le explicamos cudles son los riesgos asociados a los procedimientos utilizados para su
obtencign:

- Leves molestias en la zona de obtencion de la muestra.

- Pegueno sangrado nasofaringeo v/u orofaringeo
Las muestras v los dabos asociados se mantendran bajo las condiciones de seguridad adecuadas v se
garantiza que los sujetos no podran ser identificados a través de medios considerados raronables por
personas distintas a las autorizadas.

Es posible que sea necesario algun dato o muestras adicionales. En ese caso, su médico se pondrda en
contacto con usted para solicitarle de nuevo su colaboracion. Se le informara de los motivos v se le solidtara
de nuevo su consentimiento (ver opcion sifno al final de la hoja).

BEMEFICICS ESPERADOS:

Mo se espera un beneficio directo por su partidpacion en el estudio. Mo obstante, los conocimientos
obtenidos gracias a los estudios llevados a cabo a partir de sus muestras v de muchas ofras pueden ayudar al
avance médico v, por ello, a otras personas. No percibird ninglin beneficio econdmica por la donacian de las
miuestras v la cesion de los datos proporcionados, ni tendra derechos sobre posibles beneficios comerciales
de los descubrimientos que puedan conseguirse como resultado de la investigacion efectuada.

LUGAR DE ANALISIS ¥ ALMACENAMIENTO DE LAS MUESTRAS:

Durante el desarrollo del estudio sus muestras pueden ser analizadas en diversos laboratorios v se
mantendran almacenadas durante 5 anos, en prevision de que fuera necesario repetir algin analisis adicional
relacionado con los objetivos del estudio. Durante este proceso el responsable de las muestras sera el
investigador/promeotor del provecto.

En caso de consenvacion para usos futuros de las muestras, se mantendran almacenadas en el biobanco del
Instituto Murciano de Investigacion Biosanitaria durante 10 afios.

INFORMACION SOBRE EL DESTINO DE LAS MUESTRAS Y USO FUTURO

Una vez finalizado el estudio, las muestras sobrantes seran destruidas, a no ser que usted consienta para que
puedan ser almacenadas y utilizadas en futuras investigaciones. La finalidad del almacenamiento de estas
muestras es que sean utilizadas en proyectos de investigacion en el futuro.

Destino de la muestra al término de la investigacion:

1. Opcidn (&) de biobanco registrado en Espaiia:
Las muestras se almacenaran en el Biobanco del Instituto Murciano de Investigacion Biosanitaria
{IMIB) situado en un edificio anexo al Hospital Clinico Universitario Virgen de la Arrixaca en el Palmar
{Murcia). Desde alli se cederan para proyechos autorizados, posiblemente también en el extranjero,
previo dictamen favorable del comit® dentifico v del comit® de Etica del Biobanco. Usted podra
dirigirse al biobanco para obtener informacion de los provectos en los que se hayan utilizado sus
muestras, Debera firmar el consentimiento general de donacion del correspondiente Biobanco.

Los datos que se deriven de la utilizacion de estas muestras en futuras investigaciones se trataran del mismo
modo que el resto de datos que se obtengan durante este estudio (ver apartado de confidencialidad).

Area | Murcia Oeste
Camretera Madrid-Cartagena, s/n El Palmar. 30120-Murcia
T- 5468 369 500
TT_001_00 47



Ana Maria Piqueras Sanchez

Murciang AI

{4 prdnca

DERECHO DE REVOCACION DEL CONSENTIMIENTO

Si cambiara de opinion en relacion con la donacion de las muestras biologicas v la cesion de los datos
proporcionados, tiene derecho a solidtar su  destruccion o anonimizacion, a través de su
meédico/investigador/investigador principal de la coleccion/ biobanco. Mo obstante, debe saber gue los datos
que se hayan obtenido en los andlisis realizados hasta ese momento podran ser utilizados para los fines
solicitados v podran conservarse en cumplimiento de las obligaciones legales comespondientes.

COMFIDENCIALIDAD/PROTECCION DE DATOS PERSOMALES:

Sus muestras estaran asociadas a un codigo (codificadas) v anonimizadas. Sus datos clinicos estaran
asociadas a un codigo (codificadas) v anonimizadas. Se entiende por “anonimizacion” al proceso por el cual
no es posible establecer relacion entre un dato © muestra v el sujeto al que se refiere, Solo personal
autorizado (médicos, enfermeros o biologos del grupo de investigacion del Hospital Clinico Universitario
Virgen de la Arrixaca induidos como investigadores de este estudio) podra relacionar la informacion derivada
de los analisis realizados con informacion sobre su identidad.

A este estudio les son plenamente de aplicacion la Ley Organica 3/2018 de 5 de didiembre, de Proteccion de
datos de caracter Personal v garantia de los derechos digitales v el Reglamento (UE) 2016/679 del
Parlamento europeo y del Consejo de 27 de abril de 2016 de Proteccion de Datos (RGPD). Por ello, es
importante gue conozca la siguiente informacion:

* Sus datos personales seran tratados con la finalidad indicada en el documento objeto de firma v
seran conservados durante los anos necesarios para cumplir con la normativa vigente aplicable.

* [l Responsable del Tratamiento es &l Hospital Clinico Universitario "Virgen de la Arrixaca” {ﬁ-.rea | de
Salud-MurciafOeste), cuyo Delegada de Proteccion de Datos (DPD) ez Dofa Elena Garcia
Quifiones con direccion en Servicio Murciano de Salud, €/ Central n® 7, Edificio Habitamia |, 30100,
Espinardo-Murcia (correo electronico: dpd-sms@carm.es).

* Labase juridica que legitima el tratamiento es su consentimiento

+ Mormatva aplicable: Reglamento (UE) n 5362014 del Parlamento Europeo v del Consejo, gde 16 de
abril de 2074 | sobre los ensayos clinicos de medicamentos de wso humano, ¥ por el gue se deroga la
Directiva 2007/20/CE: Ley Orgdnica 372018 de 5 de diciembre, de Profeccion de Datos de Cardcter
Personal y Garantia de los Derechos Digitales, Ley 14/2007, de 3 de julio, de Investigacion biomédica;
Real Decreto Legisiative 1/2015, de 24 de julio, par el que se aprueba el texto refundide de la Ley de
garantias y uso racional de los medicamentos v productos sanitarios; Ley 44/ Ley 442003, de 21 de
noviembre, de ordenacion de las profesiones sanitarios, asi como la Ley 14/1886 de 25 de abril
General de Sanidad, g Ley 47/2002, de 14 de noviembre, de gutonomia del paciente, ¥ demds
legisiacion vigente en materia sanitaria.

*  Sus datos no seran cedidos, salvo en los casos obligados por Ley o en casos de urgencia médica. Mo
obstante, en todo momento podra revocar el consentimiento prestado, asi como ejercer sus
derechos de  acceso, rectificacidn, supresion, oposicion, limitacion del tratamiento v
portabilidad, en la medida que s=an aplicables, a través de comunicacion escrita al Responsable del

Area | Murcia Oeste
Carretera Madrid-Cartagena, 5/n Bl Palmar. 30120-Murcia
T- 958 369 500
TT_001_00 37
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Tratamiento de la siguiente manera concretando su solicitud, junto con su DMl o documento

equivalente:

- Investigador Principal del estudio: Ana Maria Pigueras Sanchez.
- Domicilio: Hospital Clinico Universitario “Virgen de la Arrixaca”, Ctra. Murcia-Cartagena s/n,
CP 30120, El Palmar-Murcia,

*  Asimismo, le informamas de la posibilidad de presentar una reclamacion ante la Agencia Espaniola
de Proteccion de Datos (Cforge Juan, & Madrid 23001) www.agpd.es

El acceso a su informacion personal quedara restringido al médico del estudiofcolaboradores, Autoridades
Sanitarias en materia de inspeccién, al Comité Etico de Investigacién Clinica, cuando lo precisen para
comprobar los datos v procedimientos del estudio, pero siempre manteniendo la confidencialidad de los
MiSmMos.

Los datos recogidos para el estudio estaran identificados mediante un codigo, de manera que no se incluya
informacion gue pueda identificarle, v sdlo su meédico del estudio/colaboradores podra relacionar dichos
datos con usted v con su historia clinica.

A partir de dichos datos se podran elaborar comunicadones cientificas para ser presentadas a congresos o
revistas cientficas siempre manteniendo en todo momento la confidencialidad de sus datos de caracter
personal

Se le informa gue de conformidad a lo previsto en la Dispaosicion adicional dedmoséptima de la Ley Organica
3/2018, de 5 de diciembre, de Proteccion de Datos de Caracter Personal v garantia de los derechos digitales,
asi como del articulo 89 del Reglamento (UE) 2016/679, en el caso que con sus datos se lleve a cabo un
tratamiento con fines de investigacion en salud publica vy, en particular, biomédica se procedera a:

* Realizar una evaluacion de impacto que determine los riesgos derivados del tratamiento en los
supuestos previstos en el artoulo 35 del Reglamento (UE) 2016/679 o en los establecidos por la
autoridad de comtrol. Esta evaluacion incluira de modo especifico los riesgos de reidentificacion
vinculados a la anonimizacion o seudonimizacion de los datos,

* Someter la investigacion cientfica a las normas de calidad v, en su caso, a las directrices
internacionales sobre buena practica dinica.

» Adoptar, en su caso, medidas dirigidas a garantizar que los investigadores no acceden a datos de
identificacion de los interesados. En el supuesto de gue no pusda garantizarse esta separacion entre
los datos v &l investigador, se le garantiza un compromiso expreso de confidencialidad por parte del
investigador asi como de no realizar ninguna actividad de reidentificacion. Se adoptaran medidas de
seguridad especificas para evitar la reidentificacion v el acceso de terceros no autorizados.

IMPLICACIONES DE LA INFORMACION OBTENIDA AL ANALIZAR LAS MUESTRAS

En el caso de gue usted lo solicte, se le podra fadlitar informacion acerca de los estudios de investigacion en
los que se hayan utilizado sus muestras, asi coma de los resultados generales del presente estudio,

En el caso de gue en este estudio se obtengan datos que pudieran ser cinica o genéticamente relevantes
para usted, e interesar a su salud o a la de su familia, podra solicitar que le sean comunicados por su médico

Area | Murcia Oeste
Camretera Madrid-Cartagena, 5'n El Palrar. 30120-Murzia
T- 968 365 500
TT_001_00 5T
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del ensayo si asi lo indica en la casilla gue aparece al final de este documento. Mo obstante, si el paciente
hubiera indicado su negativa v cuando esta informadon, segun criteric del médico responsable, sea
necesaria para evitar un grave perjuicio para su salud o la de sus familiares biologicos, se informara a un
familiar proximo o a un representante, previa consulta al Comité de Etica Asistencial del centro. La
comunicacion de esta informacion se llevara a cabo por profesionales que le podran explicar adecuadaments
su relevancia v las opciones que se pudieran plantear. En caso de informacion genética clinicamente
relevante podra recibir el preceptivo consejo genético.

En el caso de donante menor de edad, llegada la mayoria de edad tendra derecho a recibir esta informacion
v a la revocacion del consentimiento, En caso de que no lo ejerza, se considerara que el actual documento
sigue vigente.

Hable con su médico sobre la posibilidad de que pueda establecer restricciones para gue su muestra
biclogica no sea utilizada en determinadas investigaciones

INVESTIGACIOMNES FUTURAS

Autorizo la posible reutilizacion de datos personales con fines de investigacion en materia de salud v
biomédica para finalidades o areas de investigacion relacionadas con este estudio.

Area | Murcia Oeste
Carretera Madrid-Cartagena, s/n. El Palmar. 30120-Murcia
T- 968 369 500
TT_001_00 5T
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HOJA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

Titulo del proyecto: ESTUDIO DE EXPRESION DE ACE2 ¥ TMPRSS2 EM EL EPITELIO MASAL ¥ FARINGED DE
PACIENTES TRATADOS DE COVID-19

Investigador Principal, servicio/unidad vy centro: Area de Otormi nolaringologia del departamento de
Crtorrinolaringologia, Oftalmologia y Optometria v Anatomia Patologica de la Universidad de Murcdia.
Promotor/financiador (si aplica): Diaz Manzano, José Antonio v Hellin Meseguer, Diego.

Datos del participante/paciente
Mombre

Investigador o persona que proporciona la informadion
Mombre

1. He leido, he sido informado y comprendo el contenido de la presente hoja de Informacion, lo gue
acredito con mi firma en prueba de mi consentimiento en todo lo que en ella se contiene,

2. Entiendo que mi participacion es voluntaria v gratuita v comprendo que puedo solicitar la revocacian
de este consentimiento en cualquier momento, sin tener que ofrecer explicaciones v sin gue esto
repercuta en mis cuidados médicos presentes y/fo futuros.

2. Deseo gue e medico del estudio me comunigue la informacion derivada de la investigadon no
genética, que pueda ser relevante y aplicable para mi salud o la de mis familiares:

= 51« WO Teléfono o e-mail de comtacio... ..

3. Consiento al almacenamiento v uso de las muestras biclogicas v de los datos asodados para futuras
investigaciones en las condiciones explicadas en esta hoja de informacion.

= 51« NO

4, Consiento a ser contactado en el caso de necesitar mas informacion o muestras biologicas
adicionales.

= 51 - WO Teléfono o e-mail de comtactiD,

Fedcha: Firma del Participanta/paciente

Fecha: Firma del Investigador o persona que proporciona la informadion

Area | Murcia Oeste
Camretera Madnd-Cartagena, s/n. El Palmar. 30120-Murcia
T: 964 365 500
TT_001_00 &7
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REVOCACION DEL CONSENTIMIENTO

Yo, D/DRa....... revoco el consentimiento prestado en fecha y no deseo
continuar participando en el estudio “X000n0000000NNNNNNNNNNN

Firma del paciente:

Firma del investigador: Fecha: Fecha

Area | Murcia Oeste
Carretera Madrid-Cartagena, s/n El Palmar. 30120-Murcia
T-968 368 500
TT7_001_00 7
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9.3. Anexo Ill: Procesamiento y analisis de la muestra nasal y

faringea de los pacientes analizados.

1. Extraccion del RNA total

Tras su recepcion en el laboratorio, el hisopo se agit6 en la solucién para preservar el
ARN (tipo RNA later) y se centrifug6 a 2500g x 5 min en centrifuga Beckman Allegra X-
12R. El precipitado conteniendo las células se sometid a extraccion de ARN mediante el KIT
InviTrap© Spin Universal RNA Mini Kit (Stratec molecular; REF 1060100200) segun el

protocolo recomendado por el fabricante. EI ARN obtenido se guardd a -80°C hasta su uso.

2. Retrotranscripcion

Para el analisis de expresidn génica en los epitelios nasales se procedio a la realizacién
de RT-PCR (reaccion en cadena de la polimerasa con transcriptasa inversa). La
retrotranscripcion (RT) se emplea para producir una cadena de ADN (ADNc; ADN
complementario) a partir de una hebra de ARN. Para tal fin, se emple6 el Kit GeneAmp RNA
PCR Core Kit de Applied Biosystem (Roche; N808-0143) segun las especificaciones del
fabricante, pero introduciendo ligeras modificaciones con el fin de aumentar la cantidad de
ARN (molde de la RT) sin que las concentraciones finales de los componentes de la reaccion

se modificaran.

En la reaccion de la RT, se emplean varias etapas para primero desnaturalizar las
cadenas de ARN mediante su calentamiento a 80°C durante 10 min y posterior enfriamiento
rapido por inmersion de los tubos en hielo. De esta forma, se impida la formacion de

estructuras secundarias que dificulten la unién de los oligos (también denominados primers
184
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o0 cebadores). El paso siguiente es la propia reaccion de la RT para la sintesis del ADNc. En
la composicion de la reaccién se eligieron los hexameros aleatorios como oligos en
detrimento de los oligos especificos de secuencia (en la RT solo se sintetiza ADNc de un
gen) o de los oligos “dT” que Unicamente sintetizan ADNc a partir de moléculas de ARN
maduro (con cola de poliA). Para ensayos expresion génica por PCR cuantitativa relativa
como el usado en este trabajo, los oligos hexdmeros aleatorios o los de tipo “dT” son los

necesarios para amplificar los estandares internos.

La mezcla de reaccion empleada es la que se muestra en la Tabla 9.

Tabla 38. Tipos de reactivos empleados para la medicion de las muestras.

Orden ‘ Reactivo Volumen (pl)  Concentracion final

. 10x PCR Buffer Il (500 mM KCI, 100 ) Ix
mM Tris-Cl, pH 8.3)

2 Solucion MgClI2 25 mM 4 5mM
3 dNTPs 25 mM 0.8 1mM
4 Random Hexamers 50 uM 1 2,5uM
5 Inhibidor de Ribonucleasas 20 U/pul 1 1 U/ul
6 Transcriptasa Reversa MuLV 50 U/ul 1 2,5 U/l

Las etapas de la RT que se programaron en el termociclador (2720 Thermal Cycler

de Applied Biosystems) fueron:

- 25°C durante 10 min. Etapa para permitir la fijacion de los oligos al ARN.
- 42°C durante 15 min. Etapa para la sintesis de las hebras de ADNCc.
- 99°C durante 5 min. Etapa para la inactivacion de la enzima y la separacion

de las cadenas de ARN y ADNc.
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Tras la Gltima fase de la RT, los tubos se enfrian en hielo y posteriormente se guardan

a -20°C hasta su uso.

3. Amplificacion

La amplificacion (PCR) de las moléculas de ADNc se realizé en el equipo
LightCycler 2.0 (Roche), en capilares de vidrio de 20 ul de capacidad. La mezcla de reaccion
consistié en: (1) ADNC; (2) oligos especificos de cada gen; (3) reactivo SYBR Green premix
Ex Taq (Takara) y (4) agua. Las secuencias de los oligos para el gen ACE2 (Forward:
5 GGGATCAGAGATCGGAAGAAGAAAT; Reverse:
5'CACTGATGATGTTCAGACCTCCT3; 124  pb),  TMPRSS2  (Forward:
5 ACTCTGGAAGTTCATGGGCAG3'; Reverse: 5 TGAAGTTTGGTCCGTAGAGGC3';
158 pb), FURINA (Forward: 5 GCCAGATCTTCGGGGACTAT3"; Reverse:
5 TGCTGTTCCAGCCACTGTAZ; 125 pb) y NRP1 (Forward:
5 GAATGTGATGACGACCAGGC3’; Reverse: 5 TGTCTATGACCGTGGGCTTTS3'; 106
pb) fueron obtenidas mediante el programa de acceso libre primer 3

(https://bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/) a partir de la secuencias de ARN publicadas en la NIH

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/). Se incluyeron controles negativos sustituyendo los

componentes (ADNCc, cebadores o Taq polimerasa) por agua.

Las etapas programadas para la PCR fueron:

- 95°C durante 30 segundos para separar las dobles de ADN y la activacién de
la enzima polimerasa.

- Amplificacion, 40 ciclos de las etapas:
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o 95°C, 5 segundos para desnaturalizacion del ADN bicatenario.
o 55°C-60°C durante 10 segundos para la hibridacion de los cebadores o
“annealing”. Los oligos se unen a las secuencias especificas del gen a
amplificar.
o 72°C, 10-12 segundos de extension de los cebadores por la Taq
polimerasa
- Gradiente de temperatura (0,1°C/seg) para célculo de la temperatura de
melting (Tm, o de fusién del producto de la PCR). La Tm es especifica de los
fragmentos amplificados y nos informa si se ha producido un unico producto de PCR.
La confirmacién de que la PCR ha amplificado correctamente el gen de interés se

realiza por electroforesis de agarosa y/o secuenciacion de los productos de PCR.
4. Analisis

La expresion de los receptores ACE2, TMPRSS2, FURINA y NRP1 se calcul6
respecto a la expresion del gen GADPH (RT-PCR cuantitativa relativa) mediante el programa

informatico de andlisis del equipo LightCycler por el método de “fit points”.

Los datos se procesaron mediante el paquete estadistico SPSS v.24 (SPSS Inc,

Chicago, IL), y se establecio la significacion estadistica en el 5%.

5. Destino final del material bioldgico

Una vez finalizado el estudio, las muestras fueron enviadas y almacenadas en el
Biobanco del Instituto Murciano de Investigacion Biosanitaria (IMIB) (visualizar Anexo IV

para consultar informacion).
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9.4. Anexo IV: Informe de viabilidad de biobanco

Biobanco registrado en Espafa:

Las muestras se almacenaron en el Biobanco del Instituto Murciano de Investigacion
Biosanitaria (IMIB) situado en un edificio anexo al Hospital Clinico Universitario
Virgen de la Arrixaca en el Palmar (Murcia). Desde alli se cedieron para proyectos
autorizados, posiblemente también en el extranjero, previo dictamen favorable del
comité cientifico y del comité de Etica del Biobanco (adjuntado a continuacion). Los
pacientes firmaron el consentimiento general de donacion del correspondiente
Biobanco.

Los datos que se deriven de la utilizacion de estas muestras en futuras investigaciones
se trataran del mismo modo que el resto de los datos que se obtengan durante este

estudio.

188



Ana Maria Piqueras Sanchez

INFORME DE DISPONIBILIDAD DE
MUESTRAS Y/O DE VIABILIDAD DE

e e
BICEANCAUR

Raddely -
e AMBITO DE BIOBANCO

PROZD6 =01

Dofia. Teresa Escdmez Martinez, Coordinadora del Biobanco en Red de la Region de
Murcia, BIDBANC-MUR,

Teniendo conocimiento de la necesidad de muestras biologicas para la realizacion del
proyecto de investigacidn “Estudio de expresion de ACEZ y TMPRSS2Z en el epitelio
nasal y faringeo de pacientes tratados de COVID-19" comunicada por su Investigador
Principal José Diaz Manzanao.

INFORMA que (sefidlese lo que proceda),

I:I En el biokanco existe disponibilidad de muestras que cumplen los requisitos
especificados en el proyecto para su realizacion®,

Es viable la recogida, procesamiento, almacenamiento y gestion de las muestras
necesarias para el proyecto, por €l Nodo 1 de BIOBANC-MUR®,

Para conocimiento del CEIC del HCUVA, en Murcia, a 24 de septiembre de 2020

Fdo.: Dra. Teresa Escamez Martinez
Coordinadora Cientifica de BIOBANC-MUR

¥l a cesign definitiva de las muestras dependerd exclusivamente de |z aprobacidn de (a solicitud
formal del investigador por parte del Comité Etico y Comité cientifico del Biobanco en Red de la
Region de Murcia.

**Se pactaran las condiciones definitivas con el IP y se iniciara |2 recogida y gestidn de muestras
wna vez aprobade el proyecto por el CEIC

CREACION DE NUEVA COLECCION EN EL | FECHA DE APROBACION: 10//05/2018
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9.5. Anexo V: Test BAST-24

‘Salade O
Acide @ Acido O

Amargo Q Amaigo O
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9.6. Anexo VI: Tablas de resultados con base de datos completa e

Imputada.

Tabla 9. Datos descriptivos de los pacientes de estudio.

Variables

Base de datos con

Base de datos

datos perdidos imputada
Edad Mediana (RI) 58.5 (16.2) 58.5 (16.2)
Sexo Hombre (%) 69 (66.3) 69 (66.3)
Mujer (%) 35(33.7) 35 (33.7)
Raza Caucasico (%) 85 (81.7) 85 (81.7)
Latino (%) 19 (18.3) 19 (18.3)

Furina (unidades) Mediana (RI) 212.3 (105.1) 213.0 (103.8)
ACE?2 (unidades) Mediana (RI) 2098.3 (1271.3) 2098.3 (1311.7)
NRP1 (unidades) Mediana (RI) 1904.3 (1627.6) 1897.7 (1599.8)
TMPRSS2 (unidades) Mediana (RI) 113.0 (54.4) 113.0 (54.0)
Gravedad COVID-19 (estatus) | Sin ingreso (%) 40 (38.5) 40 (38.5)
+
Ingreso con oxigeno 21 (20.2) 21 (20.2)
(%)
Ventilacion no 32 (30.8) 32 (30.8)
invasiva (%)
Ventilacion invasiva 11 (10.6) 11 (10.6)
(%)
Gravedad COVID-19 No ventilacion (%) 61 (58.7) 61 (58.7)
(ventilacién) *
Ventilacion (%) 43 (41.3) 43 (41.3)
Gravedad COVID-19 No ventilacién 93 (89.4) 93 (89.4)
(ventilacién invasiva) invasiva (%)
Ventilacion invasiva 11 (10.6) 11 (10.6)
(%)
Gravedad COVID-19 Ingreso (%) 64 (61.5) 64 (61.5)
(ingreso) *
No ingreso (%) 40 (38.5) 40 (38.5)
Disgeusia No (%) 66 (63.5) 66 (63.5)
Si (%) 38 (36.5) 38 (36.5)
Disfuncidn olfatoria No (%) 63 (61.8) 65 (62.5)
Si (%) 39 (38.2) 39 (37.5)

T Segln la Escala de Gravedad de la Organizacion Mundial de la Salud (167). ACE2, angiotensin-converting
enzyme 2; COVID-19, Coronavirus Disease 2019; NRP1, neuropilin-1; p, significancia estadistica; RI, rango

intercuartilico; TMPRSS2, transmembrane serine protease 2.
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Tabla 10. Andlisis de regresion logistica binaria evaluando la asociacion entre el nimero de
receptores y gravedad del COVID segln la Escala de la Organizacion Mundial de la Salud
en pacientes.

Base de datos con datos perdidos Base de datos imputada
Gravedad COVID-19 * Gravedad COVID-19 ¢

Modelo no ajustado

Furina (por 100 1.32 0.89a1.97 0.169 1.34 0.90a2.00 0.152
unidades)

Modelo ajustado®

Furina (por 100 1.35 0.87 a2.10 0.183 1.38 0.88a2.17 0.157
unidades)

Modelo no ajustado

ACE?2 (por 100 1.02 0.98 a 1.06 0.321 1.02 0.98a21.06 0.401
unidades)

Modelo ajustado®

ACE?2 (por 100 1.01 0.97a1.05 0.729 1.00 0.96 2 1.05 0.890
unidades)

Modelo no ajustado

NRP1 (por 100 1.00 0.98 a1.02 0.867 1.00 0.98a1.02 0.798
unidades)

Modelo ajustado®

NRP1 (por 100 1.00 0.98a1.02 0.851 1.00 0.98a1.02 0.788
unidades)

Modelo no ajustado

TMPRSS2 (por 100 0.85 0.53a1.34 0.474 0.86 0.55a1.36 0.517
unidades)

Modelo ajustado®

TMPRSS2 (por 100 0.92 0.56 a 1.50 0.739 0.93 0.57a151 0.764
unidades)

T Ajustado por edad, sexo y raza. ¥ Segun la Escala de gravedad de la Organizacion Mundial de la Salud (“no
ventilacion” frente a “ventilacion”) (167). ACE2, angiotensin-converting enzyme 2; Cl, intervalo de confianza;
COVID-19, Coronavirus Disease 2019; NRP1, neuropilin-1; OR, odds ratio; p, significancia estadistica;
TMPRSS2, transmembrane serine protease 2.
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Tabla 11. Andlisis de regresion logistica binaria evaluando la asociacion entre el estatus
del nimero de receptores y gravedad del COVID segun la Escala de la Organizacién
Mundial de la Salud en pacientes.

Base de datos con datos perdidos Base de datos imputada
Gravedad COVID-19 * Gravedad COVID-19 *

Modelo no ajustado

Nivel bajo furina Ref. Ref.

Nivel medio furina 2.72 0.99 a 7.49 0.053 2.68 1.00a7.21 0.051

Nivel alto furina 1.80 0.66 a 4.88 0.248 1.77 0.67 a 4.69 0.249
Modelo ajustado’

Nivel bajo furina Ref. Ref.

Nivel medio furina 1.76 0.56 a 5.56 0.338 1.70 0.55a5.25 0.356

Nivel alto furina 1.95 0.65a5.83 0.230 1.90 0.65 a 5.54 0.237
Modelo no ajustado

Nivel bajo ACE2 Ref. Ref.

Nivel medio ACE2 0.52 0.19a1.45 0.212 0.58 0.21a1.58 0.285

Nivel alto ACE2 0.75 0.52 a3.44 0.552 1.33 0.52 a 3.40 0.547
Modelo ajustado®

Nivel bajo ACE2 Ref. Ref.

Nivel medio ACE2 0.10 0.02a0.41 0.002 0.17 0.05a0.61 0.007

Nivel alto ACE2 0.68 0.20a2.18 0.512 0.78 0.26 a2 2.32 0.652
Modelo no ajustado

Nivel bajo NRP1 Ref. Ref.

Nivel medio NRP1 0.51 0.19a1.39 0.190 0.46 0.17a1.22 0.120

Nivel alto NRP1 0.79 0.29a2.11 0.632 0.79 0.30 2 2.08 0.632
Modelo ajustado®

Nivel bajo NRP1 Ref. Ref.

Nivel medio NRP1 0.31 0.10a0.99 0.047 0.29 0.10a0.88 0.030

Nivel alto NRP1 0.56 0.18a1.70 0.305 0.58 0.20a1.72 0.331
Modelo no ajustado

Nivel bajo TMPRSS2 Ref. Ref.

Nivel medio TMPRSS2 1.05 0.40a2.78 0.918 1.05 0.40a2.74 0.921

Nivel alto TMPRSS2 1.07 0.41a2.79 0.888 1.13 0.43a2.92 0.808
Modelo ajustado’

Nivel bajo TMPRSS2 Ref. Ref.

Nivel medio TMPRSS2 1.13 0.40 2 3.20 0.824 1.17 0.41a3.30 0.771

Nivel alto TMPRSS2 0.98 0.34a2.84 0.977 1.02 0.35a22.93 0.977

T Ajustado por edad, sexo y raza. f Segun la Escala de gravedad de la Organizaciéon Mundial de la Salud (“no
ventilacion” frente a “ventilacion”)(167). ACE2, angiotensin-converting enzyme 2; Cl, intervalo de confianza; COVID-
19, Coronavirus Disease 2019; NRP1, neuropilin-1; OMS, Organizacién Mundial de la Salud; OR, odds ratio; p,
significancia estadistica; Ref., referencia; TMPRSS2, transmembrane serine protease 2.
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Tabla 12. Andlisis de regresion logistica binaria evaluando la asociacion entre el
namero de receptores y disfuncion olfatoria en pacientes.

Base de datos con datos perdidos Base de datos imputada

Disfuncion olfatoria * Disfuncion olfatoria *

Modelo no ajustado

Furina (por 100 1.04 0.71a 0.835 1.04 0.72 a 0.827
unidades) 1.52 1.51
Modelo ajustado®

Furina (por 100 1.05 0.67a 0.822 1.05 0.68a 0.821
unidades) 1.66 1.63
Modelo no ajustado

ACE2 (por 100 1.00 0.96 a 0.853 1.01 0.97a 0.664
unidades) 1.04 1.05
Modelo ajustado®

ACE2 (por 100 1.02 097a 0.446 1.02 0.98 a 0.320
unidades) 1.06 1.07
Modelo no ajustado

NRP1 (por 100 1.00 0.98a 0.941 1.00 0.98a 0.789
unidades) 1.02 1.02
Modelo ajustado®

NRP1 (por 100 1.00 0.98a 0.861 1.00 0.98a 0.772
unidades) 1.02 1.03
Modelo no ajustado

TMPRSS2 (por 100 1.04 0.68 a 0.852 1.04 0.68a 0.863
unidades) 1.60 1.59
Modelo ajustado®

TMPRSS2 (por 100 0.80 0.48 a 0.378 0.78 0.47 a 0.338
unidades) 1.32 1.29

T Ajustado por edad, sexo y raza. ACE2, angiotensin-converting enzyme 2; Cl, intervalo de confianza;
NRP1, neuropilin-1; OR, odds ratio; p, significancia estadistica; Ref., referencia; TMPRSS2,
transmembrane serine protease 2.
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Tabla 13. Andlisis de regresion logistica binaria evaluando la asociacion entre el estatus
del nimero de receptores y disfuncion olfatoria en pacientes.

Base de datos con datos perdidos Base de datos imputada

Disfuncion olfatoria Disfuncion olfatoria

Modelo no ajustado

Nivel bajo furina Ref. Ref.

Nivel medio furina 1.38 0.49 23.87 0.541 1.42 0.52a3.87 0.496

Nivel alto furina 2.04 0.75a5.58 0.162 1.99 0.75a5.25 0.164
Modelo ajustado’

Nivel bajo furina Ref. Ref.

Nivel medio furina 3.35 0.82a 0.091 3.16 0.83a 0.092

13.64 12.00

Nivel alto furina 2.36 0.68a8.17 0.176 2.30 0.71a7.44 0.166
Modelo no ajustado

Nivel bajo ACE2 Ref. Ref.

Nivel medio ACE2 1.20 0.44a3.25 0.724 1.25 0.46 a 3.35 0.663

Nivel alto ACE2 0.95 0.35a2.59 0.927 0.82 0.31a2.16 0.687
Modelo ajustado’

Nivel bajo ACE2 Ref. Ref.

Nivel medio ACE2 2.86 0.80a 0.107 2.62 0.76 29.09 0.128

10.26

Nivel alto ACE2 151 0.44a5.12 0.513 1.88 0.58a6.15 0.296
Modelo no ajustado

Nivel bajo NRP1 Ref. Ref.

Nivel medio NRP1 0.54 0.19a1.53 0.249 0.46 0.17a1.26 0.130

Nivel alto NRP1 0.53 0.20a1.44 0.942 1.02 0.38a2.68 0.976
Modelo ajustado’

Nivel bajo NRP1 Ref. Ref.

Nivel medio NRP1 0.49 0.14a1.68 0.254 0.38 0.12a1.27 0.116

Nivel alto NRP1 1.03 0.32a3.29 0.965 1.00 0.33a3.05 0.997
Modelo no ajustado

Nivel bajo TMPRSS2 Ref. Ref.

Nivel medio TMPRSS2 1.36 0.51a3.63 0.543 1.33 0.51 a 3.46 0.555

Nivel alto TMPRSS2 0.53 0.19 a 1.50 0.232 0.52 0.19a1.44 0.207
Modelo ajustado’

Nivel bajo TMPRSS2 Ref. Ref.

Nivel medio TMPRSS2 1.37 045a4.19 0.583 1.24 041a3.72 0.702

Nivel alto TMPRSS2 0.44 0.13a1.52 0.194 0.41 0.12a1.42 0.158

T Ajustado por edad, sexo y raza. ACE2, angiotensin-converting enzyme 2; Cl, intervalo de confianza; NRP1, neuropilin-1; OR, odds
ratio; p, significancia estadistica; Ref., referencia; TMPRSS2, transmembrane serine protease 2.
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Tabla 14. Andlisis de regresion logistica binaria evaluando la asociacion entre el
namero de receptores y disgeusia en pacientes.

Base de datos con datos perdidos Base de datos imputada

Disgeusia Disgeusia

Modelo no ajustado

Furina (por 100 1.19 0.82a 0.371 1.20 0.83 a 0.339
unidades) 1.73 1.75
Modelo ajustado®

Furina (por 100 1.22 0.81a 0.337 1.23 0.82 a 0.319
unidades) 1.84 1.83
Modelo no ajustado

ACE2 (por 100 1.02 0.98a 0.335 1.02 0.98a 0.263
unidades) 1.06 1.06
Modelo ajustado®

ACE?2 (por 100 1.03 099a 0.159 1.04 0.99 a 0.115
unidades) 1.08 1.08
Modelo no ajustado

NRP1 (por 100 1.01 0.99 a 0.262 1.01 0.99 a 0.210
unidades) 1.03 1.03
Modelo ajustado’

NRP1 (por 100 1.01 0.99 a 0.215 1.01 0.99 a 0.195
unidades) 1.04 1.04
Modelo no ajustado

TMPRSS2 (por 100 1.34 0.87a 0.186 1.30 0.85a 0.228
unidades) 2.07 2.00
Modelo ajustado®

TMPRSS2 (por 100 1.20 0.75a 0.440 1.17 0.74 a 0.506
unidades) 1.92 1.86

T Ajustado por edad, sexo y raza. ACE2, angiotensin-converting enzyme 2; B, coeficiente beta no
estandarizado; Cl, intervalo de confianza; NRP1, neuropilin-1; OR, odds ratio; p, significancia estadistica;
Ref., referencia; TMPRSS2, transmembrane serine protease 2.
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Tabla 15. Andlisis de regresion logistica binaria evaluando la asociacion entre el estatus
del nimero de receptores y disgeusia en pacientes.

Base de datos con datos perdidos Base de datos imputada

Disgeusia Disgeusia

Modelo no ajustado

Nivel bajo furina Ref. Ref.

Nivel medio furina 1.45 0.51a4.18 0.487 141 0.50a3.97 0.510

Nivel alto furina 2.62 0.95a7.21 0.062 2.55 0.95a6.82 0.062
Modelo ajustado’

Nivel bajo furina Ref. Ref.

Nivel medio furina 2.72 0.71a 0.144 2.56 0.70a29.30 0.153

10.47

Nivel alto furina 2.89 0.88 2 9.45 0.080 2.83 0.91a8.78 0.072
Modelo no ajustado

Nivel bajo ACE2 Ref. Ref.

Nivel medio ACE2 131 0.48 a 3.60 0.602 1.25 0.46 a 3.42 0.668

Nivel alto ACE2 1.35 0.50 a 3.65 0.553 1.56 0.59a4.13 0.372
Modelo ajustado’

Nivel bajo ACE2 Ref. Ref.

Nivel medio ACE2 2.56 0.76 a 8.62 0.128 2.32 0.70a7.69 0.169

Nivel alto ACE2 1.92 0.60a6.21 0.274 2.29 0.73a7.21 0.156
Modelo no ajustado

Nivel bajo NRP1 Ref. Ref.

Nivel medio NRP1 0.49 0.17a1.43 0.190 0.39 0.14a1.12 0.081

Nivel alto NRP1 1.49 0.55a4.03 0.432 1.46 0.55a3.87 0.445
Modelo ajustado’

Nivel bajo NRP1 Ref. Ref.

Nivel medio NRP1 0.39 0.11a1.38 0.144 0.30 0.09a1.04 0.058

Nivel alto NRP1 1.66 0.53a5.15 0.381 152 0.51a4.55 0.451
Modelo no ajustado

Nivel bajo TMPRSS2 Ref. Ref.

Nivel medio TMPRSS2 1.53 0.57 a 4.08 0.398 1.50 0.58 a3.93 0.405

Nivel alto TMPRSS2 0.63 0.22a1.79 0.390 0.59 0.21a1.63 0.306
Modelo ajustado’

Nivel bajo TMPRSS2 Ref. Ref.

Nivel medio TMPRSS2 161 0.55a4.73 0.388 1.47 0.51a4.23 0.479

Nivel alto TMPRSS2 0.60 0.18a1.98 0.406 0.55 0.17al1.79 0.321

T Ajustado por edad, sexo y raza. ACE2, angiotensin-converting enzyme 2; Cl, intervalo de confianza; NRP1, neuropilin-1; OR, odds
ratio; p, significancia estadistica; Ref., referencia; TMPRSS2, transmembrane serine protease 2.
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9.7. Anexo VII: Figuras de resultados sin usar técnicas de
imputacion multiple.

A

100% A
90% o
80%
70% A
60% 1
50% 1
40% -
30% o
20% o
10% A

0% -

Ventilacion (%)

50 125 200 275 350 425 500 575 650 725 800
Furina (unidades)

100% A
90%
80% 1
70% o
60%
50% o
40% -
30% -
20% 1
10% 1

0% 1

Ventilacion (%)

85 160 235 310 385 460 535 610 685 760 835
Furina (unidades)
Figura 49. Furina y ventilacion sin usar técnicas de imputacion multiple.

Probabilidad estimada de necesitar ventilacion en funcién del nimero de receptores de furina en los participantes del estudio
sin usar técnicas de imputacion multiple. A: no ajustado; B: ajustado por edad, sexo y raza.
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Figura 50. ACE2 y ventilacion sin usar técnicas de imputacion multiple.

Probabilidad estimada de necesitar ventilacion en funcién del nimero de receptores de ACE2 en los participantes del estudio
sin usar técnicas de imputacion multiple. A: no ajustado; B: ajustado por edad, sexo y raza.
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Figura 51. NRP1 y ventilacion sin usar técnicas de imputacion multiple.

Probabilidad estimada de necesitar ventilacion en funcion del nimero de receptores de NRP1 en los participantes del
estudio sin usar técnicas de imputacién multiple. A: no ajustado; B: ajustado por edad, sexo y raza.
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Figura 52. TMPRSS2 y ventilacion sin usar técnicas de imputacion multiple.

Probabilidad estimada de necesitar ventilacion en funcién del nimero de receptores de TMPRSS2 en los participantes del
estudio sin usar técnicas de imputacién multiple. A: no ajustado; B: ajustado por edad, sexo y raza.
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Figura 53. Estatus de niveles de furina y ventilacion sin usar técnicas de imputacion multiple.

Probabilidad estimada de necesitar ventilacion en funcién del nivel de receptores de furina (bajo, medio y alto) en los
participantes del estudio sin usar técnicas de imputacion multiple. A: no ajustado; B: ajustado por edad, sexo y raza.
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Figura 54. Estatus de niveles de ACE2 y ventilacion sin usar técnicas de imputacion multiple.

Probabilidad estimada de necesitar ventilacion en funcién del nivel de receptores de ACE2 (bajo, medio y alto) en los
participantes del estudio sin usar técnicas de imputacion mdltiple. A: no ajustado; B: ajustado por edad, sexo y raza.
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Figura 55. Estatus de niveles de NRP1 y ventilacion sin usar técnicas de imputacion multiple.

Probabilidad estimada de necesitar ventilacion en funcién del nivel de receptores de NRP1 (bajo, medio y alto) en los
participantes del estudio sin usar técnicas de imputaciéon multiple. A: no ajustado; B: ajustado por edad, sexo y raza.
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Figura 56. Estatus de niveles de TMPRSS2 y ventilacion sin usar técnicas de imputacion mdaltiple.

Probabilidad estimada de necesitar ventilacion en funcion del nivel de receptores de TMPRSS2 (bajo, medio y alto) en los
participantes del estudio sin usar técnicas de imputacion multiple. A: no ajustado; B: ajustado por edad, sexo y raza.
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Figura 57. Furina y disfuncion olfatoria sin usar técnicas de imputacion maltiple.

Probabilidad estimada de tener disfuncion olfatoria en pacientes con COVID-19 en funcion del nimero de receptores de furina
en los participantes del estudio sin usar técnicas de imputacion maltiple. A: no ajustado; B: ajustado por edad, sexo y raza.
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Figura 58. ACE2 y disfuncion olfatoria sin usar técnicas de imputacion maltiple.
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Probabilidad estimada de tener disfuncion olfatoria en pacientes con COVID-19 en funcion del nimero de receptores de ACE2
en los participantes del estudio sin usar técnicas de imputacion multiple. A: no ajustado; B: ajustado por edad, sexo y raza.
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Figura 59. NRP1 y disfunciéon olfatoria sin usar técnicas de imputacion multiple.

Probabilidad estimada de tener disfuncion olfatoria en pacientes con COVID-19 en funcién del nimero de receptores de NRP1
en los participantes del estudio sin usar técnicas de imputacion multiple. A: no ajustado; B: ajustado por edad, sexo y raza.
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Figura 60. TMPRSS2 y disfuncion olfatoria sin usar técnicas de imputacion multiple.
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Probabilidad estimada de tener disfuncién olfatoria en pacientes con COVID-19 en funcién del nimero de receptores de
TMPRSS2 en los participantes del estudio sin usar técnicas de imputacion maltiple. A: no ajustado; B: ajustado por edad,

SeX0 Yy raza.
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Figura 61. Estatus de niveles de furina y disfuncion olfatoria sin usar técnicas de imputacion multiple.

Probabilidad estimada de padecer disfuncion olfatoria en los pacientes diagnosticados de COVID en funcién del nivel de
receptores de furina (bajo, medio y alto) en los participantes del estudio sin usar técnicas de imputacion multiple. A: no

ajustado; B: ajustado por edad, sexo y raza.
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Figura 62. Estatus de niveles de ACE2 y disfuncion olfatoria sin usar técnicas de imputacion multiple.

Probabilidad estimada de padecer disfuncion olfatoria en los pacientes diagnosticados de COVID en funcién del nivel de
receptores de ACE2 (bajo, medio y alto) en los participantes del estudio sin usar técnicas de imputacion multiple. A: no
ajustado; B: ajustado por edad, sexo y raza.
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Figura 63. Estatus de niveles de NRP1 y disfuncion olfatoria sin usar técnicas de imputacion multiple.

Probabilidad estimada de padecer disfuncién olfatoria en los pacientes diagnosticados de COVID en funcién del nivel de

receptores de NRP1 (bajo, medio y alto) en los participantes del estudio sin usar técnicas de imputacion multiple. A: no
ajustado; B: ajustado por edad, sexo y raza.
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Figura 64. Estatus de niveles de TMPRSS2 y disfuncion olfatoria sin usar técnicas de imputacion maltiple.

Probabilidad estimada de padecer disfuncién olfatoria en los pacientes diagnosticados de COVID en funcién del nivel de
receptores de TMPRSS2 (bajo, medio y alto) en los participantes del estudio sin usar técnicas de imputacion multiple. A: no
ajustado; B: ajustado por edad, sexo y raza.
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Figura 65. Furina y disgeusia sin usar técnicas de imputacion multiple.

Probabilidad estimada de tener disgeusia en pacientes con COVID-19 en funcién del nimero de receptores de furina en los
participantes del estudio sin usar técnicas de imputacion multiple. A: no ajustado; B: ajustado por edad, sexo y raza.
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Figura 66. ACE2 y disgeusia sin usar técnicas de imputacion multiple.

Probabilidad estimada de tener disgeusia en pacientes con COVID-19 en funcion del nimero de receptores de ACE2 en los
participantes del estudio sin usar técnicas de imputacion mdltiple. A: no ajustado; B: ajustado por edad, sexo y raza.
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Figura 67. NRP1y disgeusia sin usar técnicas de imputacion maltiple.

Probabilidad estimada de tener disgeusia en pacientes con COVID-19 en funcién del nimero de receptores de NRP1 en los
participantes del estudio sin usar técnicas de imputacion mdltiple. A: no ajustado; B: ajustado por edad, sexo y raza.

216



Ana Maria Piqueras Sanchez

100% 1
90% 1
80% A
70% 1
60% 1
50% 1
40% 1
30% 1
20% 1
10% -

0% 1

Disgeusia (%)

40 120 200 280 360 440 520
TMPRSS2 (unidades)

100%
90% |
80% |
70%
60% 1
50% 1

40% - //

30%H

20%4

10% 4
0%

Disgeusia (%)

40 120 200 280 360 440 520
TMPRSS2 (unidades)
Figura 68. TMPRSS2 y disgeusia sin usar técnicas de imputacion maltiple.

Probabilidad estimada de tener disgeusia en pacientes con COVID-19 en funcién del nimero de receptores de TMPRSS2 en
los participantes del estudio sin usar técnicas de imputacion multiple. A: no ajustado; B: ajustado por edad, sexo y raza.
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Figura 69. Estatus de niveles de furina y disgeusia sin usar técnicas de imputacion multiple.

Probabilidad estimada de padecer disgeusia en los pacientes diagnosticados de COVID-19 en funcién del nivel de receptores
de furina (bajo, medio y alto) en los participantes del estudio sin usar técnicas de imputacion multiple. A: no ajustado; B:

ajustado por edad, sexo y raza.
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Figura 70. Estatus de niveles de ACE2 y disgeusia sin usar técnicas de imputacion multiple.

Probabilidad estimada de padecer disgeusia en los pacientes diagnosticados de COVID-19 en funcion del nivel de receptores
de ACE2 (bajo, medio y alto) en los participantes del estudio sin usar técnicas de imputacién multiple. A: no ajustado; B:

ajustado por edad, sexo y raza.

219



Ana Maria Piqueras Sanchez

100% 1
90% 1
80% A
70% 1
60% 1
50% 1
40% 1
30% 1
20% 1
10% -

0% 1

Disgeusia (%)

Nivel bajo Nivel medio Nivel alto
NRP1 (estatus)

100% 1
90%
80% 1
70% 1
60%
50% 1
40% 1
30% A
20%
10% 1

0% 1

Disgeusia (%)

Nivel bajo Nivel medio Nivel alto

NRP1 (estatus)

Figura 71. Estatus de niveles de NRP1 y disgeusia sin usar técnicas de imputacion multiple.

Probabilidad estimada de padecer disgeusia en los pacientes diagnosticados de COVID-19 en funcion del nivel de receptores
de NRP1 (bajo, medio y alto) en los participantes del estudio sin usar técnicas de imputacién multiple. A: no ajustado; B:

ajustado por edad, sexo y raza.
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Figura 72. Estatus de niveles de TMPRSS2 y disgeusia sin usar técnicas de imputacion mdaltiple.

Probabilidad estimada de padecer disgeusia en los pacientes diagnosticados de COVID-19 en funcién del nivel de receptores
de TMPRSS2 (bajo, medio y alto) en los participantes del estudio sin usar técnicas de imputacion multiple. A: no ajustado; B:

ajustado por edad, sexo y raza.
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