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RESUMEN

Después de casi dos anos de la declaracion de la COVID-19 como pandemia mundial por la OMS,
se han producido mds de 250 millones de casos confirmados y 5 millones de fallecidos a nivel
mundial. Por ello, se han llevado a cabo esfuerzos clinicos y de investigacion sin precedentes
para la identificacién de los mecanismos bioldgicos y moleculares subyacentes en la infeccion
por el SARS-CoV-2. Aunque se han desarrollado métodos diagndsticos, vacunas y terapias, la
pandemia no parece estar controlada, por lo que urge desarrollar nuevas vacunas, terapias
farmacoldgicas y biomarcadores de prondstico y gravedad de la enfermedad, asi como dianas
terapéuticas de esta.

Entre los nuevos métodos de busqueda de biomarcadores de diversas enfermedades, se
encuentran aquellos basados en la deteccidon y cuantificacion en fluidos corporales de los
microRNAs (miRNAs), pequefias moléculas de RNA no codificantes que regulan la expresiéon
génica, asi como las terapias basadas en éstos. Los miRNAs regulan multitud de funciones
fisioldgicas y patoldgicas. El perfil de los niveles de los miRNAs circulantes estd asociado con la
expresion alterada de miRNAs procedentes de las células, constituyendo novedosos
biomarcadores de diagndstico, prondstico y respuesta al tratamiento para las distintas
enfermedades, ya que son altamente estables y facilmente detectables y cuantificables, ain en
pequeiias cantidades.

El objetivo de este estudio ha sido determinar los niveles de los miRNAs circulantes en pacientes
COVID-19, y asi obtener nuevos biomarcadores de la gravedad de la enfermedad. Para ello, se
midieron los niveles de varios miRNAs en suero de sujetos sanos, asintomaticos y pacientes
graves de COVID-19. Ademas, se analizé su potencial como biomarcador, y se llevé a cabo un
analisis de enriquecimiento funcional de los genes regulados potencialmente por éstos.

Se han encontrado cuatro miRNAs como posibles biomarcadores de la fase grave de la
enfermedad en suero de pacientes COVID-19, cuyos genes diana podrian estar involucrados en
importantes procesos biolégicos como la coagulacién, la apoptosis celular o el trafico
intracelular de vesiculas, lo que podria explicar parte de la sintomatologia de los pacientes
graves de COVID-19.

PALABRAS CLAVE. SARS-COV-2, COVID-19, biomarcadores, miRNAS circulantes, ACE2,
TMPRSS2, RAB14.



ABSTRACT

After two years of the WHO's declaration of COVID-19 as a global pandemic, there have been
more than 250 million confirmed cases and 5 million deaths globally. Therefore, unprecedented
clinical and research efforts have been carried out to identify the biological and molecular
mechanisms underlying SARS-CoV-2 infection. Although diagnostic methods, vaccines, and
therapies have been developed, the pandemic does not seem to be under control. Therefore, it
is urgent to develop new vaccines, pharmacological therapies, biomarkers of prognosis, and
severity of the disease.

The detection and quantification of circulating microRNAs (miRNAs) (small non-coding RNA
molecules that regulate gene expression) has been proposed as new biomarkers of various
diseases. MiRNAs regulate a multitude of physiological and pathological functions. The
dysregulated expression levels of circulating miRNAs are associated with the altered expression
of miRNAs in cells, constituting novel biomarkers of diagnosis, prognosis, and response to
treatment for different diseases, since they are highly stable and easily detectable and
guantifiable, together in small quantities.

The objective of this study was to determine the circulating miRNAs levels in COVID-19 patients
as biomarkers of disease severity. The levels of several miRNAs in serum of healthy,
asymptomatic subjects and severe COVID-19 patients were measured, their potential as
biomarkers were analyzed, and functional enrichment analysis of the potentially regulated
genes was performed.

In the present study, four miRNAs have been found as possible biomarkers of the severe phase
of the disease in the serum of COVID-19 patients. Moreover, their targeted genes may be
involved in biological processes such as coagulation, cellular apoptosis, or intracellular
trafficking of vesicles, which could explain part of the symptomatology of severe COVID-19
patients.

KEYWORDS. SARS-COV-2, COVID-19, Biomakers, circulating miRNAS, ACE2, TMPRSS2, RAB14.



ABREVIATURAS

ACE2: Enzima convertidora de angiotensina Il.

Ang: Angiotensina

ECDC: Centro Europeo para la Prevencién y el Control de Enfermedades
CHMP: Comité de Medicamentos Humanos de la EMA.
RTC: Complejo de replicacion y transcripcion

COVID-19: Enfermedad Infecciosa por Coronavirus 2019
CoVs: Coronavirus

CSS: Sindrome de Tormenta de Citoquinas

DAMPS: Patrones moleculares asociados al dafio

ECDC: Centro Europeo para la Prevencién y el Control de Enfermedades
EMA: Agencia Europea del Medicamento.

ER: Reticulo endoplasmatico

rER: Reticulo endoplasmatico rugoso.

ERGIC: compartimento intermedio del Aparato de Golgi
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RNAg: RNA gendmico
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MVB: Cuerpos multivesiculares

TGN: Red trans-Golgi

Ppla: poliproteina 1a



ExoN: Exoribonucleasa de 3" a 5' viral
AGO 2: Proteina Argonauta 2

$1: Subunidad 1 de la proteina S

$2: Subunidad 2 de la proteina S






1. INTRODUCCION

1.1. LOS CORONAVIRUS

Entre los mamiferos, los murciélagos (quirdpteros) constituyen uno de los érdenes mas
importantes implicados en la aparicién y difusidon de virus entre distintas especies animales,
incluida la humana.

Varias caracteristicas de distintas especies de quirdpteros, como la capacidad de volar, la
coexistencia de muchos individuos en grandes colonias, una dieta compuesta por todo tipo de
alimentos, la capacidad de recorrer largas distancias durante la migracion, etc., han permitido
que los murciélagos se encuentren en todo el planeta (excepto en la Antartida y algunas islas
oceanicas), ocupando los mas variados nichos ecoldgicos. Este gran éxito evolutivo explica la
notable propension de estos animales a favorecer, tanto como huéspedes como reservorios, la
difusion de una amplia variedad de virus®.

En los ultimos afios, varios virus capaces de infectar a los humanos se han relacionado con virus
qgue infectan a murciélagos: Rhabdoviridae, Orthomyxoviridae, Coronaviridae, Flaviviridae,
Filoviridae y otros?. Con algunas excepciones, la transmisién directa de los virus de murciélagos
a los humanos ha sido poco comun, de forma que los murciélagos suelen actuar como
reservorios de virus ancestrales que, a través de un salto entre especies, llegan a huéspedes
secundarios intermediarios donde pueden adquirir tropismo por el huésped humano (zoonosis).

En los ultimos afios, cambios antropogénicos y naturales sucedidos en el medio ambiente, como
el aumento de la deforestacidon, la alteracion de habitats naturales, la disminucion de la
diversidad animal o eventos climaticos, han modificado la ecologia de los murciélagos y han
expuesto a los humanos a nuevos patdogenos?.

La transmision de virus de los murciélagos a humanos se produce a través de diversos medios:
contacto directo (mordeduras y arafazos), inhalacién de particulas infecciosas por parte de los
seres humanos procedentes de secreciones y guano, mediante artrépodos que actian como
vectores de transmisidn, por consumo de carne de murciélago en algunas partes del mundo
(China y otras partes de Asia) o mediante huéspedes vertebrados secundarios que sirven como
amplificadores®. Por lo tanto, los murciélagos representan un reservorio importante para
muchos virus zoondticos que generalmente causan infecciones persistentes en los propios
murciélagos. Ademads, con algunas excepciones, la transmisién de virus de murciélagos a
humanos requiere de un segundo huésped animal intermedio, mientras que la transferencia
directa del patégeno de murciélagos a humanos ocurre sélo en raras ocasiones?.

Los coronavirus (CoVs) son un grupo de grandes virus envueltos con un genoma de RNA lineal,
no segmentado, de sentido positivo, monocatenario, que presentan una morfologia
caracteristica con proyecciones de espigas en forma de garrote que emanan de la superficie del
viridn, proporcionandoles la apariencia de una corona solar. Pertenecen a la subfamilia
Coronavirinae de la familia Coronavirdiae y del orden Nidovirales*. Tienden a ser casi esféricos
observados con microscopia electrdnica, presentando proyecciones tipo corona producidas por
la proteina Spike (proteina S)° (Figura 1).

Hay cuatro géneros de CoVs, que incluyen Alphacoronavirus(aCoV), Betacoronavirus (8CoV),
Deltacoronavirus (§CoV) y Gammacoronavirus (yCoV)®. Todos los CoVs que infectan mamiferos,
incluidos todos los coronavirus de murciélago detectados hasta la fecha, pertenecen al primery
segundo género, aCoV'y 8CoV, mientras que todos los CoVs aviares pertenecen al género yCoV.



Dentro del género yCoV, sélo existe la cepa SW1 del coronavirus de la ballena beluga que ha
sido identificada en este mamifero acuatico’.

Proteina

E Glicoproteina S

Proteina

Figura 1. Morfologia general de coronavirus. Fuente: Biblioteca de imagenes de salud publica
(PHIL).

En total, hasta la fecha, se han descubierto siete coronavirus que afectan a humanos (HCoV):
HCoV229E, HCoV-0C43, HCoV-NL63, HcoV-HKU1, SARS-CoV, MERS-CoV y SARS-CoV-28°. Tanto
el SARS-CoV (Coronavirus del Sindrome Respiratorio Agudo Grave), como el MERS-CoV
(Coronavirus del Sindrome Respiratorio de Oriente Medio) y el SARS-CoV-2 (Coronavirus del
Sindrome Respiratorio Agudo Grave 2), pertenecen al género 6CoV.

En 1966 se describieron los primeros coronavirus en humanos (HCoV), el HCoV-E229 y el HCoV-
0C43, agentes etioldgicos frecuentes de infecciones respiratorias agudas estacionales y que
también incluyen a HCoV-NL63 y HKU1, descritos el 2005. Estos HCoV son endémicos, con
amplia distribucion geografica, de circulacion estacional y responsables de entre el 2 y el 18%
de todas las infecciones respiratorias en vias altas. Producen enfermedades leves como el
resfriado comun en la mayoria de los casos y, ocasionalmente, cuadros mas severos en lactantes,
nifios pequefios y adultos mayores™®.

Sin embargo, aunque los CoVs humanos se habian identificado desde hacia décadas, su
importancia clinica y su potencial epidémico no se reconocieron hasta los brotes del SARS-COV-
y del MERS-CoV.

El primer brote de coronavirus, el SARS-CoV, tuvo lugar en China en 2002 y encendiod las alarmas
entre los cientificos por el potencial pandémico de los CoVs, demostrando una rapida
diseminacion geografica y llegando a afectar a mas de una docena de paises. La respuesta



coordinada a nivel internacional permitié un control total del brote para mediados de 2003 a
través de implementacién de estrictas medidas de salud publica®’. El segundo brote, el MERS-
CoV, ocurrié en los paises de Oriente Medio en 2012, nuevamente asociado a neumonias graves
en pacientes adultos, pero con mayor tasa de letalidad que su predecesor (35-45%)'2. A
diferencia del SARS-CoV, el MERS-CoV no logré diseminarse efectivamente entre distintas areas
geograficas y solo se reportan casos esporadicos fuera de la peninsula ardbiga. Dada la severidad
y el potencial rol pandémico de los coronavirus, la Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS) los
incorpora a la lista de agentes prioritarios para ser investigados en el afio 2017,

En definitiva, estos CoVs son conocidos por causar enfermedades respiratorias severas en los
seres humanos y ser capaces de evolucionar aumentando su patogenicidad y su capacidad de
adaptacién al ser humano a largo plazo?. Los murciélagos actuaron como huésped principal para
la posterior evolucién y propagacién del SARS-CoV en humanos?® y las civetas como huésped
intermedio®®. EIl MERS-CoV también se descubrié que se transmitia a través de murciélagos, los
cuales actuaban como huésped ancestral y los camellos como huésped intermedio.***°

Por todo ello, seria recomendable tomar medidas para prevenir la propagacién de zoonosis
asociadas a murciélagos mediante la vigilancia sistemdtica dirigida a controlar patégenos
conocidos y descubrir posibles nuevos agentes zoonéticos, asi como para la conservacion de sus
hébitats naturales, evitando asi el contacto directo con los humanos y el ganado?.

1.2. EL SARS-CoV-2
1.2.1. Origen del SARS-CoV-2

El SARS-CoV-2se detectd en diciembre de 2019 en la ciudad de Wuhan, China, siendo el tercer
coronavirus que emerge en las ultimas dos décadas y el séptimo coronavirus que afecta al
hombre®.

A finales de diciembre de 2019, varios centros de salud de la ciudad de Wuhan, en la provincia
china de Hubei, reportaron casos de pacientes con neumonia de causa desconocida®. Al igual
que los pacientes con SARS-CoV y MERS-CoV, estos pacientes mostraron sintomas de neumonia
viral, incluyendo fiebre, tos, molestias tordcicas, y en casos graves, disnea e infiltracion pulmonar
bilateral®'” . Entre los primeros 27 pacientes hospitalizados documentados, la mayoria de los
casos estaban epidemiolégicamente vinculados al Mercado Mayorista de Pescado de Huanan,
un mercado humedo ubicado en el centro de Wuhan, que vendia también animales vivos,
incluidos las aves de corral y animales salvajes 1. Seguin un estudio retrospectivo de la National
Health Commission of the People’s Republic of China, el inicio del primer caso conocido se
remontaba al 8 de diciembre de 2019. El 31 de diciembre, la Comision Municipal de Salud de
Wuhan notificé al publico un brote de neumonia de causa no identificada e informé a la OMS?8,
Mediante la secuenciacion del ARN metagendmico y el aislamiento del virus de muestras de
liguido de lavado bronco-alveolar de pacientes con neumonia grave, equipos independientes de
cientificos chinos identificaron que el agente causal de esta enfermedad emergente era un beta-
coronavirus que no se habia descrito previamente!61920,

Mas tarde, se identificaron mas pacientes sin antecedentes de exposicidon al mercado mayorista
de pescado de Huanan, se notificaron varios grupos familiares de infeccién y también se
produjeron infecciones nosocomiales del virus en los centros de atencion de la salud. Todos
estos casos proporcionaron pruebas claras de la transmisidon de persona a persona del nuevo
virus?™3, Como el brote coincidié con la proximidad del Afio Nuevo Lunar, los viajes entre
ciudades antes del festival facilitaron la transmisién del virus en China. Esta nueva neumonia por
coronavirus pronto se propagé a otras ciudades de la provincia de Hubei y a otras partes del



pais. En febrero, la epidemia alcanzd su pico y las autoridades sanitarias chinas decidieron el
confinamiento y aislamiento de la cuidad de Wuhan y, mas tarde, todas las actividades y
reuniones al aire libre fueron restringidas y las instalaciones publicas fueron cerradas en la
mayoria de las ciudades, asi como en las zonas rurales?*. Debido a estas medidas, el niumero
diario de nuevos casos en China comenzé a disminuir de forma constante, mientras que la
propagacion internacional del virus se aceleraba a partir de finales de febrero afectando a cada
vez mas paises. La alta eficiencia de transmisidon del SARS-CoV-2 y la abundancia de viajes
internacionales permitieron una rapida propagacién mundial del virus, por lo que la OMS
declaré este brote como un evento con caracteristicas de emergencia de salud publica
internacional® el 30 de enero de 2020 y el 11 de marzo declard el brote como una nueva
pandemia?, ante la presencia de la enfermedad en mds de 100 paises a nivel mundial.

Para el 1 de septiembre de 2021, el total de casos confirmados en todo el mundo se elevaba a
258.164.425 y 5.166.1922%¢ de fallecidos y, en nuestro pais, el nimero de casos ascendia a
4.979.421y el de fallecimientos a 87.322% (actualizado a 27/11/2021), provocando la disrupcion
de servicios sanitarios y severas consecuencias sociales y econdmicas en todos los paises.

Una vez secuenciado el genoma del SARS-CoV-2 por Zhu et al. en 20208, se encontrd que
filogenéticamente era el mas cercano a otros encontrados en murciélagos (bat-SL-CoVZC45 vy
bat-SL-CoVZXC2) ¥’ pertenecientes al subgénero Sarbecovirus de la familia Coronaviridae. Estos
hallazgos, junto con otros estudios, muestran que el SARS-CoV-2 es en un 79% idéntico al SARS-
CoV-2%%2y en un 50% similar al sindrome respiratorio de Oriente Medio (MERS-CoV) .

A dia de hoy, se desconoce con certeza cdmo y cuando ocurrieron los eventos involucrados en
la transmision de SARS-CoV-2al ser humano y si algin animal actué como hospedador
intermediario como fue descrito para SARS-CoV (2012) y MERS-CoV (2004). Aunque la evidencia
genética sugiere que el SARS-CoV-2es un virus natural que probablemente se origind en
animales, aun no hay una conclusién sobre cuando y dénde el virus infectd por primera vez a los
humanos.

En un reciente estudio®, los investigadores analizaron secuencias parciales de unos 1.240
coronavirus encontrados en murciélagos en China e informaron que el virus que alimenta la
pandemia, el SARS-COV-CoV-2, estd estrechamente relacionado con un grupo de virus que se
encuentran en los murciélagos de herradura (Rhinolophus).

Su hallazgo se suma a un informe anterior de que un coronavirus llamado RATG13, que algunos
de los autores encontraron en murciélagos de herradura intermedios (Rhinolophus affinis) en la
provincia de Yunnan, comparte el 96% de su secuencia genética con el SARS-CoV-2%. Sin
embargo, ningun virus de murciélago encontrado hasta ahora es lo suficientemente similar al
SARS-CoV-2 como para ser un antepasado directo. Por ello, si bien el nuevo virus podria haberse
propagado a las personas directamente desde los murciélagos, los investigadores creen que es
mas probable que haya pasado a través de un animal intermedio, aunque identificar la fuente
animal de SARS-CoV-2 podria llevar mucho tiempo, ya que diversos estudios han demostrado
que el SARS-CoV-2 puede infectar y replicarse también en otros mamiferos, como gatos, perros,
leones, tigres, leopardos, ciervos, hurones o visones®*33, No obstante, en su mayoria la infeccién
ha sido transmitida a éstos desde los seres humanos y no a la inversa y el analisis epidemioldgico
y la secuenciacidn genética de virus desde 2020, no apunta hacia la introduccién repetida en
humanos de cepas de SARS-CoV-2 de posibles origenes animales. En China, no se ha encontrado
evidencia de infeccidn por SARS-CoV-2 en una amplia gama de animales domésticos y salvajes
hasta la fecha. Grupos de todo el mundo ya estan utilizando herramientas bioinformaticas, la
biologia celular y molecular para investigar especies que sean susceptibles al virus, aunque hasta
ahora sigue siendo dificil de alcanzar3*.



Por otra parte, el Instituto de Virologia de Wuhan alberga un laboratorio de maxima seguridad
que es uno de los 59 laboratorios de nivel 4 de bioseguridad (BSL-4) en todo el mundo®. Este
laboratorio trabaja con CoVs, entre ellos, la cepa CoV RaTG13 conocida mas cercana (96,2%) al
SARS-CoV-2y, aunque no hay ninguna evidencia que respalde la hipdtesis de que el virus pueda
haber escapado de alli, los cientificos creen que descartarlo por completo sera complicado y
llevarda mucho tiempo. También es tedricamente posible que los cientificos del laboratorio
modificaran el genoma del virus con fines de investigacidn antes de que escapara, pero, una vez
mds, no hay evidencia de que lo hicieran®* y el origen del SARS-CoV-2en un incidente de
laboratorio, es considerado por la misién de la OMS como extremadamente improbable3®.

Cientificos fuera de China han estudiado el genoma del virus en detalle y han concluido que no
existe ninguna evidencia de que el virus haya sido creado en un laboratorio y un analisis
publicado en Nature Medicine®” discute varias caracteristicas inusuales del virus y sugiere cémo
pudo surgir a partir de procesos naturales. Por tanto, los andlisis hasta la fecha muestran que es
muy poco probable que el SARS-CoV-2se haya fabricado o manipulado en un laboratorio.

Por todo ello, para abordar este tema altamente controvertido, es necesario realizar mas
investigaciones retrospectivas que involucren un mayor numero de muestras de pacientes,
animales y entornos en China y en todo el mundo con ensayos bien validados. En resumen, “La
ciencia, no la especulacion, es esencial para determinar cémo el SARS-CoV-2llegé a los
humanos”®, articulo publicado en The Lancet en julio de 2021 por un grupo de bidlogos,
médicos, veterinarios, epidemidlogos, virdlogos, ecdlogos y expertos en salud publica de todo
el mundo, entre los que se encontraba el virdlogo espafiol Luis Enjuanes, uno de los mayores

especialistas en coronavirus del mundo.

1.1.2. Formas de transmision del SARS-CoV-2

La transmision entre humanos del SARS-Cov-2, como en el caso de otros virus respiratorios como
el de la gripe, la tuberculosis o el sarampidn®, se produce fundamentalmente por via aérea®,
mediante pequefias goticulas, particulas que emanan del tracto respiratorio de mas de 100 um
de didmetro aerodindmico que generalmente caen al suelo en segundos y dentro de los 2 metros
de distancia de la fuente®! que se emiten por personas infectadas durante la tos o el habla y, por
otro lado, mediante particulas mas pequefas (menores de 100 um) y mucho mas numerosas
conocidas como particulas de aerosol. Estas ultimas pueden permanecer suspendidas en el aire
hasta varias horas**? y pueden viajar por distancias mucho mayores de los 2 metros,
acumularse con el tiempo y ser transportadas a largas distancias por las corrientes de aire en
espacios interiores para después penetrar profundamente en los pulmones cuando son
inhaladas por otra persona®44,

Varios estudios han demostrado que la exposicion a aerosoles en el aire es mas probable que
conduzca a la infeccidon por SARS-CoV-2 que la transmision a través de goticulas emitidas por
personas infectadas o por contacto indirecto a través de las manos con superficies contaminadas
(fomites) con las vias respiratorias y la conjuntiva®*®, ya que los coronavirus pueden persistir en
superficies durante dias, lo que también es el caso del SARS-CoV-2%.

La transmisidn vertical, de la madre al hijo en los casos en los que ocurre, parece producirse por
el contacto estrecho entre ellos tras el nacimiento. Se han observado varios casos en los que el
recién nacido presentaba sintomas de COVID-19 con la detecciéon de la cadena de acido



ribonucleico (RNA) del SARS-CoV-2, una expresion importante de las proteinas de espicula (S) y
de la nucleocapside (N) del virus en la placenta, asi como en las células fetales mononucleares,
lo que demuestra la transmisidn vertical del virus*®. Sin embargo, aunque la via de transmisién
vertical es posible, se cree que la transmisién se produciria fundamentalmente tras el
nacimiento por el contacto del bebé con las secreciones respiratorias de la madre®.

Por otro lado, aunque a menudo se ha detectado el genoma y algunas veces el virus infectivo en
heces y orina de personas enfermas, la trasmisidn a través de las heces y orina es otra hipétesis
para la cual no existe evidencia en esta epidemia hasta la fecha®®>!.

Ademas, la dindmica de transmision es heterogénea, con un papel importante para los eventos
de super propagacion en el mantenimiento de la epidemia. Asi, el hecho de que muchos
infectados no generen aerosoles infecciosos o apenas lo hagan y otros si, depende de varios
factores como la carga viral, estados fisiolégicos o actividad del infectado. De hecho, se ha
demostrado que la carga viral presenta una alta variabilidad entre individuos contagiados®3,
existiendo individuos supercontagiadores que pueden producir episodios de super propagacion
debido a la alta carga viral que presentan frente a otros que suponen un riesgo de transmisién
minimo. Estos eventos a menudo incluyen personas cercanas en entornos interiores con poca
ventilacién, durante periodos prolongados y sin mascarilla®>?,

Aparte de los beneficios obvios del equipo de proteccion personal, la evidencia existente es lo
suficientemente fuerte como para justificar controles dirigidos a la transmisiéon aérea como
parte de una estrategia general para limitar el riesgo de infeccion en interiores. Estos incluirian
una ventilacion suficiente y efectiva, la filtracién de aire, la desinfeccién UV y evitar sistemas
que recirculan o mezclan aire, asi como la utilizacién de mascarillas adecuadas bien ajustadas®.
La apertura de ventanas, sujetas a confort térmico y seguridad, proporciona mds que un gesto
hacia la reduccidn del riesgo de infeccién por particulas virales persistentes®>4®>5, También son
pertinentes las medidas para controlar el hacinamiento tanto en la atencién de la salud como
en los entornos interiores confinados de la comunidad, incluido el transporte publico. Estas
intervenciones son estrategias criticas para ayudar a poner fin a la pandemia actual y prevenir
futuros brotes®.

1.2.3. Estructuray genoma del SARS-CoV-2

Al igual que otros coronavirus, el SARS-COV-2 es un virus con envuelta de bicapa lipidica esférica
o pleomorfica de =0.1 um de didmetro que contiene el genoma empaquetado por proteinas de
nucleocapside viral (N) como un complejo de ribonucleoproteinas (RNP). La envoltura presenta
proyecciones de glicoproteinas en forma de espiga (proteina S) y tiene asociadas otras dos
proteinas estructurales, la proteina E (envuelta), la proteina M (membrana)® (Figura 2).
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Figura 2. Representacion de la estructura del SARS-CoV-2(modificado de%” ) e imagen de
tomograma de viriones (modificado de®8).

El genoma del SARS-CoV-2 (NC_045512.2) estd compuesto por RNA monocatenario lineal no
segmentado de sentido positivo [(+) ssSRNA] que contiene 29.891 nucledtidos®, los cuales
codifican 9889 aminodcidos, siendo el genoma de ARN mas grande entre todos los virus de ARN.
La secuencia del genoma de referencia (Wuhan, NC_045512.2), secuenciada por Zhu et al.'® estd
disponible en GenBank® y miles de secuenciaciones del genoma del virus realizadas en
diferentes partes del mundo son depositadas en GISAID-Initiative (https://www.gisaid.org).

El sentido positivo del RNA gendémico (RNAg) viral funciona como un RNA mensajero (RNAm)
que consiste en una estructura helicoidal terminal en 5' de proteccién y una cola de poli(A) en
3'. Este ARNg funciona con tres capacidades: (1) ARN de ciclo infeccioso; (2) como plantilla para
la replicacién y transcripcion; y (3) como sustrato para empaquetar la descendencia del virus®®.

La longitud del genoma del SARS-CoV-2es inferior a 30 kb y se ha predicho que existan 11-14
marcos de lectura abiertos (ORF) que codifican proteinas no estructurales (nsp) para la
replicacion y los procesos de ensamblaje del virus, proteinas estructurales y proteinas
accesorias®?: ORFl1a, ORF1b, ORF2 (proteina S), ORF3a, ORF4 (proteina E), ORF5 (proteina M),
ORF6, ORF7a, ORF7b, ORF8, ORF9 (proteina N) y ORF10 (Figura 3).
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Figura 3. Arquitectura genémica del SARS-CoV-2%3,

El genoma del SARS-CoV-2codifica 16 proteinas nsp (1-16), 4 estructurales (S, N, M, E) y 6
accesorias (3a, 6, 7a, 7b, 8 y 9b) (Figura 1). Las 16 nsps que intervienen en la transcripcion,
replicacion y evasién inmune del ARN viral son productos de escision de dos poliproteinas
codificadas por ORFla y ORF1b, que en conjunto ocupan aproximadamente el 70% del genoma



viral desde el extremo 5'. Las proteinas estructurales S, E, My N para la formacidn de viriones y
las proteinas accesorias (3a, 6, 7a, 7b, 8 y 9b), con funcién adn no bien establecida, estan
codificadas juntas por el resto del 30% del genoma viral en el extremo 3’6 (Figura 4).
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Figura 4. Estructura del genomay potenciales de codificacién del SARS-COV-CoV-2. Tapa
(circulo gris) en el extremo 5, cola poli-A (A30-60) en el extremo 3'. 16 genes de proteinas no
estructurales (ORF1a—nspl-11 cajas azules izquierda y ORF1b—nspl2-16, cajas verdes
izquierda). Genes de las 4 proteinas estructurales (S, espiga; E, sobre; M, membrana; N,
nucleocapside) y proteinas accesorias (cajas grises numeradas), derecha. (Modificado de 5%5).

El RNAg + del SARS-CoV-2 se traduce directamente en el citoplasma en dos poliproteinas, ppla
y pplb, codificadas por el ORFla y el ORF1lb, tan pronto como el virus entra en una célula
susceptible. Debido a que ORFlay ORF1b se superponen parcialmente y ORF1b esta en el marco
de lectura -1 en relacién con ORF1a, la expresion de ORF1b requiere un desplazamiento de
marco ribosémico programado -1, cuyo mecanismo no se entiende completamente®. La
escision de las dos poliproteinas por dos proteasas virales auto-activantes (proteasa similar a la
papaina, PLpro o nsp3 y proteasa similar a la 3-quimotripsina, 3CLpro o nsp5) produce 16 nsps.
Sin embargo, todas las demas proteinas estructurales virales y proteinas accesorias tienen que
ser traducidas a partir de ARN subgendmicos virales (sgRNA) recién sintetizados que contienen
una secuencia lider de 72-nt en 5’ derivada del genoma viral. Una busqueda de secuencia de
Kozak con cada coddn de iniciacion AUG de ORFs individuales para traduccién eficiente®
muestra una purina requerida A o G en la posicion -4 en ORFla, S, M, 7ay 7b, 8 y Ny una G en
la posicidn +4 en ORF1a, 3a y M. Sin embargo, no todos los ORF en el genoma del SARS-CoV-2
tienen una secuencia de Kozak. La forma en que el SARS-CoV-2utiliza las maquinas de traduccién
del huésped para la produccién de proteinas virales, en particular para aquellos ORF sin la
secuencia de Kozak, permanece en gran medida inexplorada. Al igual que otros coronavirus, el
genoma del SARS-CoV-2 no contiene ninguna secuencia de entrada ribosdmica interna conocida
(IRES)5S.

En el SARS-CoV-2, ORFla y el ORF1b ocupan casi dos tercios de la porcion del genoma y entre
las proteinas que codifican dentro de las nps que codifican se encuentran la ARN polimerasa-
ARN-dependiente (RdRp), la helicasa o la endoribonucleasa, ademas de las dos proteasas
encargadas de cortar las 2 poliproteinas, ppla y pplb, formadas inicialmente en la traduccion
de dichos ORFs en el reticulo endopldsmico rugoso de la célula huésped y que produciran los 16
nsps (1-16)% (Figura 5).
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Figura 5. Estructura genémica del SARS-CoV-2. Se representan losORFlay 1b con proteinas
no estructurales como las proteasas 3CL y la similar a papaina, la RNA polimerasa RNA
dependiente (RdRp), helicasa, endoribonucleasa y cuatro proteinas estructurales (S, M, E 'y N)
(Modificado de 57).

Los ORFs del extremo 3, que corresponde al tercio restante del genoma, presentan genes que
codifican proteinas accesorias y estructurales?® (proteinas S, E M, N) (Figura 4).

El genoma del SARS-CoV-2, como todos los demas CoVs, tiene una estructura G-cap, en el
extremo 5’ del genoma®’ y una cola poli-A de 30—60-nt (47 nts de longitud media) en su extremo
de 3’ para la estabilidad del genoma viral y la prevencion de la digestidon de la exoribonucleasa
celular®®,

La region no traducida (UTR) en el extremo 5°del genoma del SARS-CoV-2tiene una longitud de
265 nt de largo. Contiene una secuencia lider en de 72 nt de largo, una secuencia central
reguladora de la transcripcidon (TRS-L, ACGAAC) y varios otros elementos cis para regular la
traduccidn viral, la sintesis de subgenomas y el empaquetamiento del genoma viral®®”® y para
conferir resistencia a la degradacién de los ARNm virales. Del mismo modo, adyacentes a cada
ORF aparecen otras secuencias reguladoras TRS-B. La TRS-L y las TRS-B regulan la sintesis
discontinua de hebras negativas intermedias de sgRNA’.

Ademas, la prediccion de la estructura secundaria del SARS-CoV-2 en la region no traducida
(UTR) del extremo 5, indica la presencia de 5 estructuras secundarias (SS) en forma de tallo-
bucle” (SL) y una unién de cuatro vias muy estable cerca del coddn de inicio AUG de ORF1a®.

La UTR del extremo 3’ contiene el sitio de unidn del complejo de replicacion y transcripcién (RTC)
importante para iniciar la replicacidn y transcripcidn del ARN intermedio de sentido negativo
(-ARN). También contiene una secuencia de octanucledtidos 5-GGAAGAGC-3' con funcion
desconocida y una regién hipervariable no esencial (HVR)’%73. Al igual que otros coronavirus, el
UTR de 3’ del SARS-CoV-2no tiene secuencia de sefial de poliadenilacién candnica AAUAAA, por
lo que la poliadenilacién de los ARN virales es probablemente llevada a cabo por una
adeniltransferasa viral nsp874.

Aligual que otros CoVs, al SARS-CoV-2 presenta una disminucidon de las islas CpG. Esto es esencial
ya que los vertebrados huéspedes poseen proteina antiviral de dedo de zinc (ZAP) que identifica
los motivos CpG del genoma viral y los procesa para su degradacién’.



Por otra parte, segun las predicciones de SSs del RNAg, éste presenta otros 2 tipos de SSs:
repeticiones invertidas en forma de horquillas (IR), sitios con repeticiones G-cuadruples, y
pseudonudos, este Ultimo observado con frecuencia en los CoV. Estas SS son esenciales para la
replicacion del virus y protegen el RNAg viral para que no sea reconocido por el sistema de
vigilancia del huésped®®. Se han predicho un mayor nimero de este tipo de estructuras en el
SARS-CoV-2que otros virus’®,

Asi, el RNAg del SARS-CoV-2posee la frecuencia mas alta de IR por cada 1000 nucleétidos (nt) de
los nidovirus. La mayoria de los IR en la region 5’ UTR son de longitud de mds de 12 nucledtidos,
mientras que 3’ UTR las IR son menores de 12 nt. Esta diferencia en la longitud de los IR puede
indicar las funciones reguladoras diferenciales de estos dos UTR”.

También se han predicho cinco estructuras SL en la regién 5-UTR del SARS-CoV-2 designadas
como SL1-SL578, donde SL2 es esencial para la sintesis de sgRNA, TRS-L pertenece a SL3 y SL5
contiene el codén de inicio para el ORFla.

Un pseudo-nudo estaria presente en ORFlab, controlando el desplazamiento durante la
traduccidn superpuesta de ORFla y ORFlab, lo que se conoce como sefial de desplazamiento
de marco ribosémico programado-1 (-1 PRF). Aparte del pseudo nudo, la sefial PRF -1 también
se compone de secuencia deslizante y regién enlazadora’, la cual muestra homologia con el
RNA ribosémico (ARNr), lo que indicaria su papel en el inicio de la traduccién de proteinas®.

Otra SS importante que posee el SARS-CoV-2 son las repeticiones G-cuddruples. Las cuatro bases
de guanina forman una estructura cuadrada conocida como tétrada de guanina que son
elementos criticos para la replicacion del virus, el ensamblaje y la modulacidn de la respuesta
inmune del huésped’?. Hay 25 repeticiones G-cuddruples en el SARS-CoV-2 predichos
especificamente en los genes ORFlab, ORF3a, S, My N.

Por ultimo, los CoVs tienen los genomas mas grandes conocidos de virus de RNA%, que van
desde 26-32 kilobases (kb), y este gran tamafio del genoma es posible gracias a que estos virus
tienen un mecanismo para identificar y corregir errores que se introducen durante la replicacién
del genoma, propiedad correctora que se correlaciona con la expresion de una exoribonucleasa
de 3' a 5' viral (ExoN)®#2, Sin tal "correccién", la alta tasa de error de las RNA polimerasas
dirigidas por ARN (RdRP) hace que se introduzcan demasiadas mutaciones deletéreas durante
cada ciclo de replicacidn y estas hacen que el genoma sea inviable.

No obstante, a pesar de este mecanismo de correccidn, surgen mutaciones y éstas pueden
utilizarse para rastrear la propagacién y evoluciéon del virus. Asi, la tasa de error estimada para
los virus de ADN es de 10-8 a 10-6 s/n/c (nimero de sustituciones por nucledtido y por ronda de
replicacién), mientras que los virus de ARN varian de 10-6 a 10-4 s/n/c 88, Como ejemplos, el
virus de la hepatitis C tiene una tasa de mutacion de 1.2 x 10-4 s/n/c, el virus de la influenza A
tiene una tasa de mutacién de 1.2 x 10-5 y el coronavirus de la hepatitis de ratén coronavirus
(MHV) tiene una tasa de mutacién de 2.5 x 10-6%L, Se espera que la tasa de mutacién para el
SARS-CoV-2 sea similar a la del MHV y, por lo tanto, mas baja que la observada en otros virus de
ARN&L,

1.2.4 EL CICLO DE VIDA DEL SARS-CoV-2

El ciclo de vida e infeccion por el virus SARS-CoV-2en la célula huésped, como el de otros
coronavirus, se puede dividir en varios pasos clave: adhesién y entrada en la célula, traduccion
de la RNA polimerasa viral, transcripciéon subgendmica y replicacion del RNA viral, traduccion de
proteinas estructurales, ensamblaje y liberacién de viriones® (Figura 6).
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Figura 6. Ciclo de vida del SARS-COV-CoV-2. (1) El virus se une a ACE 2 como receptor de la
célula diana del huésped en sinergia con TMPRSS2. Esto conduce a la fusion de la membrana
y libera el genoma viral en el citoplasma del huésped (2). En la etapa (3) se produce traduccion
parcial del RNA viral y protedlisis de la pplay ppl ab, seguido de replicacién y transcripcion del
RNA por el complejo replicasa-transcriptasa (5 y 6)). La proteina N se traduce en los ribosomas
citoplasmaticos y se une al ARN viral formando la nucleocapside y la S, M, E se traducen en el
RE (7). Formacién del complejo ER-Golgi, uniéon de la nucleocpside ensamblaje viral (8),
maduracion (9) y liberacion del virus (10).

Los mecanismos generales del ciclo siguen caracteristicas que se han descrito para otros CoVsy
se han confirmado parcialmente para el SARS-CoV-2, como a continuacién se describen.

1.2.4.1 Adhesion y entrada en la célula humana.

La proteina S de la superficie de algunos CoVs, es el determinante viral que inicia la infeccion
por unidn al receptor y fusién de la envoltura lipidica viral con la membrana celular?’. Esto ocurre
en el caso del SARS-CoV-2 y de su pariente mas cercano, al SARS-CoV (Figura 7) ya que ambos
comparten el mismo receptor funcional en la célula humana hospedadora, la enzima
convertidora de angiotensina 2 (ACE2)%C,
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Figura 7. Comparacién de las proteinas espiga (S) del SARS-CoV y del SARS-CoV-2. RBD:
dominio de unién a receptores; RBM: motivo de union al receptor; HR1/2, repeticién heptadica
1/29,

Proteina ACE2

La ACE2 es una glicometaloproteinasa de zinc de superficie celular tipo I, con un Unico dominio
extracelular N-terminal con actividad catalitica, un dominio C-terminal de anclaje a membrana
y un dominio de unidn al zinc HEXXH conservado®2. Actlla como una carboxipeptidasa que
elimina aminodacidos individuales del extremo C-terminal de sus sustratos®. Esta proteina regula
el sistema Renina-Angiotensina- Aldosterona (RAS), cascada hormonal que se inicia a través de
la sintesis de renina en el aparato yuxtaglomerular y que es un regulador de las funciones
cardiovascular y renal, desempefiando un papel fundamental en la fisiopatologia de varias
enfermedades cardiovasculares y renales*y también constituye la puerta de entrada del SARS-
CoV-2 y otros coronavirus a las células humanas, como el CoV-NL63 y el SARS-CoV?*, definiendo
asi el tropismo por estas células®.

La expresion de la ACE2 se ha detectado en un nimero importante de tipos celulares, como las
células alveolares tipo Il (AT2)%1%, células secretoras epiteliales transitorias bronquiales células
epiteliales respiratorias'®, células miocardicas®, células endoteliales y células del musculo liso
de la arteria®, células epiteliales del es6fago®°, neuronas y glia'®, células epiteliales de la
lengual®, estémago®%, colangiocitos®%, tejido adiposo® , glandulas e islotes exocrinos
pancreéticos'®, células del tubulo proximal renal 97-99107.108 cé|ylas uroteliales de la vejiga®1%,
testiculos (células de Leydig y Sertoli y espermatogonia)??®19%110 células epiteliales del utero®,
ovario y mama’®, interfaz materno-fetal''l, enterocitos del ileon®’° y colon®"%%1% y células del
recto” , entre otros y, seglin un estudio realizado por Zou et al.!'? en el que relacionaron la
expresion de ACE2 en diferentes érganos con su riesgo potencial de infeccién por SARS-CoV-2,
los tejidos de alto riesgo (tipos de células que contenian > proporcién del 1% de expresion de
ACE2) fueron el tracto respiratorio inferior (2%), pulmén (> 1%), corazon (> 7,5%), ileon (30%),
esofago (> 1%), rifidn (4%) y vejiga (2,4%), mientras que el estdmago e higado presentaban una
proporcién menor del 1% de células ACE2 positivas, lo que indica que estos tejidos se
consideraron de bajo riesgo de infeccién por SARS-CoV-2. La cavidad oral también esta en riesgo
potencial de infeccién por SARS-CoV-21%, ya que la mucosa oral también expresa ACE2,
especialmente en las células epiteliales de la lengua.

Ademas, el andlisis del ARNm de ACE2 y la expresion de proteinas en modelos experimentales,
y la evaluacion de tres bases de datos diferentes han demostrado que el intestino delgado, los
testiculos, el rifién, el musculo cardiaco, el colon y la glandula tiroides son los tejidos con el nivel
mas alto de expresidon de ACE2, sin que se detecte expresion en las células sanguineas!>11°,

Por otro lado, la ACE2 no se ha detectado en las neuronas sensoriales ni del bulbo olfatorio, pero
se expresa en algunas areas del cerebro!®?. Basandose en el brote de SARS-CoV, Baig et al.!?°
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propusieron un posible mecanismo fisiopatoldgico para la afectacion del Sistema Nervioso
Central (SNC), donde, a través de la diseminacién hematolégica o a través de la placa cribiforme,
el virus seria capaz de romper la barrera hematoencefdlica y unirse al receptor ACE2 de
neuronas. Ademas, la deteccién de SARS-CoV-2 en muestras post-mortem de |6bulo frontal*?! y
liquido cefalorraquideo??? confirmd el potencial neurotrépico del virus.

Sorprendentemente, el analisis de la expresidon de ACE2 en diversos estudios reveld que esta es
muy baja en el epitelio respiratorio y en el olfativo, principales vias de entrada del virus, estando
fundamentalmente limitada a una pequefia fraccién de células epiteliales alveolares tipo 11113
115 Debido a la elevada infectividad que presenta el SARS-CoV-2, éste parece depender de otros
factores del huésped que faciliten las interacciones entre el virus y la célula huésped en células
con bajo nivel de proteina ACE2. Recientemente, se ha observado que el receptor de membrana
Neuropilin 1 (NRP1) puede servir como una puerta alternativa o independiente para la entrada
e invasion del SARS-CoV-2 a las células humanas?®71%>_ E| estudio de Cantuti-Castelvetri et al., en
el que utilizaron tejidos de autopsias humanas, reveld que NRP1 potencia significativamente la
infectividad del SARS-CoV-2 y demostré que el NRP1 se expresa fuertemente en los epitelios
respiratorios y olfativos, pudiendo mediar la entrada de SARS-CoV-2 en el cerebro a través del
bulbo olfatorio, mientras que la ACE2 estd ausente o expresada a bajo nivel y, por lo tanto,
puede proporcionar una puerta de entrada independiente para la entrada viral y la invasion de
las células huésped. Otros receptores como la lectina de tipo C CD209L (L-SIGN) y DC-SIGN
utilizados por el SARS-CoV estdn siendo investigados como posibles alternativas para la union,
entrada y tropismo celular del SARS-CoV-21%6"128 y si, como en el caso del VIH-1, el SARS-CoV-2
puede alterar su tropismo hacia diferentes receptores con la progresion de la enfermedad??,
aungue se necesita mads investigacion para dilucidar tales hipdtesis.

Por otra parte, la proteina S viral posee dos subunidades, S1 y S23° y estd formada por un
trimero con tres cabezas S1 sobre un tallo trimérico de S2 (Figura 9). El trimero de S1 del SARS-
CoV contiene el dominio de unién al receptor (RBD) que reconoce especificamente a la ACE2 de
la célula humana como su receptor3¥™133, mientras que la subunidad S2 posee un ectodominio
que contiene un péptido de fusién (FP) y dos repeticiones heptadicas (HR1 y HR2), que operan
la fusidn de las membranas viral con la de la célula huésped, un segmento transmembrana viral
(TM) y una cola intraviral (IC) (Figura 8)8:129133,134

S
s1/52 S2'
s c 3
B E-BE- B B
l RBD i " FP HR1 HR2 Lo |
s1 s2 ™ IC

S1 | RBD
= NTD
£ L e _s1s2>L
Bl [ ------- - 258
vl Fusion peptide

S2 | pyr1

HR2 ———
= . Viral
™ | ] envelope

Spike protomer Spike trimer

Figura 8. Estructura, dominios y sitios de escision de la proteina S. (Fuente: InvivoGen).
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La S1 contiene un subdominio N-terminal (S1-NTD) y un C-terminal (S1-CTD). El RBD se
encuentra en la region S1-CTD y estd enterrado en el trimero interno de la cabeza S1 (Figura 8).

Por otra parte, el dominio S1 puede adoptar dos conformaciones distintas: "abierta", necesaria
para unirse al receptor ACE2 en la superficie de las células diana huésped®”*3°y "cerrada", por
la que el RBD permanece oculto, estado en el que la unién al receptor ACE2 seria inefectiva y
contribuiria a la evasién inmune del SARS-CoV-2 como estrategia de enmascaramiento
conformacional y ejerciendo una restriccidn fisica sobre la subunidad S2 hasta que las proteasas
especificas de la membrana celular escinden los sitios $1/52 y 52'13°,

En el caso del SARS-COV, el RBD de la proteina S se encuentra principalmente en estado de pie,
mientras que en el SARS-COV-2, sucede lo contrario®3%!3>, El RBD oculto contribuye a la evasién
inmune del SARS-CoV-2 como estrategia de enmascaramiento conformacional, lo que puede
conducir a respuestas inmunes insuficientes. Sin embargo, también puede producir un
reconocimiento deficiente del receptor huésped y a una entrada ineficiente en las células
huésped®®®. El SARS-CoV-2 supera este problema mediante la evolucién de su RBD con un punto
Unico de escision por furina, que permite preactivar la proteina S exponiendo su RBD en posicion
“abierto” para facilitar la unidn a la ACE2 y mejorar la entrada del SARS-CoV-2 en la célula, como
sugiere el andlisis de secuencia de la proteina S del SARS-CoV-213%1%7 ya que el sitio S1/S2 de la
proteina S del SARS-CoV-2 contiene una insercion de cuatro aminoacidos que proporcionan un
sitio de escisién por furina (R-R-A-R6851,), como se ha demostrado en estudios in vitro%, en
contraste con la proteina S del SARS-CoV (Figura 9).

A :::::::::::::::::1::::::::::::::::::::::::::::::::|:::::::::::
Human RBD: standing e
ACE2 %%, up for receptor %%, High affinity
o binding ik, binding to
RBD: lying AW srs ‘A" receptor
Sopmor P 2 ‘ '{Tf‘ 4 4 Membrane
immune RN S& A ekl 2 :
evasion '.7“?\5 g SN o) — N st s fusion and
( 4 h viral entry
_» N S A Pre- g oS O e — P —
activation by SARS-CoV-2 spike
furin
B . .
Features of viral entry |SARS- |SARS- |Implications for SARS-CoV-2
CoV |Cov-2 |
Frequency of RBD High Low | Immune evasion (hidden RBD)
standing up 1l
Human ACE2-binding |Low High Enhanced entry (compensation for
affinitybyRBD | ) [hidden RBD) S
Pre-activation by furin |No Yes 1;Enhz-mced entry into some types of
|cells (compensation for hidden RBD)

Figura 9. Resumen de los mecanismos de entrada celular del SARS-CoV-2. (A) Una vista
esqguematica de tres caracteristicas Unicas de la entrada de SARS-CoV-2: RBD en posicién
“cerrado” oculto para la evasion inmune, la alta afinidad de union ACE2 de RBD para una entrada
eficiente y la preactivacion de furina para una entrada mejorada en algunas células. (B)
Comparacion de las caracteristicas de SARS-CoV y SARS-CoV-2 para la entrada del virus 136,

La furina es una proteina transmembrana tipo | que se expresa de forma ubicua en tejidos y
células eucariotas. Esta escinde los precursores de una amplia gama de proteinas, incluidas
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hormonas, factores de crecimiento, receptores de la superficie celular y moléculas de adhesion
durante su transporte a lo largo de la via secretora. Ademads, se ha identificado como una
proteasa activadora para las proteinas de fusidon de una amplia gama de virus, incluidos los virus
de la influenza aviar A altamente patégena (HPAIV), el virus de la inmunodeficiencia humana
(VIH), el virus del Ebola, el virus del sarampidn y el virus de la fiebre amarilla, asi como las toxinas
bacterianas como la toxina shiga o la toxina del dntrax!3%141

Ademads, para fusionarse con la membrana celular, la proteina S debe activarse
proteoliticamente, de modo que S1 se disocie y S2 sufra un importante cambio estructural que
exponga los péptidos de fusién de la membrana viral con la membrana plasmatica 14%13, Entre
las proteasas activadoras de la entrada del SARS-CoV se incluyen la proteasa de superficie celular
serina proteasa transmembrana 2 (TMPRSS2) y las catepsinas de proteasas lisosomales4*143,
Diversos estudios indican que TMPRSS2 estd implicado en la activacidn de la proteina S del SARS-
COV-CoV-2%"138 de forma que conduciria al cambio estructural final de la S2 necesario para la
fusién con la membrana de la célula®®.

Proteina TMPRSS2

La TMPRSS2 es una proteina transmembrana de tipo Il que se expresa en la membrana celular,
la cual se produce inicialmente como una proteina precursora, el zimégeno, el cual sufre
posteriormente activacién autoproteolitical®*. Contiene un dominio extracelular de la serina
proteasa (aminodcidos 255-492), seguido de un dominio rico en cisteina que incluye el receptor
tipo scavenger (SRCR, aminoacidos 149-242) involucrado en la unién a la superficie de otras
células o moléculas extracelulares, un dominio del receptor de LDL de clase A (LDLRA,
aminodcidos 113-148) con sitio de unidn para el calcio y un dominio transmembrana (TM)
(aminodcidos 84-106) seguido del extremo N terminal intracelular'®® . La TMPRSS2 sirve también
de herramienta para facilitar el ingreso a las células humanas de una amplia gama de virus. Asi,
participa en la escisidn proteolitica y la activacién de la proteina hemaglutinina, que es esencial
para la infectividad del virus de la influenza A, lo que sugiere que la enzima puede contribuir a
la invasion del virus de las vias respiratorias humanas'*®'%’, escinde y activa proteoliticamente
los péptidos de fusién de las glicoproteinas S de los coronavirus humanos 229E (HCoV-229E),
EMC (HCoV-EMC), SARS-CoV y MERS-CoV®"148149 y |35 glicoproteinas de fusion del virus de
Sendai (SeV), metapneumovirus humano (HMPV), virus de parainfluenza humana 1, 2, 3, 4ay
4b (HPIV)™® (Figura 10).

La TMPRSS2 humana se expresa en muchos tejidos y érganos, incluyendo la prdstata, la mama,
el conducto biliar, el rifidén, el colon, el intestino delgado, el pancreas, el ovario, la glandula
salival, el estdmago y el pulmdn®®2, En estos tejidos, la proteina TMPRSS2 se expresa
principalmente en las células epiteliales y se co-expresa con ACE2 en neumocitos tipo Il del
pulmdn, enterocitos de absorcion ileal, células epiteliales intestinales, cérnea, vesicula biliar y
células secretoras de las copas nasales'144153154 |o que podria explicar los tipos de células
diana y la manifestacién clinica en la infeccién por SARS-CoV-21%,
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Figura 10. Procesamiento propuesto de la proteina espiga S del SARS-CoV-2 por
TMPRSS2 y furina. S debe escindirse en dos sitios, S1/S2 y S2’, para desencadenar la fusion
de las membranas virales y celulares durante la entrada del virus para liberar el genoma del virus
en la célula huésped. Se cree que la escision de S ocurre secuencialmente, con la escision en el
sitio S1 / S2 que ocurre primero y la escisién posterior en el sitio S2’. La furina procesa el sitio
S1/S2, mientras que TMPRSS2 escinde en el sitio S2°138

La proteina S del SARS-CoV-2 posee un péptido de fusidon que se mantiene protegido e inactivo
hasta que el virus se encuentra con una célula huésped apropiada y se activa proteoliticamente
por la TMPRSS, exponiendo el péptido de fusién para formar una estructura en forma de
horquilla que se inserta en la membrana plasmatica de la célula®®®!’ . Otros virus utilizan
péptidos de fusidn de este tipo, como el virus de la gripe, el del Ebola y el VIH**’. Después, esta
estructura en forma de horquilla comienza a plegarse hacia atrds, formando un haz de 6 hélices
que tira de las membranas celulares y virales para promover la fusion de ambas membranas.

La forma en que los coronavirus especificos se fusionan en la membrana plasmatica durante la
endocitosis permanece incompletamente resuelta. En los casos de SARS-CoV, MERS-CoV y MHYV,
la participacion de las proteasas endosdmicas y lisosomales sobre sus proteinas S sugiere que la
entrada puede ocurrir durante la endocitosis. Para el SARS-CoV y el MERS-CoV, diversos estudios
demuestran que pueden utilizar tanto las vias de fusidon endocitica como la fusién directa de
membranas para la entrada®>®162,

Hay estudios que demuestran que la inhibicién de las catepsinas endosdémicas reduce la
eficiencia de la entrada de SARS-CoV-2, lo que sugiere que este virus también explota la

endocitosis como otra via de entrada ademas de la fusidn directa con la membrana plasmatica
87,136,162

1.2.4.2. Replicacidn, transcripcidn y traduccion genomica

Una vez liberada la nucleocapside en el citoplasma celular, el genoma viral de ARN de sentido
positivo (RNAg) se traduce por los ribosomas celulares citoplasmaticos para producir proteinas
no estructurales (nsps) a partir de dos marcos de lectura abiertos (ORF), ORFla y ORF1b, que se
solapan. La traduccién del ORF1la produce la poliproteina pplay, a continuacidn, una secuencia
resbaladiza y un pseudo-nudo en la secuencia del RNAg+ situado hacia el final de ORF1, provocan
que 25-30% de los ribosomas sufran un cambio de marco ribosémico programado (PRF), cuyo
mecanismo no estd completamente descrito!®®, continuando la traduccién en ORFlb y
produciendo la poliproteina pplab més larga?’. Ambas se escinden auto proteoliticamente en
16 npss, por dos proteasas virales que se autoactivan, la proteasa similar a la papaina (PLpro o
nsp3) y la proteasa similar a 3-quimotripsina (3CLpro o nsp5), produciendo 16 nsps, incluidas
ambas proteasas, la ARN polimerasa dependiente de ARN (RdRp) (nsp12), la helicasa (Hel)
(nps13) y la exonucleasa (ExoN) (nsp14)t64-166,

Luego, nsp 3 y 4 inducen el reordenamiento de la membrana celular para formar vesiculas de
doble membrana modificadas inducidas por virus (DMV) que se derivan del reticulo
endopldsmico rugoso (RE) en la regidn perinuclear?®”1%8(Figura 11), donde se ensambla y ancla
el complejo de transcripcidn-replicacién del coronavirus (RTC)*° formado por las proteinas nsp
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7, 8,9, 10, 13 (Helicasa) y 16, junto con la RdRp viral (nps 12), que replica copias de la cadena de
ARN (-) de longitud completa del genoma®1%17%-173 (Figura 12).
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Figura 11. Diagrama de formacién de vesiculas de doble membrana de replicacién. La
infeccion por coronavirus conduce a la modificacién de la membrana del ER a medida que se
forman los RTC. Nsp3 y nsp4 estan integrados co-traduccionalmente en la membrana ER e
interactlan a través de sus bucles luminales. Esto conduce a un complejo la "cremallera” de las
membranas ER y a la curvatura inducida (1). Estas interacciones producen una compleja matriz
de membranas enrevesadas (CM) y DMV que son contiguas con el ER rugoso (2). Las proteinas
que forman los RTC se localizan principalmente en las membranas enrevesadas. Los DMV
contienen dsRNA, que se cree que son intermediarios de replicacion secuestrados. La
membrana interna del DMV no tiene ribosomas, conexiones al citoplasma o conexiones al resto
de la red. El mecanismo de formacion del DMV vy el sitio exacto de la replicacion del ARN CoV
dentro de esta red de membrana son actualmente desconocidos!?4.
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Figura 12. Replicacion y transcripcién del genoma del coronavirus. Diagrama que muestra
los pasos clave en la entrada de coronavirus (1), la traduccion inicial del +gRNA viral entrante
para expresar proteinas virales no estructurales (nsp1-16) (2), la replicacion del genoma en
vesiculas de doble membrana (DMV), la transcripcion continua de gRNA a través de un —.gRNA-
intermedio por replicacion viral y complejo de transcripcion (RTC) (3), la generacién de sgRNA
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por transcripcion discontinua RTC (4), la expresién de proteinas estructurales y accesorias de
+sgRNA (S, espiga; M, membrana; E, sobre; N proteinas) (5), y ensamblaje y liberacién de
viriones (6)%. (Derecha): Modelo de supuesto RTC del coronavirus. Se muestra un modelo de
como las diferentes proteinas en el RTC del coronavirus se unen en la hebra negativa viral
durante la sintesis del ARN de cadena positiva. Se predice que el RTC consiste en la RdRp
(nsp12), los factores de procesividad (nsp7-8) y el complejo ExoN (nspl4, nspl0). Se muestra
que la helicasa desenrolla el dsRNA por delante del replisoma, y el SSB (nsp9) se muestra como
un dimero que protege las regiones monocatenadas del ARN. Ademas, la 29-O-MTasa (nsp16),
gue se cree que esta involucrada la proteccion (cap5’) del ARN, también esté indicadal?.

Estas se utilizan como plantillas para replicar copias del genoma de RNAg+ de longitud completa
y transcribir un subconjunto de 9-12 ARN subgendémicos - (RNAsg-) de los ORFs cercanos al
extremo 5’, incluidos los que codifican todas las proteinas estructurales, a través de la
transcripcién discontinua (Figura 12).

Estos RNAsg- se transcriben en RNA mensajeros subgendmicos (mRNAsg +) 8166175 necesarios
para la traduccion de las proteinas estructurales y accesorias virales codificadas en el resto de
ORFs. Las proteinas estructurales S, E y M y otras accesorias se traducen de los mRNAsg+ en el
reticulo endoplasmico (ER) y posteriormente pasan al Aparato de Golgi, donde se produce el
plegamiento y la maduracién de las mismas y se insertan en un compartimento intermedio de
ER con Golgi (ERGIC), mientras que los sgRNA+ de la proteina N se traducen en los ribosomas
citoplasmaticos libres y se une al RNA gendmico para formar la nucleocapside®’® (Figura 13).
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Figura 13. Representaciéon de las distintas fases del ciclo de vida del SARS-CoV-2 con
detalle de las fases de replicacion, transcripcién, traduccién y ensamblaje de nuevos
virus1?’,

Aunque la replicasa viral media principalmente la transcripcion gendmica, los roles de varios
factores del huésped vy las proteinas virales no estructurales todavia se estan estudiando. Se
sabe que la proteina N sirve como una chaperona de RNA y ayuda a controlar la lectura de
plantillas de RNA®17°_ Diversos estudios in vitro demostraron que las proteinas N de SARS-CoV
son fosforiladas por la glucégeno sintasa quinasa 3 (GSK3), facilitando la sintesis de ARN
gendmico y sgRNAs mas largos’®'81, Una proteina de unidn al RNA, la ribonucleoproteina Al
nuclear heterogénea (hnRNPA1), también podria unirse estrechamente a la proteina N del SARS-
CoV y regular la sintesis de ARN viral'®2, Ademds, las proteinas de unién al RNA del huésped
desempefian un papel crucial al unirse directamente a las regiones no traducidas (UTR) del
genoma del coronavirus y regulan la replicacidn y la transcripcién. Entre estas, la CCHC tipo dedo
de zinc y el motivo de unién al RNA 1 (ZCRB1) que se une al 5'-UTR del virus IBV*#, la unién a la
aconitasa mitocondrial al 3'-UTR del virus MHV8* y |a proteina de unién poli(A) (PABP) a la cola
poli(A) del coronavirus bovino® son dignos de mencidn. Por lo tanto, debido a la similitud del
genoma del SARS-CoV-2 con EL SARS-CoVse predice que estos mecanismos se utilizaran en su
mayoria, siendo necesario mas investigacion y experimentos para demostrar su ocurrencia
precisa o cualquier desviacion en los mecanismos. Un mapa de alta resolucidn del transcriptoma
y el epi-transcriptoma del SARS-CoV-2 reveld que su proceso de transcripcion es complejo y que
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implica numerosos eventos de transcripcién discontinuos!”’. Ademads, se descubrid la presencia
de varios ARN, que codifican ORF desconocidos, ademds de 10 RNA candnicos conocidos. Este
extenso estudio también encontrd alrededor de 41 sitios potenciales de modificacién de RNA
con un motivo AAGAA'”’.

1.2.4.3. Maduracién de proteinas estructurales y ensamblaje y liberacion de nuevos virus

Las proteinas estructurales del coronavirus se someten a modificaciones post-traduccionales
que las hacen completamente funcionales®. Se sabe que tanto las proteinas S como las M estan
modificadas por glicosilacién®®’. El plegamiento y la maduracién de las proteinas
transmembrana virales (S) se producen en el ER, y son modulados por chaperonas de proteinas

del ER como la calcexina®®®.

El ensamblaje de particulas del SARS-CoV-2 y la posterior liberacidén de viriones tiene lugar en el
compartimento intermedio del Aparato de Golgi (ERGIC) y esta mediado por la proteina de
membrana (M), cuya interaccién homotipica proporciona el andamio para la morfogénesis
del virién, mientras que las interacciones M-S y M-N facilitan el reclutamiento de componentes
estructurales en el sitio de ensamblaje con la nucleocépside y la envoltura viral*®'%2, La proteina
E también contribuye en el ensamblaje de particulas virales al interactuar con proteinas
M*%3(Figura 13). Después, las particulas virales que brotan del ERGIC se transportan en vesiculas
de pared lisa a través de la via secretora para su liberacién por exocitosis'**%,

Las proteinas RAB GTPasas humanas forman el grupo mas grande dentro de la superfamilia Ras
GTPasas de bajo peso molecular que funcionan como interruptores moleculares al cambiar
entre su GDP inactivo y las formas activas unidas a GTP***'%, Las RABs estdn localizadas en
varios compartimentos intracelulares y se sabe que desempefian importantes funciones
reguladoras en el trafico de membranas intracelular y mantienen la identidad de los organulos
celulares mediante el control de la carga entrante y saliente a través de la brotacion, el
transporte, el anclaje, el atraque y la fusién de intermediarios vesiculares, supervisando asi el
transporte vectorial de proteinas y membranas entre orgdnulos!¥. Entre ellas, la Rab14 se ha
propuesto que participa en el trafico entre el complejo de Golgi y los endosomas ya que se
localizé en el Reticulo Endoplasmatico Rugoso, Aparato de Golgi y endosomas de la via Trans-
Golgi (vacuolas endosémicas tempranas y vesiculas asociadas), es decir, en la via biosintética/
reciclaje entre el Golgi y los compartimentos endosémicos®.

Los virus envueltos generalmente dependen de la maquinaria de trafico vesicular del huésped
para dirigir sus proteinas estructurales y genomas a sitios de replicacion, ensamblaje y brotacion
del virus. En este sentido, las RAB GTPasas se han implicado en la replicacion de muchos
patdgenos virales importantes que infectan a los seres humanos®®.

Estudios recientes sefialan que el control genético de la expresion de genes que codifican
proteinas que actlan como receptores putativos de virus putativos, proteinas necesarias para
el trafico de vesiculas, enzimas que interfieren con la replicacién viral y otros factores de
restriccion, pueden subyacer a las diferencias interindividuales en el riesgo o la gravedad de la
infeccidn por SARS-CoV-2u otros virus. Entre ellos, encontraron eQTLs en genes necesarios para
la replicacién del genoma viral (ZCRB1) y para el trafico de vesiculas de membrana (AP2A2 y
RAB14)%1,

En otro estudio, realizado para identificar los factores del huésped que se predicen que
interactuan con proteinas virales durante la infeccién del virus, enfocado a 332 proteinas del
huésped identificadas por Gordon et al. (2020b) como interactores con proteinas SARS-CoV-2
de alta confianza 2%, identificaron, entre otras, a la GTPasa RAB10y a la RAB14 (Figura 14), que
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intervienen en el transporte de vesiculas en la Red Trans-Golgi, como factores criticos de la
célula para la infeccién por el SARS-CoV-2. (Figura 15).
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Figura 14. Rab GTPasas Rab y trafico intracelular de vesiculas. Diagrama creado con
Biorender.com modificado desde Stenmark (2009)2%2,
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Los B-coronavirus explotan la via de exocitosis lisosomal dependiente de ARL8b para su
liberacion en el entorno extracelular'®. Varios factores del huésped estdn implicados en el
ensamblaje y la liberacion del coronavirus y las intrincadas interacciones entre el citoesqueleto
y las proteinas estructurales juegan un papel fundamental. Las interacciones entre la proteina
IBV M, la B-actina, la proteina TGEVN, la vimentina, la proteina TGEV S y la filamina A (una
proteina de unién a la actina), facilitan el ensamblaje y la liberacién de particulas de
coronavirus?03204,

El SARS-CoV-2 parece explotar la via de exocitosis lisosomal celular para la salida de la célula
interactuando con distintos factores de ésta®®. La via autofégica-lisosomal actia como un
sistema de vigilancia contra la invasion de patdgenos?6-2% | 3 autofagia implica el envolvimiento
de una porcion de materiales citosoélicos seleccionados para ser degradados (organulos dafiados,
agregados de proteinas y patdgenos invasores) en un autofagosoma de doble membrana?®-211,
El autofagosoma se fusiona con vesiculas endosomales como endosomas tardios / lisosomas
para formar anfisomas, un proceso conocido como maduracion de autofagosomas, que
eventualmente conduce a la formacién de autososomas degradativos®??3, Los virus han
desarrollado mecanismos para evadir la destruccién autofdgica e incluso para secuestrar
vacuolas autofagicas (es decir, autofagosomas, anfisomas y autososomas no degradativos) para
sus propios beneficios como, por ejemplo, para su replicacion y la liberacion?°62%213 | 3 infeccidon
por el virus SARS-COVCoV-2 bloquea la autofagia en un paso de la maduracion del
autofagosoma, lo que resulta en la acumulacién de autofagosomas y anfisomas?%4.

Para ello, la proteina codificada por el ORF3a (nsp3a), promueve la exocitosis lisosomal
facilitando la orientacién lisosomal del complejo BORC-ARL8b, que media el trafico de lisosomas
a la membrana plasmatica y las proteinas SNARE relacionadas con la exocitosis, secuestrando el
componente del complejo HOPS VPS39 y evitando que interactie con la proteina SNARE
autofagosdmica STX17 y bloqueando de la autofagia®®. Esto bloquea el ensamblaje del complejo
trans-SNARE compuesto por STX17, SNAP29 y VAMPS, que impulsa la fusidon de autofagosomas
y anfisomas con lisosomas?!*. El canal de Ca2+ TRPML3 es necesario para la exocitosis lisosomal
y la ORF3a también aumenta el nivel de Ca2+ citosélico®® (Figura 16).
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Figura 16. Esquema del proceso de exocitosis del SARS-CoV-2.205

En cambio, la proteina ORF3a del SARS-COV-CoV, no interactia con VPS39 ni bloquea la
maduracidn del autofagosoma?'*y, por tanto, no promueve la exocitosis lisosomal.

1.2.5. PATOGENESIS DEL SARS-COV-2

Como parasitos intracelulares obligados restringidos por capacidades gendmicas limitadas,
todos los virus utilizan factores del huésped para posibilitar su ciclo de vida. Del mismo modo,
las células huésped también han desarrollado intrincadas redes de sefalizacién para detectar,
controlar y erradicar los virus intrusos, aunque estas vias antivirales a menudo son evadidas,
inhibidas o subvertidas por el virus. Por lo tanto, la interaccidn virus-huésped representa una
escalada evolutiva en curso perfeccionada a nivel molecular y celular. Cada paso del ciclo de
replicacion del SARS-CoV-2 involucra ciertos factores del huésped, y las alteraciones dramaticas
en la estructura celular y la fisiologia activan la respuesta al estrés del huésped, la apoptosis y la
inmunidad innata'®. De hecho, los sintomas graves observados en pacientes infectados, tanto
con el SARS-CoV-2 como con el SARS-CoV y el MERS-CoV, son producidos, en gran medida, por
la activacion aberrante del sistema inmunoldgico. En marcado contraste, otros HCoV leves
causan infecciones del tracto respiratorio superior que rara vez se convierten en enfermedades
potencialmente mortales en individuos inmunocomprometidos®®.

Por tanto, la patogénesis del SARS-CoV-2 se debe a los efectos, tanto a nivel celular como
sistémicos, de la interaccidon de las proteinas y el genoma virales (estructurales, npss y
accesorias) con proteinas de la célula humana durante el ciclo de infeccion.

Aungue hay alguna variacidn en la secuencia, muchas de las proteinas del SARS-CoV-2 también
se encuentran en el SARS-CoV, presentando un 77.1% de las secuencias de proteinas
compartidas en sus proteomas, asi como con otros Covs®™®. Por lo tanto, investigaciones
anteriores sobre proteinas relacionadas con Covs permiten una mejor comprension del ciclo de
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vida y la patogénesis que provoca, facilitando el disefio de nuevos abordajes terapéuticos contra
el SARS-CoV-2 (Tabla 1).

Tabla 1. Proteinas virales, funcién y efectos patogénicos.

PROTEINA FUNCION EFECTOS REFERENCIAS
VIRAL PATOGENICOS
NSP1 Inhibicién de expresién génica de la  Supresién de la 216,217
célula respuesta antiviral
NSP2 Desconocida Inhibe la replicacion 217-219
célula.
Apoptosis.
NSP3 Procesamiento de ppla/lb 220,221
Formacion de DMV asociadas al
Complejo de Replicacion Antagonista del INF
NSP4 Formacion de DMV asociadas al
Complejo de replicacién Desconocidos 217
NSP5 Procesamiento de ppla/b Inhibe la via del INF 222
NSP6 Formacion de DMV asociadas al
complejo de replicacién Antagonista del INF 223,224
NSP7 Subunidad accesoria de la RARP.
3’adeniltransferasa. Desconocidos 225
NSP8 Subunidad accesoria de la RdRP. Desconocidos 225
NSP9 Proteina de unién a la helicasa Desconocida 226-228
NSP10 Cofactor de nspl4 y 16 para Respuesta
actividad metil transferasa. inflamatoria
exacerbada. 229,230
NSP11 Desconocida Desconocida 231
NSP12 RdARP Desconocida 232
NSP13 Helicasa Potente antagonista
del INF 233,234
NSP14 3’-5" exoribonucleasa Potente antagonista
del INF 234,235
NSP15 Endoribonucleasa Potente antagonista
del INF 236-238
NSP16 Ribosa-2"-O-Metiltransferasa que
forma la cubierta del RNA Desconocida 239
PROTEINA | Glicoproteina de membrana Inhibe la produccion
M Ensamblaje, trafico y liberacion del  de INF [y llI
virus. 191,240-242
PROTEINA | Proteccion y empaquetado del RNA  Inhibe actividad
N viral antiviral, la
replicacion del 101,243-245
genoma celular y
) apoptotica
PROTEINA | Unién ala ACE2 Desregulacion del
S RAS.
Tormenta de
cnoquma_s y SDRA 129,246 247
Trombosis
Apoptésis
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Dafio epitelio
respiratorio

PROTEINA | Proteina de envuelta viral Activacion del
E Formacion de canal de Ca2+ inflamosoma
Ensamblaje viral ApOptéSiS 191,248,249
ORF3A Desconocida Activa la NLRP3 del 250
inflamosoma
ORF3B Desconocida Desconocidos
ORF6 Desconocida Potente antagonista

del INF bloqueando
la traslocacién
nuclear de STAT1y

STAT2. 251
ORF7A Desconocida Desconocido 252,253
ORF7B Desconocida 253
Localizada en Golgi Desconocido
ORF8 Proteccion y empaquetamiento viral  Inhibicion de la via
de sefializacién del
INF 254
Unién a IL-17 RA
ORF10 Desconocida. Se sospecha que es
una proteina de membrana
viroporina. Desconocidos

Por otra parte, un estudio reciente identificé 332 proteinas humanas que interactuaban con las
proteinas del SARS-CoV-22>° (Figura 17).
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Figura 17. Red de interaccion proteina-proteina SARS-CoV-2. 332 interacciones de alta
confianza entre 26 proteinas del SARS-CoV-2 (diamantes rojos) y proteinas humanas (circulos;
dianas farmacolégicas: naranja; complejos proteicos: amarillo; proteinas en el mismo proceso
biologico: azul). ECM: matriz extracelular; RE: reticulo endoplasmico; snRNP, ribonucleoproteina
nuclear pequefia®>®.

Segun este estudio, las proteinas humanas con las que interaccionan las proteinas del SARS-CoV-
2 estan implicadas en varios procesos bioldgicos, que incluyen la replicacién de ADN (NSP1),
reguladores epigenéticos y de expresidon génica (NSP5, NSP8, NSP13 y E), trafico de vesiculas
(NSP2, NSP6, NSP7, NSP10, NSP13, NSP15, ORF3a, E, M y ORF8), modificacién de lipidos (S),
procesamiento y regulacion de ARN (NSP8 y N), ligasas de ubiquitina (ORF10), sefializacion
(NSP7, NSP8, NSP13, N y ORF9b), maquinaria de transporte nuclear (NSP9, NSP15 y ORF6),
citoesqueleto (NSP1 y NSP13), mitocondrias (NSP4, NSP8 y ORF9c) y la matriz extracelular
(NSP9)%** (Figura 17).
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Ademads, aproximadamente el 40% de estas proteinas humanas se asociaron con
compartimentos de endomembrana o vias de tréfico de vesiculas. Las interacciones del huésped
con NSP8 (particula de reconocimiento de sefiales (SRP)), ORF8 (control de calidad de proteinas
en el reticulo endoplasmico), M (morfologia del reticulo endoplasmico) y NSP13 (organizacidn
del centrosoma y Golgi) pueden facilitar la marcada reconfiguracion del ER y el trafico del Golgi
durante la infeccidn por coronavirus, y las interacciones en los compartimentos periféricos con
NSP2 (WASH), NSP6 y M (ATPasa vacuolar), NSP7 (proteinas RAB), NSP10 (AP2), E (AP3) y ORF3a
(HOPS) también pueden modificar los compartimentos de la endomembrana para favorecer la
replicacion del coronavirus. NSP6 y ORF9c interactian con receptores Sigma que han sido
implicados en la remodelacidn lipidica y la respuesta al estrés del reticulo endoplasmico y el
trafico hacia el reticulo endoplasmico y las mitocondrias también puede verse afectado por la
proteasa principal del SARS-CoV-2, NSP52%®,

Se podria decir que la patogénesis del virus en la célula huésped comienza con los efectos de la
interaccion de la proteina S con la ACE2 celular, lo que permite el reconocimiento y unidn del
virus a la superficie de la célula huésped?>2%247 pero, ademds de ser el receptor de membrana
del SARS-CoV-2, la ACE2 desempefia un papel protector fundamental en el sistema
cardiovascular y en la célula, ya que ACE2 contrarresta el efecto deletéreo de la via ACE/RAS a
través de su eje ACE2/Angiotensina (1-7)/MAS/G (Figura 18) .

La proteina de membrana ACE regula el sistema Renina-Angiotensina- Aldosterona (RAS),
cascada hormonal que se inicia a través de la sintesis de renina en el aparato yuxtaglomerulary
que es un regulador de las funciones cardiovascular y renal, desempefiando un papel
fundamental en la fisiopatologia de varias enfermedades cardiovasculares y renales* que tiene
como resultado la produccion de angiotensina | (Ang I) que es catalizada por la ACE a Ang ll, la
cual se une a los receptores de angiotensina Il tipo | (ATI) y tipo Il (AT2) provocando fibrosis,
apoptosis, dafio endotelial, vasoconstriccidn, hipertensién y coagulopatia (Figura 18).

La ACE se expresa principalmente en el endotelio vascular de los pulmones y los rifiones?®

también en el epitelio de los pulmones y el sistema respiratorio superior.

, pero

En contraste, a la ACE 2 se le atribuyen los efectos opuestos. Mientras que la ACE cataliza la Ang
I a Ang Il, la ACE2 facilita la conversiéon de la Ang Il (vasoconstrictor) en Ang 1-7, con funciones
opuestas a la Ang Il, de tipo vasodilatador y antiproliferativo’®>!* y de la conversién de
angiotensina | en Ang 1-9, un péptido inactivo, entre otros?>*’(Figura 18).

Asi, ACE2 contrarresta el efecto deletéreo de la via ACE/RAS a través de su eje
ACE2/Angiotensina (1-7)/MAS/G. El contrapeso de la salida RAS/Ang |l estad regulado por la
actividad del receptor acoplado a proteinas ACE2 y MAS/G. ACE2 escinde Ang | y Ang Il en Ang-
1-9 y Angl-7, respectivamente, por lo que activa el receptor acoplado a la proteina MAS/G que
inicia una serie de mecanismos en la célula que la protegen de la muerte celular y producen
vasodilatacién (Figura 18).
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Figura 18. Funciones celulares y sistémicas de ACE y ACEIl. En condiciones fisiolégicas hay
un equilibrio en la actividad de los receptores ACE y ACE2. ACE regula el sistema Renina-
Angiotensina- Aldosterona (RAS) y escinde Ang | para producir Ang Il. Ang Il es un potente
vasoconstrictor y perjudica la funcién endotelial y epitelial a través de la activacién de los
receptores AT1 y AT2. El contrapeso de la salida RAS/Ang Il esta regulado por la actividad del
receptor acoplado a proteinas ACE2 y Mas/G. ACE2 escinde Ang |y Ang Il en Ang-1-9 y Angl-
7, respectivamente, por lo que activa el receptor acoplado a la proteina MAS/G que protege de
la muerte celular. Vias alternativas de formacion de Angll.>’

A nivel celular, la Ang Il induce varias vias de sefializacion, incluyendo serina/treoninequinasa,
ERK, INK/MAPK, asi como PKC*%. Los estudios han demostrado que Ang Il induce eficazmente
IL-6 y TNF-a, posiblemente a través de serina tirosina quinasas, activacion de ERK/JINK MAPK,
activacion del receptor acoplado a proteina G o a través de la interaccidon con receptores
mineralocorticoides?°22(Figura 19).

Ademas, la Ang Il es un potente activador de la Nicotinamida Adeninedinucleétido Fosfato
Oxidasa (NADPH oxidasa) y, por lo tanto, un inductor de la produccion de especies reactivas de
oxigeno (ROS)?®® y activa el flujo de neutrdfilos y macréfagos a los tejidos afectados e inhibe la
produccién de éxido nitrico, promoviendo la lesidn vascular?64265,

Ademas de su papel protector en el sistema cardiovascular, ACE2 tiene un papel protector
directo en las células epiteliales alveolares. En los pulmones, ACE2 tiene numerosas funciones
fisiolégicas, la mayoria de las cuales son protectoras contra la lesién pulmonar?®27°, Por lo
tanto, la ACE2 expresada por las células epiteliales alveolares puede verse como un factor de
supervivencia critico para estas células pulmonares.
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Estudios clinicos observacionales de la COVID-19 indican que en la mayoria de los casos la
dificultad respiratoria ocurre muchos dias (en general alrededor de 14 dias) después de la
infeccidn, lo que sugiere que esto puede no ser un efecto directo de la infeccidn viral inicial, sino
mas bien la reaccién de los huéspedes a la pérdida de la funcidn de ACE2 y la desregulacién de
las vias Ang Il / ACE2, asi como la activacion de las proteasas del huésped. Un estudio publicado
por Savamati et al.?’ establece la hipétesis de que la unién de la proteina S del coronavirus a
ACE2 conduce a la diseccién de los receptores ACE2 por diversas proteasas, lo que a su vez
conduce a la pérdida de la funcidn protectora del eje ACE2/MAS en los pulmones y otros rganos
(Figura 18).

Por tanto, la activacidn de la via clasica (ACE/RAS/Ang Il) y vias alternativas a través de proteasas
especificas del tejido (Figura 1), incluidas las catepsinas o proteasas similares a la quinasa,
conduce a una produccién excesiva de Ang Il a nivel tisular. Este proceso podria cambiar aun
mas el equilibrio de la funcién protectora de Ang (1-7) / MAS y ACE2 hacia los efectos
perjudiciales del aumento de Ang Il que contribuiria ain mas a la lesion epitelial y endovascular
pulmonar.

Ademas, la ACE2 desempefia un papel importante en la regulacion de la lesién inflamatoria
inducida por IL-6 pro-inflamatoria a través de las vias NF-kB y STAT3'2 ya que la Angll es uno de
los activadores clave de estas dos rutas que estimula la expresién de IL-6*"%, por lo que la
inflamacidn pulmonar severa inducida por la desregulacién del RAS precederia el desarrollo del
Sindrome de Distrés Respiratorio Agudo (SDRA) (Figura 19).
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Figura 19. Induccion de la tormenta de citoquinas y el SDRA. Para entrar en las células
huésped, el SARS-CoV-2 se une a la ACE2 unida a la membrana con la ayuda de Furina y
TMPRSS2. Las infecciones por SARS-CoV-2 pueden inducir la eliminacion de ACE2. La
disminucién de ACE2 podria conducir a la acumulacion de Ang Il, induciendo asi la CS y el
SDRA.?72
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Otros efectos patogénicos vendrian derivados de la activacion de la respuesta inmune innata del
huésped por parte del virus.

Al igual que muchos virus, el SARS-CoV-2 ha desarrollado estrategias para eludir la deteccidn
inmune innata, incluidos los bajos niveles de citosina-fosfato-guanosina (CpG) en el genoma, la
glicosilaciéon para proteger elementos esenciales, incluido el RBD, el blindaje del RNA vy la
generacion de proteinas virales que impiden activamente las respuestas antivirales del INF?3
(Figura 2). Ademas, el SARS-CoV-2 también ha explotado varios mecanismos para proteger los
extremos 5’ mediante una estructura de tapa de RNA generada durante la replicacion. Esta tapa
limita la degradacion y, lo que es mads importante, bloquea el reconocimiento por PPR
citosdlicos. Mientras que algunos virus arrebatan las tapas del RNA huésped, el SARS-CoV-2, al
igual que otros coronavirus, utiliza su propia maquinaria de tapado compuesta por nsp10, nsp13
y la enzima dedicada nsp16 para generar tapas de 2'-o-metiltransferasa®®. El SARS-CoV-2
produce tapas de RNA indistinguibles de las tapas de RNAm celulares, evadiendo asi la deteccion
por MDA-5 y la actividad IFIT que se dirigen al ARN para su degradacidn (Figura 20).

El SARS-CoV utiliza su endoribonucleasa (nsp15) para escindir su propio RNA viral en el citosol
que de otro modo actuaria como PAMP, evadiendo asi la MDA-5, la proteina quinasa R (PKR) y
la OEA/RNAsa L2425, E| SARS-CoV-2 también puede proteger el ARN viral y las proteinas
generadas durante la replicacion mediante el complejo replicasa-transcriptasa (RTC) u organulo
de replicacidn, formado por vesiculas de doble membrana??*. Los RTC se vinculan con el reticulo
endoplasmico (RE)-compartimento intermedio de Golgi (ERGIC) y el aparato de Golgi que
protege el virus durante la maduracion. Adicionalmente, los coronavirus utilizan los glicanos y
probablemente otras modificaciones post-traslacionales para enmascarar epitopos de proteinas
virales inmunogénicas, como el caso de la glicoproteina S?’® y otras proteinas estructurales, no
estructurales y accesorias también modificadas por glicosilacién, palmitoilacién, fosforilacion o
ADP-ribosilacion®®. Por el contrario, algunas proteinas virales, por ejemplo, nsp3, poseen
actividad desubiquitinasa (DUB) y desglicosilasa, lo que interfiere con las funciones del huésped
dirigidas a aquellas que son criticas para la transduccidn de sefializaciéon de la inmunidad
innata?’’. La insercion de la proteina espiga en las membranas celulares durante la replicacién
es un paso clave para la brotacion del virus. Mientras esto ocurre en el RTC, las proteinas espiga
unidas al receptor interactian con TMPRSS2 expresadas en la superficie celular no infectada y
media la fusion entre células infectadas y no infectadas promoviendo la formacidon de sincitia,
permitiendo que el virus se propague a células adyacentes no infectadas mientras evade la

deteccién por la respuesta inmune?’,

Ademas de las estrategias para evadir el reconocimiento de la PPR, el SARS-CoV-2 también ha
desarrollado estrategias para inhibir los pasos la via que conduce a la produccion de IFN tipo | /
lIl. Esto puede ser especialmente relevante en los pulmones, donde el tipo IFN Il (lambda) se
considera mds efectivo en el control de las infecciones virales y se ve afectado criticamente en
COVID-19. El conocimiento derivado del estudio de otros coronavirus, especialmente el SARS-
CoV y el MERS-CoV, ha demostrado que muchas de las proteinas no estructurales, estructurales
y accesorias interfieren con elementos de la via del IFN (Figura 20), esenciales para el desarrollo
de una inmunidad efectiva. El antagonismo de IFN se ha atribuido a varias de las proteinas
estructurales, no estructurales y accesorias que interfieren con el complejo STING-TRAF3-TBK1,
blogueando asi la produccién de IFN de tipo | inducida por STING/TBK1/IKK,el transductor de
sefial y el activador de la transcripcion (STAT)-1/2 al nucleo, la sefializacion IRF3, NF-kB, asi como
la interferencia con las acciones de los productos ISG, incluyendo iflTs. Como ejemplos, nspl, 4
y 6 y ORF6 interfieren con la sefializacion STAT-1/2 mientras que nsp 10, 13 y 16 capten el RNA
viral, impidiendo el reconocimiento por RIG-I, MDA-5 e IFIT. Nsp3 también actua por las
proteinas DUB, impidiendo asi su actividad como RIG-I y otros pasos en las vias de IFN para las
que la ubiquitinacion es esencial. CoV PLPro (nsp 3) también interrumpe el estimulador de los

30



genes IFN del complejo STING-TRAF3-TBK1, bloqueando asi la produccién de IFN STING/TBK1/
IKKetipol?”727°, Ademas de la subversién de la via IFN, el SARS-CoV ORF7a (también presente en
el SARS-COV-CoV-2) bloquea la actividad de la tetherina, también conocida como antigeno
estromal de la médula 6sea 2 (BST-2)?%. BST2 actiia atando virus en ciernes a la membrana
celular, evitando asi su liberacién de las células. ORF7a elimina esta inhibicién ayudando a la

liberacion de viriones maduros.
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Figura 20. Evasidn del SARS-CoV-2 de las vias del interferén (IFN). El SARS-CoV-2 infecta las
células permisibles a través de la enzima convertidor de angiotensina 2 (ACE2). Después de la
infeccion (a), el virién o el RNA viral se detecta por la via cGas/STING donde el estimulador de
los genes de interferon (STING) se involucra TBK1, o a través del gen inducible retinoide | (RIG-
1) y el gen 5 asociado a la diferenciacion del melanoma (MDA-5). Estas vias conducen a la
activacion del factor regulador del IFN (IRF3) y / o factor nuclear kappa B (NF-kB) induciendo
IFN tipo | / Ill que es reconocido por los receptores de IFN (b) y la posterior induccion de los
genes estimulados por IFN (ISG) y proteinas, muchos de los cuales tienen potentes actividades
antivirales. Sobre la base del conocimiento de otros coronavirus, especialmente el SARS-CoV, y
los datos emergentes del SARS-CoV-2, muchas de las proteinas no estructurales, estructurales
y accesorias subvierten e inhiben numerosos pasos en estas vias, inhibiendo asi la produccién

de IFN que permite una mayor replicacion viral 28,

Juntas, estas estrategias permiten una infeccién generalizada y un aumento de la carga viral
durante la infeccién temprana. Pero al final, el SARS-CoV-2 acaba iniciando efectivamente las
vias de sefalizacidon inmune. Esto se debe probablemente al aumento de la carga viral que
produce exponencialmente RNA viral y proteinas virales, es decir, patrones moleculares
asociados a patogenos (PAMPS), y también induce dafo celular que libera patrones moleculares
asociados al dafio (DAMPS), los cuales desencadenan las vias de la inmunidad innata, induciendo
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una respuesta robusta de interferén tipo I/1ll, produccién de citoquinas proinflamatorias y
reclutamiento de neutréfilos y células mieloides (Figura 21)%,

Esto puede inducir hiper-inflamacién o, alternativamente, reclutar efectivamente respuestas
inmunes adaptativas que ayuden a eliminar la infeccidén y prevenir la reinfeccion.
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Figura 21. Activacion de las vias inmunitarias innatas por el SARS-CoV-2281, El SARS-CoV-
2 penetra en la célula y es reconocido por los receptores tipo Toll (TLR) 7/8 que desencadenan
la via de respuesta primaria de diferenciacion mieloide 88 (MyD88), o el receptor TLR-3 a través
del adaptador que contiene el dominio TIR que induce la via del NF-KB (TRIF). Los patrones
moleculares asociados a patégenos (PAMPS) y los patrones moleculares asociados al dafio
(DAMPS) también son reconocidos por TLR-4 (b) o por el receptor para el extremo de glicacion
(RAGE) que desencadena el dafio inducido por la caja de grupo de alta movilidad 1 (HMGB1) y
la activacion del dominio de pirina NOD 3 del inflamasoma (NLRP3). Ademas, durante la
replicacion viral, las proteinas ORF3a y E forman viroporinas que aumentan la produccion de
especies reactivas de oxigeno (ROS) y la activacion del inflamasoma. Las citoquinas y las
guimoquinas también son inducidas a activar una respuesta inflamatoriae.

La desregulacién del sistema renina-angiotensina debido a la reduccion de la ACE2, junto con la
activacion de la respuesta de interferdn tipo | / Ill, y la respuesta del inflamasoma convergen
para promover la produccién de radicales libres y el estrés oxidativo. Esto exacerba el dafio
tisular en el sistema respiratorio, pero también conduce a la activacidn generalizada de las vias
de coagulacién que conducen a la trombosis (Figuras 21y 22) 281,

La unién del SARS-CoV-2 a ACE2 conduce a la reduccion de la expresidn de ACE2 en la superficie
celular (Figs. 3y 4)y la desregulacion del sistema RAS, empujandolo a un modo proinflamatorio
que unido a la activacion de la respuesta de interferdn tipo | / lll, y la respuesta de inflamasoma
convergen para promover la produccidon de especies reactivas de oxigeno (ROS) y el estrés
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oxidativo, fibrosis, deposicion de coldgeno y un ambiente proinflamatorio, incluida Ia
produccién de IL-6 e IL-8, por macréfagos y reclutamiento de neutréfilos (Figura 22).

Por lo tanto, es probable que la unién y entrada de SARS-COVCoV-2 a través del ACE2 sea el
primer paso en una linea de respuestas inmunes aumentadas que implican la activacidn del
complemento, la activacién inmune innata a través de PAMPS y DAMPS, la activacion del
inflamasoma y la piroptosis, la activacion de las células asesinas naturales (NK),
hiperactivacidon de macrdéfagos, neutréfilos y células Tinnatas y la induccidén de una tormenta de
citoquinas (Figura 22).
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Figura 22. Respuesta inmune y fisiopatologia ante la infeccidon por SARS-CoV-2. El SARS-CoV-
2 es una enfermedad vascular y de la coagulacién. a) La unién del SARS-CoV-2 a la ACE2
bloquea la formacion de angiotensina antioxidante inducida por ACE2, lo que facilita la formacion
de ROS. La infeccidn en algunas personas también desencadena piroptosis, activacion del
complemento (b) e hiperinflamacion con afluencia de macréfagos, células asesinas naturales
(NK) y neutrdfilos (c). Este ciclo desencadena un mayor dafio celular y la liberacion DAMPS y
PAMPS, asi como la produccién de ROS. d) La activacion de neutréfilos induce trampas
extracelulares de neutréfilos (NET) ayudadas por la proteina N y generadas en respuesta al dafio
celular endotelial inducido por ROS. La interrupcion de la barrera vascular y la exposicién de las
células endoteliales a citoquinas proinflamatorias y ROS aumenta la expresion de P-selectina,
factor von Willebrand (VWF) y fibrindbgeno que atraen plaquetas desencadenando la expresion
del factor tisular. Juntos, esta secuencia activa el sistema del complemento, una de las muchas
vias que activan crucialmente la cascada de coagulacion que conduce a la formaciéon de
trombos?®?,

Por ultimo, otro de los principales mecanismos patogénicos del SARS-CoV-2 es la induccién de
la apoptosis celular. Durante las infecciones virales, la apoptosis se induce como una de las
respuestas antivirales del huésped para limitar la replicacién y produccién del virus, aunque
muchos virus han desarrollado estrategias distintas para subvertirla?®2, Sin embargo, se ha
demostrado que los CoVs infectan el sistema inmunitario e inducen apoptosis en células
inmunes como macréfagos, monocitos, linfocitos T y células dendriticas?®32%, Debido a que
estas células inmunes estan asociadas con la activacién de la inmunidad innata y adquirida, es
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razonable especular que la eliminacién masiva de estas células podria ser una estrategia viral
para suprimir las respuestas inmunes innatas y adaptativas del huésped.

Para ello, se cree probable que los mecanismos apoptéticos durante la infeccidn por CoVs sean
manipulados por proteinas virales (Figura 23), aunque esto solo se ha estudiado principalmente
en el SARS-CoV.
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Figura 23. Activacion de la apoptosis por HCoVs. La unién de los ligandos de muerte a los
receptor de muerte de la membrana celular induce la activaciéon de la caspasa 8, que a su vez
activa las caspasas efectoras 3 y 7 para estimular la apoptosis. Por otro lado, la via intrinseca
esta regulada por proteinas de la familia Bcl2 proapoptéticas y antiapoptéticas, como Bcl-XL,
Bcl2, Bax y Bak para inducir MOMP. La activacién posterior de la caspasa 9 causada por MOMP
estimula la activacion de las caspasas 3 y 7. Durante la infeccién por HCoV, el virus o las
proteinas virales especificas (cajas amarilla-naranjas) se dirigen a multiples etapas de las vias
de sefializacién de la apoptosis extrinseca e intrinseca.

El RE es un organulo celular importante para la sintesis de proteinas, el plegamiento, el
procesamiento y las modificaciones post-traslacionales. En circunstancias normales, el RE puede
cargarse con una concentracidon muy alta de proteinas sin perturbar su entorno luminal Gnico?®
Sin embargo, cuando la carga de proteina excede la capacidad de plegamiento y procesamiento
de ER, se produce una rapida acumulacién de proteinas mal plegadas o desplegadas dentro del
lumen de ER, se activan varias vias de sefializacién, conocidas colectivamente como respuesta
al estrés de la ER o UPR. En casos de estrés prolongado e irreversible en la ER, se activan
mecanismos de apoptosis?®. Durante las infecciones virales, se induce la respuesta al estrés en
la ER. Esta utilizacion masiva de la ER provoca una inmensa carga, haciendo que el huésped
monte UPR como su respuesta antiviral?®.

Especificamente, se ha demostrado que las proteinas viricas S, N, E, M, ORF-6, 7a y 9b cumplen
funciones pro-apoptdticas en sus células huésped?®>291-2%7_ | 3 expresién de la proteina E del
SARS-CoV y la proteina 7a promovié la apoptosis mediada por mitocondrias al secuestrar la
proteina anti-apoptdtica Bcl-XL a las membranas del reticulo endopldsmico (RE)*?>2%, La
proteina M del SARS-CoV también es altamente pro-apoptdtica y media la activacién de las
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caspasas 8 y 92°. La localizacion de la proteina N y 9b del SARS-CoV se asocia con la induccién
de la apoptosis dependiente de caspasa?®?%°,

1.3. LA COVID-19

El SARS-CoV-2produce la enfermedad denominada COVID-19 (Enfermedad Infecciosa por
Coronavirus 2019) y ha demostrado ser facilmente transmisible entre humanos con una rdpida
diseminacién mundial. Mientras que el SARS-CoV y el MERS-CoV mostraban tasas de mortalidad
mas elevadas (13% y 35%, respectivamente 3%), el SARS-CoV-2 presenta una tasa menor,
alrededor del 5,6%3%, aunque una capacidad de transmisidon mucho mayor.

El SARS-CoV-2 infecta preferentemente a las células de las vias respiratorias3®?, si bien se ha
detectado en casi todos los drganos humanos, incluidos los pulmones, la faringe, el corazén, el
higado, el cerebro, los rifiones y los érganos del sistema digestivo3°23%,

Al unirse a las células epiteliales en el tracto respiratorio, el SARS-CoV-2 comienza a replicarse y
migrar hacia las vias respiratorias infectando las células epiteliales alveolares de los pulmones.
La répida replicacion del SARS-CoV-2 en los pulmones puede desencadenar una fuerte respuesta
inmune. El sindrome de tormenta de citoquinas (CS) causa SDRA e insuficiencia respiratoria, que
se considera la principal causa de muerte en pacientes con COVID-19304305,

Ademas, la infeccidon por COVID-19 exhibe una amplia variabilidad interindividual y rango de
gravedad, desde la enfermedad asintomatica hasta pacientes con insuficiencia organica
multiple3. El periodo de incubacidn es prolongado y se ha descrito entre 5 y hasta 14 dias®?.
La transmisibilidad o periodo de infectividad comienza a las 24-48 horas antes del inicio de
sintomas y dura hasta el dia 7-9 desde el inicio de éstos3®. Las manifestaciones clinicas mas
frecuentes descritas son cefalea, mialgias, tos, fiebre, dolor abdominal, diarrea, anosmia,
pérdida del sentido del gusto y dolor toracico entre otros. La mayoria de los infectados (80%)
presentan sintomatologia leve o moderada, en cambio un 15% evolucionan a una forma grave
de la enfermedad, requiriendo de hospitalizaciéon3®. Estos pueden evolucionar a neumonia
grave con disnea, hipoxemia de rdpida progresidon a SDRA, trastornos de la coagulacién, shock
séptico, y fallo multiorganico®®. La letalidad es significativamente mayor en pacientes que
requieren tratamiento en Unidades de Cuidados Intensivos (UCl) y Ventilacion Mecanica
Invasiva (VMI)3%, Estudios recientes han demostrado, mediante muestreo directo de los
alvéolos pulmonares de pacientes en estado critico infectados con SARS-CoV-2, que la
microbiota pulmonar junto con una respuesta inmune alveolar deteriorada son predictivas de
malos resultados clinicos®™.

Los casos graves se presentan principalmente en adultos mayores de 60 afios e individuos con
comorbilidades subyacentes como hipertensién arterial, enfermedad pulmonar obstructiva
cronica, diabetes, enfermedad cardiovascular y obesidad, mientras que la mayoria de los
jévenes y nifios solo tienen enfermedades leves o son asintomaticos'®3'%312, De hecho, un
estudio reciente indica que el 50% de los fallecidos por COVID-19 tenian enfermedades

metabdlicas o vasculares tales como diabetes, obesidad, hipertensién o higado graso3:.

Esto hace que el SARS-CoV-2 sea algo andmalo, ya que, para la mayoria de otros virus
respiratorios, desde la influenza hasta el virus sincitial respiratorio, los nifios pequefios y
ancianos suelen ser los mas vulnerables, mientras que, en adultos, mediante infeccién previa o
vacunacion, sus sistemas inmunoldgicos han sido entrenados para lidiar con patdgenos
similares. Sin embargo, el SARS-CoV-2 esta demostrando que los niflos son naturalmente
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mejores para controlar las infecciones virales. Estudios realizados en Estados Unidos y en la
India, encontraron que mds de la mitad de los nifios de 6 a 17 afios tenian anticuerpos
detectables®'%31>, Inicialmente se plantearon varias hipdtesis, como que éstos tuviesen menos
receptores ACE2 en el tracto respiratorio, pero no se han encontrado diferencias significativas
en la carga viral en las vias respiratorias superiores en cuanto a la edad. También se planted que
una mayor exposicion de los nifios a CoVs que causan resfriados comunes, les proporcionaria
una inmunidad cruzada de anticuerpos, pero esto se ha descartado ya que los adultos también
poseerian dicha inmunidad y se ha comprobado que ésta no ofrece ninguna proteccién especial.
Asi, actualmente se postula que la razén por la que, en general, a los nifios no les ha afectado
tanto la COVID-19 podria estar en la respuesta inmune innata, ya que se han encontrado en los
nifios niveles mas bajos de anticuerpos neutralizantes, células T reguladoras o monocitos (tipicos
de la respuesta inflamatoria e inmune adaptativa) y mas elevados de proteinas de sefializacion
(Interferén-y e Interleuquina-17) producidos por células de la inmunidad innata que alertan al
sistema inmune de la llegada de un patdgeno. Por tanto, todo ello podria indicar que los nifios
desarrollan una respuesta inmune adaptativa menos robusta porque su respuesta innata es mas
eficiente para eliminar el patégeno, aunque se necesitan mads estudios para apoyar plenamente
esa hipotesis3?e.

Los impactos que la COVID-19 estd provocando a nivel mundial son muy importantes y diversos.
Ademas de la elevada pérdida de vidas humanas y econdmicas o la saturacion y colapso de los
sistemas sanitarios durante los picos de contagios, también estd produciendo un gran
incremento de las enfermedades mentales, como la ansiedad y la depresion®', sobre todo en
jévenes y nifios, asi como la disminucidn de la esperanza de vida al nacer 318321,

Por otra parte, son numerosas las personas que, tras haber superado la infeccién, siguen
sufriendo una gran variedad de sintomas de la enfermedad con distinta intensidad que afectan
a diferentes érganos durante semanas o meses o por la aparicién de los sintomas tras un tiempo
sin ellos (Figura 24). Este sindrome se ha denominado COVID-19 Persistente o Prolongado (Long-
COVID)*%. Un estudio del Reino Unido estima que entre el 7% y el 18% de las personas que
padecieron COVID-19 desarrollaron algunos sintomas de COVID-19 prolongado que persistieron
durante al menos 5 semanas®%.

Ademas, la aparicidn no estd relacionada con la gravedad de la infeccidn inicial, por lo que puede
afectar tanto en pacientes que cursaron la enfermedad de forma leve como a aquellos que la
cursaron de forma grave y fueron hospitalizados3?2. Sintomas como fatiga persistente, falta de
aliento, niebla cerebral y depresién podrian debilitar a muchos millones de personas en todo el
mundo. Sin embargo, se sabe muy poco sobre este sindrome ya que no existen caracteristicas
bioquimicas o radioldgicas claras para ayudar al diagndstico, y potencialmente hay varios
fenotipos con diferentes presentaciones, prondsticos y resultados3??. La causa de la COVID-19
prolongada tampoco estd clara. Una posibilidad es que un reservorio del coronavirus
permanezca después de la infeccién aguda en varios tejidos, como el intestino, el higado o el
cerebro, y continlde causando dafios. Otra posibilidad es que la amplia respuesta inmune
desencadenada por la infeccién inicial pueda generar anticuerpos y otras reacciones
inmunolégicas contra los propios tejidos del cuerpo. Eso podria continuar causando
complicaciones después de que la infeccidon haya sido eliminada3?*.

Sin tratamientos probados o incluso orientacidn para la rehabilitacién, el COVID-19 prolongado
afecta la capacidad de las personas para reanudar la vida normal y su capacidad para trabajar.
El efecto en la sociedad por el aumento de la carga en la atencién de la salud y las pérdidas
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econdmicas y de productividad, estd siendo sustancial, por lo que el Long-COVID se ha
convertido en un desafio cientifico de primer orden3??,

Generales Neurolégicos

Cansancio, malestar general, Dolor de cabeza, “niebla

dolor muscular y articular, mental”, dificultad para Los sintomas pueden:

mareos, fiebre, trastornos del concentrarse, pérdida de

suedio gusto y olfato, parestesias => Fluctuar o persistir en
e y alteraciones del estado el tiempo

Respiratorios o de snimo

Tos, sensacion de falta de aire Empeorar con el

Oidos, ojos, garganta esfuerzo fisico y mental

Digestivos Dificultad para tragar,
Diarrea, pérdida de apetito, pitidos en los oidos, ojos
dolor de estomago SECos 0 conjuntivitis, Provocar limitacion de

la capacidad funcional
Dermatolégicos Cardiovasculares

Erupciones, caida del pelo, Palpitaciones, cambios de
debilidad en las ufias la tension arterial

Figura 24. Sintomas asociados a la COVID persistente (Ministerio de Sanidad. Gobierno de
Espafia).

1.4. TERAPIAS Y VACUNAS CONTRA LA COVID-19

1.4.1 Terapias contrala COVID-19

La enorme gravedad de los efectos de la pandemia ha provocado una movilizacién de recursos
a nivel mundial desde los gobiernos, las instituciones cientificas, las agencias reguladoras de
medicamentos y las empresas farmacéuticas sin precedentes, a fin de encontrar tanto métodos
diagndsticos y prondsticos de la enfermedad como terapias y vacunas efectivas.

Para el descubrimiento de terapias contra la COVID-19 se han aplicado 3 enfoques comunes. El
primero es la seleccion de bibliotecas quimicas con bases de datos que contienen un gran
nimero de compuestos existentes que pueden tener propiedades antivirales (por ejemplo,
remdesivir). El segundo es la prueba de los medicamentos antivirales de amplio espectro
existentes y utilizados en otras pandemias con otros virus (por ejemplo, ribavirina e
interferones). El tercer método implica el desarrollo de medicamentos novedosos y especificos,
como los anticuerpos monoclonales, basados en la comprensién gendmica y biofisica del SARS-
CoV-23%,

El desarrollo de nuevos agentes lleva afos y, dada la urgencia de la pandemia actual, los
primeros tratamientos contra la COVID-19 que se han utilizado son los que se aplicaron a partir
de los brotes del SARS-CoV y el MERS-CoV, asi como en el tratamiento de otros virus.

Ademas, se han autorizado ensayos clinicos de tratamientos prometedores en todo el mundo:
Remdesivir, Lopinavir/Ritonavir, Interferdn-B, Hidroxicloroquina y Dexametasona son algunos
de los farmacos incluidos en los ensayos SOLIDARITY de la OMS y RECOVERY3?6327  También se
estan explorando nuevas vacunas, tratamientos emergentes dirigidos a la "tormenta de
citoquinas" y terapias con plasma de convalecientes.

Asi, se estan aplicando y estudiando tratamientos basados en 4 estrategias fundamentales:
bloquear la entrada e infeccion del virus en la célula, impedir la replicacidn del virus en la célula,
activar la respuesta inmune innata y modular la respuesta inflamatoria3?® (Figura 25).
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Figura 25. Estrategias terapéuticas contra la COVID-19 328,

1.4.1.1 Agentes bloqueantes de la entrada del virus.

Entre los medicamentos que bloquean la entrada del virus a la célula, se encuentran aquellos
que interaccionan con el Sistema Renina-Angiotensina-Aldosterona (RAAS), como Captopril,
Linopril, Losartan, Valsartan, o anticuerpos especificos que se unen al dominio del receptor de
la ACE2; inhibidores de la Serin Proteasa 2 (TMPRSS2), como Camostat mesylate, Nafamostat
mesylate o Aprotinin; disruptores de la entrada del virus y la ruta de endocitosis como los
medicamentos antimalaria (Cloroquina e Hidroxicloroquina), antibidticos (Bafilomycin,
Teicoplarin), antidiabéticos (Dapagliflozin), Arbidol e Ivermectina (Figura 25).

Dos medicamentos especificos antipalldicos, Cloroquina e Hidroxicloroquina, que exhiben
capacidades antiinflamatorias, antiproliferativas e inmunomoduladoras, también se incluyeron
en ensayos clinicos. En coronavirus anteriores, se demostré que la Hidroxicloroquina inhibia el
SARS-CoV, el MERS-CoV y el HCoV-229E in vitro32*33° modulando la glicosilacion del receptor
ACE-2 e inhibiendo la replicacion del virus in vitro. Sin embargo, los efectos nunca se exploraron
completamente in vivo®3!, Dado que se ha demostrado que el virus utiliza los receptores ACE-2,
se planted la hipdtesis de que la Hidroxicloroquina también podria interferir con su glicosilacidn,
evitando asi la unién del SARS-CoV-2 a sus células diana y también inhibir la acidificacién de los
lisosomas e interferir con el proceso de fusién del SARS-CoV-2 con la célula huésped?32333, En
cambio, en estudios con pacientes, el fdirmaco se asocié con un aumento de la mortalidad del
27% en comparacidon con el 25% en el control, asi como una hospitalizaciéon mas larga®.
También hay descritos varios efectos secundarios graves sobre la hidroxicloroquina y la
cloroquina en el tratamiento de pacientes con COVID-19, incluidos problemas cardiacos
trastornos sanguineos y linfaticos, lesiones renales e insuficiencia hepatica®®, asi como con el
tratamiento combinado de hidroxicloroquina y azitromicina® por lo que estas discrepancias
con COVID-19 inciden en la necesidad de realizar estudios de medicamentos mas profundos tras
la traslacion de estudios in vitro a pacientes.

Otro medicamento incluido en este grupo, que estd generando una gran controversia en la
aplicacion para el tratamiento de la COVID-19, es la ivermectina, antiparasitario de amplio
espectro, que esta incluido en la lista de medicamentos esenciales de la OMS como tratamiento
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para distintas enfermedades parasitarias. Estudios realizados in vitro sugieren que la
ivermectina actla inhibiendo las proteinas de transporte nuclear importina alfa / beta-1 del
huésped, que son parte de un proceso clave de transporte intracelular que los virus secuestran
para mejorar la infeccién al suprimir la respuesta antiviral del huésped33”33%, Ademas, el
acoplamiento de ivermectina puede interferir con la unién de la proteina espiga del coronavirus
2 del sindrome respiratorio agudo severo (SARS-CoV-2) a la membrana celular humana3%®. Se
cree que la ivermectina es un agente dirigido al huésped, que puede ser la base de su actividad
de amplio espectro in vitro contra los virus que causan el dengue, el Zika, el VIH y la fiebre
amarilla3¥7:340-342 A pesar de esta actividad in vitro, ningin ensayo clinico ha reportado un
beneficio clinico para la ivermectina en pacientes con estos virus. Algunos estudios de
ivermectina también han reportado posibles propiedades antiinflamatorias, que se han
postulado como beneficiosas en personas con COVID-19343-345,

Sin embargo, segin la OMS, los datos disponibles no han permitido demostrar que la
ivermectina sea eficaz contra el COVID-19 y las pruebas fueron “muy poco fiables”,
recomendando su uso solamente para ensayos clinicos**®. De hecho, tanto la OMS como la FDA
han advertido de informes de personas que se han requerido atencién de urgencia, después de
automedicarse con ivermectina para la prevencién de la enfermedad. Asi, un panel de expertos
cientificos creado por la OMS, tras analizar los datos de 16 ensayos clinicos**’ sobre los efectos
de la ivermectina en el tratamiento de la COVID-19, incluidos pacientes hospitalizados y
ambulatorios con COVID-19, determind que la evidencia sobre si la ivermectina reduce la
mortalidad, la necesidad de ventilacion mecanica, la necesidad de ingreso hospitalario y el
tiempo para la mejoria clinica en pacientes con COVID-19 es de "certeza muy baja", debido que
presentaban un tamafio de muestra muy bajo e importantes limitaciones metodoldgicas®*. En
el mismo sentido, la FDA concluyé que si bien se han desarrollado estudios clinicos y hay otros
en proceso para evaluar el uso de la ivermectina para la prevencidn o el tratamiento del COVID-
19 en humano, sus resultados “no han sido satisfactorios”3*°. De hecho, los autores de varios de
esos ensayos clinicos cuyos resultados fueron publicados, se han retractado®%3%! e incluso

algunos estudios se han identificado como potencialmente fraudulentos®>2.

1.4.1.2 Transfusion de plasma convaleciente.

Otro enfoque empleado contra la COVID-19 fue explorar la eficacia de la transfusién de plasma
convaleciente (PCT), supuestamente abundante en anticuerpos contra las proteinas
estructurales del virus, que se ha utilizado durante mas de un siglo como post-profilaxis de la
exposicion y tratamiento de diversas enfermedades infecciosas. Los resultados de su aplicacion
en anteriores brotes virales sugirieron que redujo la carga viral y los niveles de citoquinas,
mejorando los resultados clinicos®>3. Aun asi, los ensayos clinicos aleatorizados de Simonovich
et al.>* informaron que la PCT no ayudd a combatir los sintomas de COVID-19, ya que no se
observaron diferencias clinicas significativas ni de mortalidad general entre los pacientes
hospitalizados por COVID-19 tratados con plasma y los que recibieron un placebo. Ademas, en
otro estudio de la terapia PCT en pacientes realizado por Abani et al.®*>, el plasma de
convalecientes no mejord la supervivencia ni otros resultados clinicos predeterminados.

1.4.1.3 Tratamientos con anticuerpos monoclonales.

En cuanto a los tratamientos con anticuerpos monoclonales, en un ensayo clinico fase lll, se ha
comprobado que el Sotrovimab, anticuerpo monoclonal que se cree que se une y bloquea
epitopos altamente conservados de los Sarbecovirus, reduce el riesgo de progresion de la
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enfermedad en pacientes de alto riesgo con COVID-19 leve a moderada*® y, por otro lado, los

resultados preliminares del ensayo clinico®” RECOVERY, la administracién conjunta de dos
anticuerpos monoclonales, Casirivimab e Imdevimab (REGEN-COV) 383%° | en pacientes con alto
riesgo de progresion a la forma severa de la COVID-19 fueron muy prometedores y el
tratamiento fue autorizado por la U.S. Food and Drugs Administration (FDA) norteamericana
para su uso de emergencia el pasado mes de octubre, como profilaxis tras la exposicidn al
virus®®

1.4.1.4 Medicamentos antivirales.

Entre los medicamentos antivirales que impiden la replicacion del virus estan los Inhibidores de
la proteasa viral (Lopinavir/Ritonavir, Nelfinavir, Atazanavir, Duranavir) y los inhibidores de la
RNA polimerasa viral (Remdesivir, Favipiravir, Galidesivir, Ribavirina) (Figura 25).

Los antivirales de amplio espectro son tratamientos comunes para pacientes con COVID-19. Sin
embargo, es poco probable que proporcionen alguna mejoria clinica®%3%2, Lopinavir inhibe la
replicaciéon del SARS-CoV-2 in vitro, pero recientemente se descubrid que el Ritonavir no lo
hizo3%. Los estudios realizados con el SARS-CoV y el MERS-CoV proporcionan mds pruebas de
sus limitaciones. Asi, aunque el Lopinavir inhibié la replicacién del SARS-CoV, no fue eficaz en el
MERS-CoV3%4,

Proteinas estructurales y no estructurales del SARS-CoV-2, incluyendolaS, M, Ey N, laRdRp vy la
PLpro, han sido reconocidas como posibles agentes inmunizantes, asi como objetivos para
medicamentos inhibidores que actualmente estan disponibles y se utilizan en diversas terapias
virales. Asi, se propuso la inhibicidn de la actividad de la proteasa viral contra la infeccion por
COVID-19%%, Curiosamente, los inhibidores de la proteasa (IP) como Lopinavir, inhibidor de la
proteasa del VIH-1, y Ritonavir, un inhibidor del CYP3A4, demostraron eficacia antiviral in vitro
contra el SARS-CoV y el MERS-CoV a través de la inhibicién de la proteasa similar a la 3-
quimotripsina3®. Sin embargo, en el estudio aleatorizado realizado por Horby et al. del Recovery
Collaborative Group, el tratamiento con Lopinavir-Ritonavir no se asocié con la reduccién de la
mortalidad a los 28 dias en pacientes hospitalizados con COVID-19 o la perspectiva de progresar

a ventilacidn mecanica invasiva o muerte3®’.

Otros antivirales como la Ribavirina, son igualmente poco probable que proporcionen valor
clinico. En estudios realizados in vitro se encontrd que solo podia inhibir el SARS-CoV a niveles
muy altos, lo cual es dificil de aplicar en la clinica®® y no tiene ningun beneficio en pacientes con
SARS-CoV y MERS-CoV3%,

Un farmaco de amplio espectro, analogo de la adenosina, el Remdesivir, mostré eficacia en la
inhibicién de la replicacion del SARS-CoV-2en modelos animales®”®, conduciendo a la
terminacién prematura de la cadena de ARN viral. Sin embargo, Grein et al.3”! informaron de
efectos secundarios adversos tras su uso en pacientes con COVID-19 incluidos diarrea, erupcion,
hipotensidn, anomalias de la funcidn hepatica y disfuncién renal e incluso graves, como dafio

renal agudo, shock séptico e insuficiencia multiorganica, en el 23% de los pacientes.

Otro ensayo clinico, demostrd que la terapia con plasma de enfermos convalecientes junto con
Remdesivir obtuvo resultados positivos3’?, mientras que en otro ensayo sobre la eficacia del
Remdesivir no se asocié con resultados estadisticamente significativos, por lo que se necesitan
mas estudios para proporcionar datos adicionales sobre su eficacia®’>.
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Un medicamento que ha demostrado buenos resultados en ensayo clinico en fase lll es el
Molnupiravir, de administracién por via oral, un ribonucledsido analogo de N4-hidroxicitidina
que inhibe la replicacidon del SARS-CoV-2mediante la introduccidn de errores de copia durante
la replicacién viral. Este fdrmaco reduciria en un 50% el riesgo de hospitalizacidon y en un 7-14%
el de muerte en personas con COVID-19 de leve a moderado (ensayo clinico en fase Ill MOVe-
OUT)%4. Este medicamento acaba de ser aprobado para su uso de emergencia por la agencia
reguladora de medicamentos britdnica, la MHPR (Medicines and Healthcare Products
Regulatory Agency), el pasado 4 de noviembre®’®, convirtiéndose en el primer medicamento
antiviral de administracidn oral contra la COVID-19 en ser aprobado en todo el mundo.

1.4.1.5 Agentes activadores de la respuesta inmune innata.

Entre los medicamentos activadores de la respuesta inmune innata se encuentran los
Interferones y los anticuerpos monoclonales anti SARS-CoV-2 (REGEN-COV, Sotrovimab) y entre
los medicamentos moduladores de la respuesta inflamatoria estan, por un lado, los que se unen
a componentes de la cascada inflamatoria, como los antagonistas de interleuquinas
(Tocilizumab, Sarilumab), los esteroides (Dexametasona, Metilprednisolona) o los inhibidores de
JAK1/JAK2 (Baricitinib) y, por otro lado, los inhibidores del estrés oxidativo (Vitaminas D, C, Bz y
selenio) (Figura 25).

La evidencia actual, sugiere que las muertes relacionadas con COVID-19 se deben
principalmente al aumento de la inflamacién. Por lo tanto, la intensidad de las liberaciones de
citoquinas proinflamatorias diferencia significativamente entre casos leves y graves de COVID-
19378 EI CSSy los dafios en los érganos caracterizados por una liberacion excesiva de citoquinas
proinflamatorias podrian reducirse con medicamentos inmunomoduladores. Corticosteroides,
como el Metilprednisolona y la Dexametasona redujeron significativamente la tasa de
mortalidad en pacientes con COVID-19 que sufren SDRA. Un estudio clinico mostré que la
Metilprednisolona redujo el riesgo de muerte en pacientes con SDRA3’. Otros estudios
encontraron que una dosis Unica de 40-500 mg de Metilprednisolona podria disminuir el proceso
inflamatorio sin afectar negativamente el aclaramiento viral y la produccién de IgG especificos.
Sin embargo, la administracién a largo plazo de Metilprednisolona retrasé el aclaramiento viral
y suprimio el sistema inmunitario 3’8, La Dexametasona también es un corticosteroide potente
aprobado con accion predominantemente glucocorticoide que exhibe efectos antiinflamatorios
e inmunosupresores. Los estudios realizados por el grupo UK Recovery proporcionaron
evidencia de que en pacientes hospitalizados por COVID-19, el uso de Dexametasona resultd en
una menor tasa de mortalidad tanto entre los que recibieron ventilacion mecanica invasiva
como oxigeno solamente®”

Anteriormente, se demostrdé que antagonistas de los receptores de la IL-6 como el Tocilizumab
o el Sarilumab tenian efectos neutralizantes in vitro, en ratones y en macacos Rhesus para SARS-
CoV y MERS-CoV3*%38! Sin embargo, sélo se ha probado la eficacia de éstos en pacientes COVID-
19 en estado critico?383,

Los inhibidores de la JAK1/JAK2 también exhiben efectos antivirales al bloquear la endocitosis y
la activacién de citoquinas®®4. Baricitinib, por ejemplo, regulador de la endocitosis viral que
impide la penetracién del SARS-CoV-2 en las células epiteliales alveolares. Un ensayo clinico
realizado por Cantini et al.3® , demostrd que pacientes con neumonia moderada por COVID-19
tratados con Baricitinib combinado con Lopinavir-Ritonavir mejoraron, sobre todo, en la fiebre,
la saturacién de oxigeno y la proteina C reactiva. Ademas, los resultados de un ensayo
aleatorizado revelaron que Baricitinib administrado conjuntamente con Remdesivir, mostré
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mejores resultados clinicos que el Remdesivir administrado sélo, al acelerar la mejoria y reducir
el tiempo de recuperacidon®,

Aunque es poco probable que los antivirales de amplio espectro sean efectivos por si solos,
pueden desempefiar un papel junto con otras terapias. Asi, varios ensayos han demostrado los
efectos beneficiosos del IFN-B, mejorando la clinica y la recuperacion, asi como disminuyendo
la mortalidad a los 28 dias del 43,6% al 19%%’. EI IFN es capaz de inhibir la replicacién del SARS-
CoV y el MERS-CoV tanto in vitro como en animales®® y tuvo el maximo efecto utilizado en
combinacién con los antivirales de amplio espectro, Lopinavir/Ritonavir y Ribavirina®®. Un
ensayo clinico de IFN-a 2a y Ribavirina en pacientes con MERS-COV mostré una mejoria en la
supervivencia a los 14 dias, pero no a la supervivencia a los 28 dias. Significativamente, IFN-B 1a
resultd en una tasa de mortalidad del 64% en comparacién con el 85% en IFN- o 2a%%,

1.4.1.6 Inhibidores de estrés oxidativo.

Los inhibidores del estrés oxidativo también pueden ser utiles en el tratamiento de COVID-19.
Asi, la vitamina C, un antioxidante, y el selenio, que apoya un grupo de enzimas, pueden
contribuir a la prevencion de los ROS y el dafio celular®®°. Ademas, la investigacidn demostré que
los pacientes con COVID-19 también pueden tener una deficiencia de vitamina D (antioxidante
de membrana)®?, la cual inhibe, ademéds, la expresidon de ACE-23%, por lo que podria limitar la
entrada del SARS-CoV-2 en las células.

Por otro lado, el papel de la vitamina C en la prevencién y el tratamiento de la neumonia y la
sepsis se ha planteado durante muchas décadas3®®. Estos estudios proporcionaron la base para
estudios de pacientes con sintomas graves de COVID-19. Los pacientes con neumonia y sepsis
tienen niveles bajos de vitamina C y niveles elevados de estrés oxidativo. Por lo tanto, la
administracién de vitamina C a pacientes con neumonia puede reducir la gravedad de los
sintomas y la duracién de la enfermedad®®*. Los pacientes en estado critico con sepsis requieren
altas dosis de vitamina C intravenosa para normalizar los niveles plasmaticos. La vitamina C tiene
funciones fisioldgicas pleiotrépicas, muchas de las cuales parecen estar relacionadas con la
susceptibilidad a COVID-19, incluyendo propiedades antioxidantes, antiinflamatorias,
anticoagulantes e inmunomoduladoras3®. Estudios preliminares muestran niveles bajos de
vitamina C en pacientes con COVID-19 en estado critico®. Entre las terapias integrativas, la
infusidon de vitamina C puede aumentar la sintesis de norepinefrina y vasopresina, reducir los
niveles de citoquinas y prevenir la activacién de neutréfilos3¥”. Actualmente se estdn llevando a
cabo varios ensayos clinicos en pacientes con COVID-19 que utilizan vitamina C como
tratamiento intravenoso u oral*%,

El posible vinculo entre la deficiencia de vitamina D3 (VD3) y la susceptibilidad al SARS-COVCoV-
2 también ha ganado recientemente la atencién de la comunidad médica. Existen vias
moleculares en las que VD3 regula los procesos implicados tanto en la replicacion del SARS-CoV-
2como en la supervivencia celular®®, Varios informes indican que la deficiencia de VD3 se asocia
con un mayor riesgo de infeccién del tracto respiratorio superior®®. En el virus sincitial
respiratorio, VD3 aumenta la sintesis del IkBa (factor nuclear del potenciador del gen del
polipéptido ligero kappa en el inhibidor de células B, alfa) en el epitelio respiratorio, lo que
resulta en una reduccién en la expresidon de genes proinflamatorios*®?. Un ensayo clinico que
involucrdé a mas de cuatro mil pacientes con COVID-19 encontrd que la deficiencia de vitamina
D se asocid con un riesgo casi dos veces mayor de contraer el virus. La deficiencia de vitamina
D puede ser una variable comun entre los ancianos y los pacientes con enfermedades
subyacentes en poblaciones con mayor riesgo de complicaciones y mortalidad por COVID-19%%2,
Podria justificar el uso de vitamina D como agente de mantenimiento y expresidn en la respuesta
inmune, que es esencial para disminuir el riesgo y la gravedad de la infeccién viral y aliviar los
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sintomas de la enfermedad?®. Sin embargo, no hay recomendaciones precisas con respecto a la
dosis de suplementos de vitamina D para la prevencion o el tratamiento de COVID-19404405,

Actualmente, la Agencia Europea del Medicamento (EMA) ha autorizado para su uso en la Unién
Europea como tratamiento en COVID-19, el antiviral Remdesivir (Veklury), para pacientes
adultos y pediatricos que requieren hospitalizacion, la combinacion Casirivimab/Indevimab
(REGEN-CoV), para el tratamiento en adultos que no requieren oxigeno suplementario y que
tienen un mayor riesgo de que su enfermedad se vuelva grave y Regdanvimab para el
tratamiento en adultos y adolescentes que no requieren oxigeno suplementario y que tienen un
mayor riesgo de que su enfermedad se vuelva grave. Otros cinco medicamentos, Anakinra,
Baricitinib, Tocilizumab, la combinacidn Casirivimab/Indevimab, Molnupavir y Sotrovimab, estan
siendo evaluados para su posible autorizaciéon de comercializacién y, Evusheld, se encuentra en
etapa de revision de datos clinicos por esta Agencia. *°®(Tabla 2).

Tabla 2. Medicamentos contra la COVID-19. EMA. (Actualizado a 27/11/2021).

EN EVALUACION EN REVISION DE DATOS
MEDICAMENTOS AUTORIZADOS PARA AUTORIZACION CLiNICOS
Veklury (Remdesivir) Anakinra (Kineret) Evusheld

(Tixagevimab/Cilgavimab)
REGEN-COV (Casirivimab-Imdevimab) Lagevrio (Molnupavir)
Regkirona (Regdanvimab) Roactemra (Tocilizumab)
Xevudy (Sotrovimab)
Olumiant (Baricitinib)

1.4.2 Vacunacion frente al SARS-COV-CoV-2.

La vacunacidn constituye la estrategia mas importante para acabar con la pandemia. Sin
embargo, la aparicién de multiples variantes del SARS-CoV-2con una susceptibilidad reducida a
lainmunidad inducida por la enfermedad y/o la vacuna, amenaza el progreso alcanzado con esta
estrategia®®’,

Hasta mayo de 2021, 10 vacunas contra la COVID-19 estaban autorizadas y aprobadas para su
uso en diferentes regiones del mundo*® y hay més de 200 candidatas de diversos tipos en
desarrollo para prevenir las infecciones por SARS-CoV-2basadas en una larga lista de tipos y
tecnologias*®*! incluidas las vacunas virales inactivadas, las vacunas virales vivas atenuadas,
las vacunas de vectores virales, las vacunas de subunidades virales y las vacunas de acido
nucleico viral*'*12 (Figura 27).
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Figura 27. Tipos de vacunas frente ala COVID-193%8,

Actualmente, la EMA (European Medicine Agency) ha autorizado 4 vacunas para su uso en
Europa contra la COVID-19, 1 vacuna estd proceso de evaluacion para su autorizacion de
comercializacidn y otras 3 estdn en fase de revisidn de datos clinicos*** (Tabla 3).

Tabla 3. Estado del procedimiento de autorizaciéon de vacunas contra COVID-19 por laEMA
(Actualizado a 27/11/2021).

EN EVALUACION PARA

VACUNAS AUTORIZADAS AUTORIZACION EN REVISION DE DATOS CLiNICOS
Comirnaty (Pfizer-BioNTech) Nuvaxovid (Nvx-CoV2373)  Sputnik V
(21/12/2020)
Spikevax (Moderna) COVID-19 vaccine (Vero Cell)
(06/01/2021) Inactivated
Vaxzevria (AstraZeneca) Vidprevtyn
(29/01/2021)
Covid-19 Vaccine Janssen
(11/03/2021)

El 54% de la poblacién mundial ha recibido al menos una dosis de una vacuna contra la COVID-
19, pero el acceso de la poblacidn mundial a las distintas vacunas esta resultando muy desigual,
ya que mientras que mas del 80% de las dosis de las vacunas han acabado en paises ricos, sélo
el 5.7% de las personas de paises con bajos ingresos han recibido alguna dosis*'* (Figura 28). Asi,
mas del 80% de las vacunas han acabado en paises de ingresos altos, a pesar de que solo son la
mitad de la poblacién de todo el mundo, lo que estd favoreciendo la aparicion de nuevas
variantes del virus, algunas de ellas muy peligrosas para la poblacién mundial. Este hecho ha
llevado a la OMS a crear el Programa COVAX*!5, para fomentar la colaboracién mundial para un
acceso equitativo mundial a las vacunas contra la COVID-19.
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Figura 28. Poblacion mundial vacunada contra COVID-19 a 26/11/2021. Fuente: Our World
in Data.

En Espafia, el 89,2% de la poblacidn diana (mayores de 12 afios) ha recibido la pauta completa
de vacunacion y mas de 4 millones y medio de personas de riesgo han recibido una dosis de
refuerzo, convirtiéndose asi en uno de los paises a nivel mundial que mas éxito ha tenido en la
administracion de vacunas COVID-19*® (Tabla 4). Ademas, el pasado 25 de noviembre, el
Comité de Medicamentos Humanos (CHMP) de la EMA ha recomendado conceder una
extensién de la indicacidn para la vacuna COVID-19 Comirnaty para incluir el uso en nifios de 5
a 11 afios, por lo que se espera que proximamente se empiece a administrar en nuestro pais,
elevando ostensiblemente los niveles de vacunaciéon*'’,

Tabla 4. Datos de vacunacién COVID-19 en Espafia (Actualizados a 25/11/2021). (* Mayores
de 12 afos. (** Personas con condicion de alto riesgo, personas que viven en residencias,
personas mayores de 70 afios y refuerzo de Janssen).

VACUNA N° DE PERSONAS CON PAUTA COMPLETA N° DE PERSONAS CON
DOSIS DE RECUERDO**
PFIZER/BIONTECH 26.034.767 3.782.969
MODERNA 4.721.435 784.343
ASTRAZENECA 4.851.773 -
JANSSEN 1.974.199 -
TOTAL 37.582.174 (89.2 % DE LA POBLACION DIANA*) 4.567.312

Aungue aun es prematuro evaluar los efectos que tiene esta elevada tasa de vacunacion en
nuestro pais, un articulo de The Lancet reflexiona sobre cdmo la alta tasa de vacunacidn en
Espafia parece que, de momento, esté facilitando la convivencia con el virus**®
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Poco después de la emergencia del SARS-CoV, la proteina S fue identificada como el antigeno
inmuno-dominante del virus®'®. Asi mismo, la evaluacién de los pacientes con SARS-CoV-2reveld
que los anticuerpos de unidn y neutralizacidn se dirigen principalmente al dominio de unién al
receptor de la subunidad $14%.

Una vez que se identificd este supuesto objetivo de la vacuna, el siguiente desafio fue cémo
generar una respuesta inmune efectiva al SARS-CoV-2 que incluyese la producciéon de
anticuerpos neutralizantes y la generacién de una respuesta de células T, evitando la
enfermedad inmuno-aumentada (respuesta inducida por la vacuna que conduce a un aumento
paraddjico de la gravedad de la enfermedad ante el virus)*?! .

Por ello, la mayoria de las vacunas aprobadas y candidatas contra COVID-19 tienen como
objetivo inducir anticuerpos neutralizantes contra la proteina S, evitando la absorcién por el
receptor humano ACE-2. Sin embargo, éstas han sido disenadas en base a la secuenciacidon que
se hizo de la cepa original de Wuhan, mientras que el virus esta sufriendo multiples mutaciones
en las regiones codificantes de la proteina S que reconocen los anticuerpos neutralizantes
generados por la administracion de las vacunas, que pueden alterar la interaccion con el
receptor ACE-2%22 y han llevado a la aparicién de variantes de SARS-CoV-2 que circulan a nivel
mundial 433, por lo que se plantea la posibilidad de que mutaciones especificas puedan disminuir
la eficacia de las vacunas e incluso que aparezcan variantes que puedan escapar al control de
estos anticuerpos*?*,

Instituciones como el Centro Europeo para la Prevencion y el Control de Enfermedades (ECDC)
evaltuan regularmente nuevas pruebas sobre las variantes detectadas a través del seguimiento
epidémico, el cribado de variantes gendmicas u otras fuentes cientificas y elabora tablas
informativas sobre las mismas*®, donde se recoge informacién como la nomenclatura cientifica,
las etiquetas propuestas por la OMS para las variantes globales de preocupacién por el SARS-
CoV-2y las variantes de interés que se utilizan junto con la nomenclatura cientifica en las
comunicaciones sobre variantes al publico (desde el 31 de mayo de 2021), el linaje y las
mutaciones que afectan a la proteina S, el pais y la fecha de la primera deteccién, la evidencia
relativa a propiedades en tres categorias diferentes, transmisibilidad, inmunidad y gravedad de
la infecciéon o el grado de transmisidén en la UE, clasificado como dominante, comunitario,
brote(s) y esporadico/viaje.

Las distintas variantes se agrupan en 4 categorias:

- Variantes Preocupantes (VOC), aquellas de las que se dispone de pruebas claras que indican
un impacto significativo en la transmisibilidad, la gravedad y/o lainmunidad que es probable
gue tenga un impacto en la situacion epidemioldgica en la UE.

- Variantes de Interés (VOI), de las que se dispone de pruebas sobre propiedades gendmicas,
pruebas epidemioldgicas o pruebas in vitro que podrian implicar un impacto significativo en
la transmisibilidad, la gravedad y/o la inmunidad, teniendo un impacto realista en la
situacién epidemioldgica en la UE, aunque la evidencia aun es preliminar o se asocia con una
gran incertidumbre.

- Variantes de Seguimiento, de las que hay indicios de que podrian tener propiedades
similares a las de un VOC, pero la evidencia es débil o atiin no ha sido evaluada por el ECDC.

- Variantes Desescaladas, que incluyen variantes que ya no circulan o han estado circulando
durante mucho tiempo sin ningdn impacto en la situacién epidemiolédgica general o la
evidencia cientifica demuestra que la variante no esta asociada con ninguna propiedad
preocupante, como es el caso de la variante Alfa de Reino Unido, B.1.1.7., que ha sufrido
una reduccion drastica de la circulacién en la UE (Tabla 5).
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Tabla 5. Principales variantes de SARS-COV-CO-2 (Actualizada a 27/11/2021) (n/a: no

aplicable).

NOMBRE

BETA

GAMMA

DELTA

OMICRON

n/a

MU

LAMBDA

n/a

n/a

n/a

n/a

n/a

n/a

n/a

n/a

LINAGE

B.1.351

P.1

B.1.617.2

B.1.1.529

B.1.620

C.36+L452R

AT.1

B.1.1.318
P.1+P681H

B.1.617.2 +
K417N

C1.2

B.1.617.2 +
E484Q

B.1.617.2 +
Q613H

PAIS
DETECCION

VARIANTES PREOCUPANTES (VOC)

Sudéafrica

Brasil

India

Sudrafrica
Bostwana
Hong-Kong

MUTACION
EN SPIKE

FECHA
DETECCION

K417N, Septiembre  Si

E484K, 2020

N501Y,

D614G,

A701V

K417T, Diciembre Si

E484K, 2020

N501Y,

D614G,

H655Y

L452R, Diciembre Si

T478K, 2020

D614G,

P681R

= Noviembre -

2021

VARIANTES DE INTERES (VOI)

Colombia

Peru

S477N, Febrero -
E484K, 2021

D614G,

P681H

R346K, Enero -
E484K, 2021

N501Y,

D614G,

P681H

L452Q, Diciembre -
F490S, 2020

D614G

VARIANTES EN SEGUIMIENTO

Egipto

Rusia

No aclarado

Italia

Reino Unido

Sudéafrica

India

India

L452R, Diciembre
D614G, 2020
Q677H

E484K, Enero
D614G, 2021
N679K,

ins679GIAL

E484K, Enero
D614G, 2021
P681H

D614G, Febrero
E484K, 2021
H655Y,
K417T,
N501Y,
P681H
L452R,
T478K,
D614G,
P681R,
K417N
D614G,
E484K,
H655Y,
N501Y,
N679K,
Y449H
L452R,
T478K,
D614G,
P681R,
E484Q
L452R,
T478K,
D614G,
P681R,
Q613H

Junio 2021

Junio 2021  Si

Abril 2021

Abril 2021
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IMPACTO
TRANSMISION

IMPACTO
INMUNIDAD

Si

Si

Si

Si

Si

Si

Si

Si

Si

Uclear

Si

IMPACTO
SEVERIDAD

Si

Si

Si



1.4.3 Eficacia de las vacunas.

Numerosos los estudios estan actualmente evaluando la eficacia de las vacunas ante las nuevas
variantes. Asi, entre diciembre de 2020 y abril de 2021, los datos de las cohortes HEROES-
RECOVER, entre trabajadores de primera linea en Estados Unidos, mostraron que las vacunas
Pfizer/BioNTech y Moderna presentaban aproximadamente un 90% de efectividad en la
prevencién de la infeccidn sintomatica y de la asintomatica con SARS-CoV-2%2%4%7_ Sin embargo,
estas estimaciones disminuyeron al 66% desde que la variante Delta del SARS-CoV-2 se convirtid
en predominante en los sitios de estudio de cohorte HEROES-RECOVER*%,

En estudios preliminares realizados en enero de 2021, el equipo de Xie et al. encontrd
diferencias en la afinidad de los anticuerpos producidos por los 20 participantes contra los virus
portadores de la mutacién N501Y en comparacion con los anticuerpos producidos para combatir
los virus que carecen de este cambio®®.

También esta surgiendo evidencia de que la mutacién E484K puede permitir que el virus evada
la respuesta inmune. En un estudio publicado el 28 de diciembre de 2020, Andreano et al.**°
cultivaron SARS-CoV-2 en presencia de bajos niveles de suero de convalecencia. En 90 dias, el
virus sufrié tres mutaciones que lo hicieron resistente al suero humano: una fue la mutacién
E484K encontrada en la variante sudafricana; los otros son cambios en el dominio N-terminal
gue se encuentran tanto en las variantes sudafricanas como britdnicas. Esto sugirié que toda la
respuesta de anticuerpos anti-SARS-CoV-2 se dirigia contra una pequeiia fraccion de la proteina
espiga.

Estudios de cohortes realizados por Challen et al.*?2 sugieren que la variante B.1.1.7 (variante

india) puede estar asociada con un aumento de la mortalidad y en un analisis de mas de 130
trabajadores de la salud infectados con SARS-CoV-2 en tres centros en la India durante un
periodo de circulacién de linaje mixto, cientificos observaron una menor eficacia de la vacuna
Astra/Zeneca ChAdOx-1 frente a la variante Delta B.1.617.2%. Del mismo modo, el equipo de
Hoffmann et al. probd los sueros de personas previamente infectadas con SARS-CoV-2 y
encontrd que sus anticuerpos neutralizaban a B.1.617 aproximadamente un 50% de forma
menos efectiva que las cepas circulantes anteriormente. Ademds, cuando probaron el suero de
pacientes después de dos dosis de la vacuna de Pfizer, encontraron que los anticuerpos eran
aproximadamente 67% efectivos contra la variante B.1.617%2. El brote reafirma la importancia
de que la prevencidn mediante la vacunacidn y los tratamientos sean mas eficientes y se
apliquen de forma rdpida para evitar la generacién de otros mutantes.

Por otro lado, las mutaciones que deben considerarse en la modificacién de vacunas siguen
siendo cuestionables. Los principales candidatos son E484K, N501Y y L452R en el RBD (L452R se
encontrd en la variante india B.1.617 recientemente reportada y la variante estadounidense
B.1.429%3), Sobre la base de la tasa de mutacidn del SARS-CoV-2, se espera que se necesite una
revisién anual de la secuencia de la vacuna durante al menos los préximos 2-3 afios®®.

Ademads, las companiias farmacéuticas dedicadas a la produccién de vacunas prefieren
desarrollar vacunas quimicamente definidas, basadas en pocos elementos que no puedan
evolucionar, tales como proteinas purificadas. Pero estas vacunas no suelen ser inductoras de
respuestas inmunes fuertes en mucosas, que es donde se requiere la inmunidad que protege
frente la invasidn de virus respiratorios como los coronavirus. Esta inmunidad solo se induce
eficientemente proporcionando un antigeno que se exprese en las propias mucosas
respiratorias, por lo que una administracion intranasal de las vacunas proporcionaria una
inmunidad mucho mds robusta (esterilizante)*3*.

48



Esta ruta de administracion requiere mas controles que demuestren que la vacuna no cruza la
barrera hematoencefilica, pasando desde la circulacién sanguinea al cerebro y causando
problemas secundarios adversos, por lo que son mas dificiles de aprobar por las agencias
reguladoras del medicamento. En consecuencia, las farmacéuticas se decantan inicialmente por
las vacunas administradas intramuscularmente®*,

En cambio, la administracién de antigenos por via intramuscular induce una respuesta inmune
humoral y celular sistémica que es de bajo nivel y corta duracién en las mucosas, lo que implica
la necesidad de administrar al menos dos dosis para provocar una respuesta inmune que dé una
inmunidad esterilizante que no permita el crecimiento del virus en una posible reinfeccion
posterior. Este es un problema comun de las vacunas actuales frente al SARS-CoV*4,

En Espafa se estan desarrollando mds de 10 vacunas, 3 de ellas en el Centro Superior de
Investigaciones Cientificas (CSIC). De ellas, la vacuna que estd siendo desarrollada por Luis
Enjuanes y su equipo en el Laboratorio de Coronavirus del Centro Nacional de Biotecnologia
(CNB) esta basada en replicones RNA (copia del genoma RNA del virus, del que se han eliminado
varios genes) derivados de los genomas de los virus MERS-CoV o del SARS-CoV. Al mantener
genes que codifican antigenos que inducen proteccidn, estos replicones inducen una respuesta
inmune protectora y en ensayos preclinicos en modelos animales han mostrado una inmunidad
esterilizante. Esto impide que el virus se replique en los animales vacunados, por lo que se
bloquea la transmision del virus 434,

Otra cuestién que aun sigue en estudio es la duracién de la inmunidad humoral y celular
proporcionada por las vacunas actualmente en uso, asi como de lainmunidad derivada de haber
contraido la enfermedad y la necesidad de la administracién de dosis adicionales o de refuerzo.
Asi, en un estudio reciente, los resultados muestran que, independientemente si se pasé la
COVID-19 con sintomas o sin ellos, los anticuerpos persisten en titulaciones altas al menos nueve
meses después de la infeccion®®. Seguin los ultimos datos cientificos, se logra una proteccion
documentada de hasta los seis meses posteriores a la administracion de la vacuna, con una
pérdida muy lenta de efectividad, aunque persiste el seguimiento. En abril, Pfizer/BioNTech
confirmaron que la inmunidad de su vacuna de ARN sigue siendo fuerte (91,3% de efectividad)
seis meses después de la segunda dosis**®. De manera similar, la evidencia de la vacuna Moderna
muestra una efectividad del 94% seis meses después de la segunda dosis**’. Algunos estudios
qgue han evaluado la memoria de las células Ty B a los 6 meses o mas después de la infeccion.
Al evaluar especificamente las células T a los 6 meses después de la infeccién en 95 sujetos, un
estudio encontré células T CD4 + de memoria en el 90% de los casos y células TCD8 + de memoria
en el 70% de los casos donde se incluyeron un 44% de casos asintomaticos y que también estos,
en su mayoria, tenian memoria inmunolégica, presentando células T detectables, aunque a
niveles moderadamente mds bajos que los casos sintomaticos*2. Las células B de memoria se
han evaluado 6 meses después de COVID-19 en multiples estudios***#*°, En una cohorte de 188
casos, las células B de memoria especificas para la proteina de la espicula, RBD y nucleocapside
fueron detectables en el 100% de los sujetos a los 6 meses 0 mas después de la infeccion®®. En
particular, las células B de memoria aumentaron con el tiempo, con mas células B de memoria
RBD a los 6 meses que al mes de la infeccion®°#4°, Ademds, a los 6 meses las células no sélo
habian aumentado en ndmero, sino que también habian experimentado una maduracién por
afinidad y expresaron anticuerpos neutralizantes de mayor potencia*?®. Hay que destacar que la
caracteristica definitoria de la memoria inmune de COVID-19 es la heterogeneidad. Los distintos
compartimentos de la respuesta inmune, los anticuerpos especificos frente al virus, las célula B
de memoria, las células T CD4 + de memoriay las células TCD8 + de memoria presentan patrones
diferentes en los distintos individuos y a lo largo del tiempo**°.
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En conclusién y a la espera de nuevos estudios, con los datos disponibles hasta ahora, es
probable que la memoria de las células T y de las células B, asi como los anticuerpos, persistan
durante afios en la mayoria de las personas infectadas por el SARS-CoV-2438-440,

En base a los resultados de varios estudios, el Comité de Medicamentos Humanos de la EMA
(CHMP) recomendé el octubre pasado la administracién de una dosis adicional de las vacunas
COVID-19 Comirnaty (BioNTech / Pfizer) y Spikevax (Moderna) a personas con sistemas
inmunitarios gravemente debilitados, al menos 28 dias después de su segunda dosis ya que
demostraron que aumenta la capacidad de producir anticuerpos contra el virus en pacientes
trasplantados de érganos con sistemas inmunitarios debilitados*%**2, Ademads, el CHMP ha
evalud los datos de Comirnaty que muestran un aumento en los niveles de anticuerpos cuando
se administra una dosis de refuerzo aproximadamente 6 meses después de la segunda dosis en
personas de 18 a 55 afios con sistemas inmunitarios normales concluyendo que las dosis de
refuerzo pueden considerarse al menos 6 meses después de la segunda dosis para las personas
de 18 afios 0 mas, por lo que ha recomendado su administracién para éstos*’.

1.5. NUEVAS DIANAS TERAPEUTICAS

Una de las preguntas que sigue sin respuesta con respecto a la COVID-19 es por qué algunas
personas infectadas con SARS-CoV-2 tienen sintomas graves mientras que otras no. Por lo tanto,
el conocimiento de la susceptibilidad de un individuo a la infeccion por SARS-CoV-2 y otros
patdgenos virales a través de la identificacion de biomarcadores criticos especificos puede guiar
futuras estrategias de prevencién y tratamiento de la enfermedad en sus distintas fases.

Entre los nuevos métodos de utilizacion de biomarcadores de diversas enfermedades se
encuentran aquellos basados en la deteccidon y cuantificaciéon en fluidos corporales de
microRNAs (miRNAs), pequefias moléculas de RNA no codificantes que regulan la expresiéon
génica, asi como las terapias basadas en éstos.

Los miRNA son uno de los tipos mas diversos de RNA humanos no codificantes, con 2.656
especies diferentes y 1.610.510 de genes objetivos (http://mirbase.org) ** identificados hasta
la fecha en humanos y este nimero sigue creciendo** . Al estar involucrados en la regulacién
de la expresion génica, contribuyen asi a una variedad de procesos celulares que incluyen
proliferacién, diferenciacién, apoptosis o metabolismo**~*8 Segln las estimaciones actuales,
los miRNAs regulan la expresién de mas del 60% de los genes de mamiferos*®, por lo que
muchos procesos patolégicos se acompafian de distorsiones de la expresidn de los miRNA*%4%1)
pudiendo utilizarse como biomarcadores de diagndstico, prondstico y respuesta al tratamiento
para enfermedades como el cancer®®>*°, enfermedad de Alzheimer®®, enfermedad de
Parkinson®’, enfermedades cardiovasculares®®#%1, diabetes*®?, fibrosis hepatica®?, fibrosis
pulmonar®®* o la enfermedad inflamatoria®® (Figura 29).

50


http://mirbase.org/

» Osteoporosis

Diabetic Nephropath N * Alzheimers decease
40 Uadibls amide' y [ o v2n. me-zoo. mis mouT
210, IR 100 il 200 \ MIR-192, MR-2 168, MIR-Z17 7 o

| MR TS R 03 M1 2a
204 IR 700, e un.-l 208, WL A BT e mul )

* Parkinson's disease
* Lymphoma ) | mIR-200, - 7h, MIR-408-6p T

PHEE Y00, B 100, nw- 140

| MIR-26a, MiR-2008 mik unl

Tt B0 -0 1, -0 l

miRNAs

In human disecases

e TTTTTY

* Liver fibrosis
b A IR A7 R owi Ill'll '
« Chronic hepatitis B
MR- MIR-370, meiR-5014 T

* Lymphoblastic leukemia
PR ARSI ADE 2 T
L T0, 00 DY
* Diabetes
| miRA7 miR 24 miR-00 T

PFL 0%, IF- 1A Y, el 1S
[ Wot-a00. mike 14 w18

: l + Acute lung infury « Myocardial infarction a =
- ) ’
/1 - T2 R-1B8 R0 T [ mseuza. ik 10s. mir. 200 T‘
— -~ l
) \

MUR-AZT, 223, mei- 104 |_me00n, mwr214, mike 140
* Pancreatitis T .

* Lung fibrosis
MR -2108 mUR-078 mil S51e “
[ w2, e At mee 1200

! « Arrhythmia
A | w2 o 2s, i 213 T

T, 100, MIR-02D | )
' [ mir2e. mir-7a. mir 7 l P 1SE, BOO, MY l

Figura 29. Algunos miRNAs relacionados con enfermedades humanas.466

Los miRNAs son pequeiios RNAs no codificantes (20-24 ribonucledtidos) que regulan la
expresion génica a nivel post-transcripcionalmente, uniéndose sus objetivos especificos de RNAs
mensajeros (RNAm) y promoviendo su degradacién y /o inhibicién traduccional. En los genomas
de mamiferos, los genes mMiRNA estdn presentes como unidades de transcripcion
independientes o localizados en intrones y exones de otros genes y aproximadamente la mitad
de todos los genes codificantes de miRNA de mamiferos se encuentran dentro de los
intrones*®47  Ademds, se transcriben con frecuencia de sus propios promotores
independientemente de los genes del huésped?®8469,

1.5.4. Biogénesis y silenciamento post-transcripcional de los miRNAs

En la biogénesis de los miRNAs, la RNA polimerasa Il (Pol 1) transcribe los genes codificantes en
el nucleo de la célula en forma grandes transcritos primarios (primiRNAs) con tapa en UTR 5" y
poliadenilados en UTR 3” transcritos primarios (3’), que presentan una longitud variable que
oscila entre cientos y miles de ribonucle6tidos®’®*’2, Dichos primiRNAs pueden ser
monocistronicos (con una sola horquilla) o policistrénicos (varias horquillas) y presentan 3
caracteristicas definitorias: 1) estructura de asa; 2) protuberancias internas, y 3) estructura
bicatenaria. Los pri-miRNA son procesados posteriormente en el nucleo para formar precursores
mas cortos (de aproximadamente 70 nucledtidos) llamados pre-miRNA por una enzima RNasa
tipo Il lamada «Drosha» junto con su cofactor, como la proteina de la regién critica del gen 8
del sindrome DiGeorge (Pasha en las plantas), que crean un complejo enzimatico nuclear
llamado Microprocesador que acorta las moléculas de pri-miRNA en los extremos 3’ y 5’
formando las moléculas de pre-miRNA con una longitud de alrededor de 70 nucledtidos*’%472
478 Los pre-miRNAs se mueven hacia el citoplasma con la ayuda de RAN-GTP y exportina-5,
donde tiene lugar la siguiente etapa de su maduracion (Figura 30).

Dentro del citoplasma, la maduracién tiene lugar principalmente con la ayuda de la enzima Dicer
y las proteinas Argonauta (AGO), la proteina de unién al ARN de respuesta trans-activante (TRBP)
y el activador de proteinas de PKR (PACT)40-47>479-485 | 5 enzima Dicer, que reconoce un pre-
miRNA de doble cadena, lo disecciona alrededor de la base del bucle, formando moléculas de
RNA de doble cadena de alrededor de 22 nucleétidos. La proteina AGO2, segln la via candnica
de procesamiento de los miRNA, toma una de las cadenas a través de un mecanismo aun
desconocido y se incorporan en el Complejo de Silenciamiento Inducido por miRNA (miRISC) que

51



tiene la capacidad de reconocer la cadena duplex de RNA y convertirlo en miRNA maduro
monocatenario, después de la degradacién de la segunda hebra 4717473,478-480.484,485 (Eigyra 30).
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Figura 30. La biogénesis de los microRNA485,

El elemento clave en una molécula madura de miRNA es el fragmento de siete nucleétidos en el
extremo 5’ (secuencia semilla), que determina la unién con el ARNm objetivo*®’. La supresion
postranscripcional se logra predominantemente mediante la unién del complejo miRNA-RISC en
la regién UTR 3'del RNAm.

Los miRNAs maduros pueden tener un efecto sobre el nivel de expresidén de los genes a través
de dos procesos: mediante la degradacién del RNAm o por inhibicidn de la traduccion®71472,484488
El primer proceso se conoce como silenciamiento génico post-transcripcional, que requiere una
complementariedad total entre el miRNA y el RNAm objetivo, y muy rara vez ocurre en células
animales. El segundo proceso, que ocurre tipicamente en células animales, consiste en la
inhibicidn de la traduccién y no depende de la complementariedad total entre el miRNA y el
ARNm dirigido. En este caso, la inhibicién de la expresidn génica se produce a través de la uniéon
del miRNA a la region no traducida 3’ (3'UTR) del ARNm, con la participacion de una proteina
especifica GW182, lo que resulta en la inhibicidn de la traduccidn a proteinas*’248*48(Figura 31).

Asi, en animales, los mirRNAs se unen a las proteinas Argonauta (AGO) en complejos
silenciadores inducidos por miRNA (miRISCs) y éstas proteinas AGO interactldan con una
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proteina GW182 que proporciona el andamiaje necesario para reclutar otras proteinas
efectoras®®, como los complejos poli(A)-deadenilasa PAN2-PAN3 y CCR4-NOT, siguiendo la
interaccion miRNA:RNAm objetivo*®*!, Los complejos PAN2—PAN3 y CCR4-NOT catalizan la
poli-deadenilacion del RNAm diana. Las proteinas GW182 constan en un dominio de unién
amino-terminal a AGO (ABD) y un dominio con repeticiones de triptéfano (W) que interactuan
con poli(A)- proteina C (PABPC) y promueven una deadenilacion*®. Posteriormente, el decapado
se lleva a cabo facilitado por la proteina 2 (DCP2) y las proteinas asociadas*®®, seguida de la
degradacion 5'-3' del RNAm por la exoribonucleasa 1 (XRN1)*92 (Figura 31).
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Figura 31. Descripcion general del silenciamiento génico mediado por miRNA en animales
490

Ademas, se sabe los miRNAs pueden reprimir la traduccién, pero el mecanismo molecular
preciso para esto sigue sin estar claro. El consenso emergente es que los miRNAs inhiben el inicio
de la traduccidn al interferir con la actividad y/o el ensamblaje del complejo del factor de
iniciacidon eucariota 4F (elF4F). El complejo elF4F consiste en la proteina de unién a la tapa del
RNAm, el factor elF4E, la proteina adaptadora de ellF4G y la caja DEAD ARN helicasa elF4A**. El
factor FAG sirve como andamio para las interacciones proteina-proteina que son esenciales para
el reclutamiento del complejo de pre-iniciacion 43S del ribosoma y para la iniciaciéon de la
traducciéon®? (Figura 31).

Por otro lado, aunque en la mayoria de los casos, las regiones de unién a miRNA se encuentran
en el 3 -UTR de los ARNm diana para inducir la degradacion del RNAm y la represion
traduccional*3, también se ha reportado la interaccién de miRNAs con otras regiones,
incluyendo el UTR 5', la secuencia codificante y los promotores de genes*¥.

Ademas, los miRNAs también pueden activar la expresidén génica bajo ciertas condiciones*®,
Estudios recientes han sugerido que los miRNAs se transportan entre diferentes
compartimentos subcelulares para controlar la tasa de traduccidn, e incluso la transcripcién®®.
Debido a su corta longitud y complementariedad incompleta, cada miRNA podria tener cientos

de objetivos potenciales de RNAmM** vy, por otro lado, cualquier RNAm dado puede tener
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multiples sitios de unidn para el mismo o diferentes miRNAs, lo que permite una regulacion
compleja de la expresidn génica®®.

La interaccién de los miRNAs con sus genes diana es dindmica y depende de muchos factores,
como la localizacion subcelular de los miRNAs, la abundancia de miRNAs y mRNAs diana, y la
afinidad de las interacciones miRNA-RNAm. Por ejemplo, miRISC y el RNAm objetivo pueden
localizarse en multiples compartimentos subcelulares, incluidos el reticulo endoplasmico rugoso
(rER)*7, los cuerpos de procesamiento (P)*%, los granulos de estrés (SG)**%, la red trans-Golgi
(TGN), los endosomas tempranos / tardios°®, los cuerpos multivesiculares (MVB)>%, los
lisosomas®®, las mitocondrias®®%°% y el nucleo°*°%, Finalmente, los componentes que facilitan
la regulacidon génica post-transcripcional del miRNA se enriquecen en los sitios donde se
localizan los complejos miRISC-mRNA*%,

1.5.5. miRNAs extracelulares

Los miRNAs pueden ser liberados desde las células que los producen en fluidos extracelulares y
ser asi utilizados como biomarcadores para una variedad de enfermedades®®®=%, Asi, se han
detectado cantidades sustanciales de miRNA fuera de la célula en practicamente todos los
fluidos corporales conocidos, incluidos plasma y suero®°% liquido cefalorraquideo®'?, saliva®'?,
leche materna®®3, orina o lagrimas, entre otros. Contrariamente a las especies de RNA celular,
los miRNAs extracelulares son altamente estables, debido a la asociacién con varios portadores,
resistiendo la degradaciéon a temperatura ambiente durante hasta 4 dias y en condiciones
perjudiciales como ebullicién, multiples ciclos de congelacidon-descongelacién y fluctuaciones

significativas de pH>%°%,

Existen dos tipos de poblaciones de miRNAs extracelulares en fluidos bioldgicos. Uno se puede
encontrar en vesiculas como exosomas, microvesiculas y cuerpos apoptdticos®*%%®, mientras
que el otro estd asociado con proteinas, especialmente AGO2°'2°1®, Principalmente, se ha
demostrado que varias vesiculas extracelulares (EV) sirven como portadoras de miRNA
circulante. De hecho, casi todos los tipos de células forman y excretan varios tipos de vehiculos,
incluidas las microvesiculas (vesiculas de desprendimiento) y los exosomas y en el espacio
extracelular se han encontrado cuerpos apoptéticos que también contienen miRNAs>Y.
También se han encontrado miRNAs extracelulares en las fracciones de particulas de
lipoproteinas de alta densidad (HDL)523 o unidos a nucleofosmina 1(NOM1), asi como miRNA
extracelular flotando libremente con proteinas AGO>'%>1° (Figura 32).

Segln algunos estudios, la mayoria de los miRNAs extracelulares no estan asociados con
exosomas/microvesiculas, sino que estdn unidos a AGO2°!%°1°, Sin embargo, otro estudio
informo que los miRNAs extracelulares estan presentes predominantemente en exosomas en
suero humano vy saliva®?. Dado que estos estudios solo midieron un determinado miRNA en
unas pocas muestras de plasma, es posible que la existencia de miRNA predominantemente
exosémicos o libres de vesiculas dependa del propio miRNA, del tipo de célula del que se
originan y/u otros factores que afecten la secrecion de miRNA en individuos.
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Figura 32. Vias de secrecion de miRNA. El miRNA puede ser secretado por varios tipos de
vesiculas extracelulares. Los exosomas se forman por invaginaciones de membranas de
endosomas tempranos y MVB. MVB se fusiona con lisosomas o membrana plasmética. Este
Gltimo evento conduce a la liberacién de exosomas (i). Las microvesiculas se forman al brotar
directamente de la superficie de la membrana plasmatica (ii), y los cuerpos cetonicos se forman
como resultado de la muerte celular (iii). Los mecanismos de HDL incorporados a la secrecion
de miARN (iv) y los complejos AGO-miRNA (v) que flotan libremente siguen sin estar claros. Sin
embargo, los complejos AGO-miRNA libres pueden liberarse de forma no especifica después del
dafio celular*9e,

En general, se cree que la presencia de miARN en vesiculas o con proteinas acompafnantes
protege los miARN extracelulares y aumenta su estabilidad en el medio extracelular®%21,
Aunque algunos miRNAs extracelulares son considerados como subproductos de actividades
celulares, como lesiones celulares o muerte®??, la creciente evidencia sugiere que la liberacion
de miRNAs extracelulares es un proceso regulado®?75%,

Los miRNAs extracelulares pueden ser entregados a las células diana y actuar como reguladores
autocrinos, paracrinos y/o endocrinos para modular las actividades celulares®?®=28, Por ejemplo,
exosomas procedentes de células de cancer de mama metastdsico que contienen altos niveles
de miR-105, regulaban la expresion de la proteina ZO-1 en células endoteliales, resultando en la
destruccion de la barrera endotelial y promoviendo la metéstasis®®. Ademas, los exosomas de
la sangre del cordén umbilical parecen estar enriquecidos en miR-21-3p, lo que promueve la
proliferacién y migracion de fibroblastos, asi como las actividades angiogénicas de las células
endoteliales, lo que llevé a la cicatrizacién acelerada de heridas®®. Por otra parte, miR342-3p y
miR-1246, secretados a partir de una linea celular de cancer oral humano altamente
metastdsica, inducen metdstasis en una linea celular de cadncer poco metastdsica®>!. Ademas, los
miRNAs extracelulares se unen a receptores tipo Toll*3?, activan eventos de sefializacién aguas
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abajo vy, finalmente, conducen a respuestas bioldgicas, como el crecimiento tumoral, la
metdastasis®*® y la neurodegeneraciéon®*,

Por otro lado, aun no se conocen bien los mecanismos de absorcidn extracelular de los miRNAs.
Se ha propuesto que los miRNAs extracelulares asociados a vesiculas pueden ingresar a las
células por endocitosis, fagocitosis o fusidén directa con las membranas plasmaticas, mientras
que los miRNAs secretados libres de vesiculas pueden ser absorbidos por receptores especificos
en la superficie celular®®. De hecho, varios estudios han demostrado que los miRNAs entran en
las células receptoras por endocitosis y micropinocitosis®*¢°%. Si bien estos estudios sugieren
que los miRNAs extracelulares pueden interactuar con las células receptoras a través de
multiples mecanismos, los factores que determinan la especificidad de tales interacciones deben
ser investigados.

1.5.6. MIiRNAs extracelulares como biomarcadores de enfermedades

Como ya se ha comentado, los miRNAs regulan multitud de funciones fisioldgicas y patoldgicas
y, los niveles de expresién desregulados de los miRNAs circulantes, estdn asociados con la
expresion alterada de miRNAs en las células. Por todo ello, los miRNAs constituyen novedosos
biomarcadores no invasivos de diagndstico, prondstico y respuesta al tratamiento para distintas
enfermedades porque son altamente estables y facilmente detectables y cuantificables®®,

aunque estén en pequefias cantidades, en sangre y otros fluidos.

De hecho, miRNAs han sido o estan siendo evaluados en estudios preclinicos o ensayos clinicos
en enfermedades como el cancer®> >, el Alzheimer, enfermedades cardiovasculares**46,
hepaticas, diabetes®®? o la enfermedad inflamatoria®® Estos se podrian introducir en la clinica
de manera rutinaria, para aumentar la sensibilidad y especificidad de las pruebas diagnésticas y
prondsticas, lo que ofreceria nuevas oportunidades para mejores tratamientos

personalizados®®.

Esta nueva clase de moléculas posee una serie de ventajas que podrian convertirlas en
candidatos ideales para biomarcadores en una variedad de aflicciones, ya que un biomarcador
ideal debe ser de facil acceso, una condicidn que se aplica a los miRNAs, que se pueden extraer
facilmente a través de biopsias liquidas de sangre, orina y otros fluidos corporales. También
tienen una alta especificidad para el tejido o tipo de procedencia celular y varian segun la
progresion de la enfermedad, siendo utilizados en varios estudios para la diferenciacién de las
etapas de distintas enfermedades como el cdncer>* e incluso para la medicién de la capacidad
de respuesta de la terapia®®. Ademads, las tecnologias para la deteccién de acidos nucleicos ya
existen y el desarrollo de nuevos ensayos requiere menos tiempo y menores costes en
comparacion con la produccion de nuevos anticuerpos para biomarcadores de proteinas. Si bien
la ejecucion de muchos marcadores de proteinas puede ser costosa y llevar mucho tiempo, el
uso de paneles multimarcador compuestos por numerosos miRNAs puede proporcionar un
método no invasivo para el diagnéstico y la prediccién de la progresion de la enfermedad. Por
ejemplo, la identificacidn de la firma de miRNA urinario de la nefritis [Upica ha promovido la
deteccidon temprana de la fibrosis renal®*'. Del mismo modo, por ejemplo, se ha descrito un
panel multimarcador de nueve miRNA para el carcinoma de mama que parece mejorar
significativamente la fiabilidad del diagndstico de este cancer>*.

1.5.7. Mirnas como biomarcadores en enfermedades patogénicas

Los miRNAs también tienen el potencial de servir como biomarcadores de infeccidn con
bacterias, pardsitos, virus e incluso priones®?,
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Actualmente, estos se han perfilado como biomarcadores potenciales en enfermedades
infecciosas como el VIH**, tuberculosis®*®, malaria®*® o Ebola®*’. Ademds, los miRNAs séricos
circulantes se han utilizado para distinguir la tuberculosis latente y activa, para generar firmas
prondsticas tempranas de sepsis y como biomarcadores de la gravedad de la enfermedad en la
hepatitis viral causada por el virus de la hepatitis B y C>*&>%,

En infecciones virales, tanto los miRNAs codificados por el virus como por la célula huésped,
pueden regular la expresion de objetivos genéticos relacionados con la inmunidad a través de
complejas redes de interacciones virus-célula huésped®?, la evasién inmune, la replicacion viral
o la traduccién del genoma viral >*°>>2(Tabla 6).

Tabla 6. Papel de distintos miRNAs en infecciones virales>*.

Virus miRNA Function
James Canyon Virus (JCV) miRNA J1 (Viral) Downregulates early gene expression
Human Papilomavirus (HPV) miRNA 203 (Cellular) Downregulates expression of p63
SARS miRNA 17 and Facilitates gene replication and
miRNA 214 helps in immune invasion
(Cellular)
Herpes Simplex Virus (HSV) miRNA LAT (Viral) Anti-apoptotic role
Hepatitis C Virus (HCV) miRNA 122 (Cellular)  Enhances viral replication
Human Immunodeficiency Virus miRNA N367 (Viral) Reduces LTR transcription
(HIV)
Human Cytomegalovirus (HCMV) miRNA UL23 (Viral) Immunomodulation
Simian Virus 40 (SV 40) miRNA S1 (Viral) Downrequlates early gene expression
Influenza miRNA 507 (Cellular)  Helps adapting influenza Al (Avian Influenza) to mammalian cells/species via targeting
PB2
BK Virus (BKV) miRNA B1 (Viral) Downregulates early gene expression

Por otra parte, la expresion de miRNAs humanos esta sustancialmente desregulada en muchas,
si no en todas, las infecciones y enfermedades virales crénicas®**. Una prediccidon de secuencias
complementarias mediante herramientas bioinformaticas sugirid que pueden tener efectos
antivirales potenciales contra mas de 200 virus humanos, de los que 62 eran virus de ARN
monocatenario®>®. Ademds, los miRNAs pueden influir en la replicacién del virus y la expresion
génica, asi como en la latencia o la tumorigénesis, que se puede lograr mediante la expresién de
ortélogos funcionales celulares de miRNAs virales, como se ha demostrado para algunos
herpesvirus®®®. Esto plantea si los miRNAs del huésped evolucionaron para combatir las
infecciones virales o si los virus, que evolucionan mas rapido, lo hicieron para imitar los
especificos del huésped>°®.

La respuesta antiviral por parte de los miRNAs del huésped puede implicar la regulacién de sus
dianas de ARNm, que pueden ser componentes de vias de sefializacién que participan en la
respuesta celular desencadenada por la infeccién viral, como WNT, INF, PIK3/AKT, MAPK y
NOTCH>*’ . Ademas, otros mecanismos, entre ellos la "evasion" de los miRNAs celulares, y los
defectos en la biogénesis del miRNA, pueden favorecer la replicacién viral y la supervivencia del
virus en las células huésped>®,

Por otro lado, muchos virus codifican sus propios miRNAs>*° y, tanto las secuencias virales

codificantes como las no codificantes albergan genes de estas moléculas, que es una forma
eficiente de empaquetar la capacidad reguladora en genomas virales que a menudo tienen un
tamanfio pequefio y una capacidad de codificacién limitada. Por lo tanto, los virus pueden ampliar
eficientemente sus posibilidades de regular la expresidn de sus propios genes, asi como de los
genes del huésped, mediante la codificacidn de miRNAs. Los miRNAs virales pueden manipular
eficientemente la expresion del gen del huésped, ya que pueden regular una serie de ARNm
objetivos, y es menos probable que sean reconocidos por el sistema inmune del huésped que
las proteinas virales®®. Asi, las funciones conocidas de estos incluyen la regulacién de la
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persistencia o latencia viral y la reactivacion, la proliferacion y la supervivencia a largo plazo de
las células huésped a pesar de la presencia del virus, y la evasién inmune del huésped que
contribuye al establecimiento de la infeccion. Ademads, los miRNAs virales también pueden
regular la expresion de genes codificantes de proteinas virales>®, facilitando asi la modulacién y
evasion inmune mediante la orientacidn directa de genes pro-apoptéticos y el control de la
latencia viral, que apoyan el establecimiento de la persistencia viral®®Z.

La identificacion de marcadores del estado inmunoldgico individual o de las respuestas inmunes
del huésped a los patégenos abriria un nuevo campo de aplicaciones para los diagnésticos y
terapias basados en miRNAs. Como ejemplo, el miR-155, que es un modulador clave de las
respuestas de las células T y parece desempeiiar un papel central en la respuesta inmune a
muchas infecciones virales y bacterianas®?->%4,

Por todo ello, el potencial de los miRNAs en las enfermedades infecciosas, entre ellas las virales,
hace que muchas mejoras sean concebibles, incluida la deteccidon temprana, la identificacion de
patdgenos, la deteccién de infecciones latentes, la medicién de la eficacia del tratamiento, la
prediccidon de los resultados de la enfermedad y respuesta del huésped, y la orientacién de la
seleccidn terapéutica éptima, asi como el diagndstico complementario®®®, aunque aun se han
establecido pocos en la practica diagndstica en la actualidad.

1.5.8. miRNAsyla COVID-19

Desgraciadamente, entre 20 y el 30% de los pacientes hospitalizados con COVID-19 desarrollan
un fenotipo grave de la enfermedad que requiere ingreso en la unidad de cuidados intensivos
(UCl) con una tasa de mortalidad variable en la UCI que oscila entre el 25- 50%°%°%’, En este
escenario, existe una demanda urgente de herramientas confiables para definir el estado del
paciente y predecir los resultados clinicos, pero también para definir la susceptibilidad de sufrir
la COVID-19 grave frente a la asintomatica o leve, mas alla de las comorbilidades descritas en la
literatura.

De hecho, aunque el modelado de riesgos basado en caracteristicas clinicas y/o biomarcadores
ha logrado un progreso notable, la prediccién temprana del deterioro del estado vital sigue
siendo un desafio para los médicos®®®. Ademas, la mayoria de los estudios de COVID-19 se han
centrado en biomarcadores proteédmicos, metaboldmicos y celulares®®¥® por lo que la
investigacion de indicadores clinicos alternativos, incluidos los basados en miRNAs, puede
arrojar luz sobre el desarrollo de nuevas herramientas para el manejo de COVID-19 vy la
susceptibilidad de la versién grave de la COVID-19.

Asi, desde el inicio de la pandemia, el uso de herramientas bioinformaticas ha permitido analizar
el genoma del SARS-CoV-2 y detectar tanto posibles miRNAs virales®”*>’4, como los posibles
miRNAs humanos que pudieran dirigirse al genoma viral®’>=% y miRNAs humanos que pudieran
regular la expresidn de las proteinas del huésped implicadas en los distintos pasos del ciclo del
Virus®71:572577,578,580,583-588 . F5 @] caso de estudios centrados en predecir miRNAS que
potencialmente regulan su expresion génica de ACE2 y la TMPRSS238%-5%4,

Actualmente, se han realizado estudios que han analizado la expresion de miRNAS humanos en

cultivos de lineas celulares®7”%>5% y también en muestras bioldgicas de pacientes COVID-
19591,597—599

Algunos autores han propuesto que los coronavirus patégenos podrian modular los niveles de
miRNA del huésped actuando como "esponjas de miRNAs” para facilitar la replicacién viraly / o
evitar respuestas inmunes" %, Otros estudios adicionales posteriores apuntaron en la misma
direccigon®3601,
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Ademas, un estudio reciente ha analizado el potencial uso de un panel de miRNAs circulantes
previamente asociados o propuestos como biomarcadores de mecanismos moleculares
vinculados a la enfermedad como panel de miRNAs para predecir la mortalidad en la UCI con
muestras de sangre de pacientes hospitalizados®®. Este trabajo encontré que la COVID-19 grave
induce cambios moleculares caracteristicos en el perfil de miRNA circulante, destacando dos
miRNAs particulares como predictores relevantes del resultado del paciente en la fase
clinicamente grave®®2.

Actualmente, se esta trabajando para ver si las moléculas de miRNA que se dirigen a ACE2 se
pueden usar para regular el receptor del SARS-CoV-2en tipos de tejidos especificos que son
susceptibles a la patologia de la enfermedad®.

1.5.9. Terapias basadas en MiRNA

Los miRNAs por sus funciones se convierten en objetivos terapéuticos potenciales®®

manipulacion de su expresion se utiliza como nueva estrategia de tratamiento clinico.

y la

Aunque las vacunas y las terapias contra la COVID-19 aprobadas, como farmacos y anticuerpos
monoclonales han sido prometedoras en el manejo inicial de la enfermedad, se necesitan mas
y nuevas terapias como las basadas en miRNAS, que accedan al interior de la célula para
interferir en la expresidn genes codificantes de proteinas implicadas en el ciclo de infeccion del
SARS-CoV-2.

Existen numerosos ensayos preclinicos y clinicos en curso basados en miRNAs contra varias
enfermedades como el cancer, trastornos pulmonares, cardiacos, circulatorios, renales, fibrosis
cardiaca, Esclerosis Lateral Amiotrdpica, virus de la Hepatitis C, etc.)*® (Tabla 7).

Tabla 7. Principales terapias basadas en miRNAs en fase de desarrollo (2020)465,

Therapeutic molecule  Discase Target miRNA Biotechnology or Stage of Development
Biopharmaceutical Company (Clinical trial/preclinical
trial)

Miravirsen(SPC3649) For the treatment of hepatitis C virus miR-122 SantarisPharma Phase I dinical trials
(HCV) mfection

MRX34 For the treatment of different types of miR-34a miRNATherapeutics Phase 1 clinical tnal
cancers

RG-101 For the treatment viral effect miR-122 Regulus Therapeutics Phase 1B clinical trial

RG-012 To prevent alport nephropathy miRNA-21 Regulus therapeutics (with the Prechinical stage

strategic alliance with Genzyme)

RGLS4326 For the treatment of Polycystic kidney miR-17 Regulus Therapeutics Phase I chinical study
disease (PKD)

MGN-1374 For the treatment of post-myocardial miRNA-15 and muR- miRagen therapeutics Preclinical stage
infarction 195

MGN-2677 For the treatment of vascular disease miR-143/145 miRagen therapeutics Preclinical stage

MGN-4220 For the treatment of cardiac fibrosis 1mR-29 miRagen therapeutics Prechinical stage

MGN-4893 For the treatment of disorders like miR-451 miRagen therapeutics. Preclinical stage
abnormal red blood cell production

MGN-5804 For the treatment of cardiometabolic miR-378 miRagen therapeutics Prechinical stage
disease

MGN-G114 For the treatment of peripheral arterial miR-92 miRagen therapeutics Preclinical stage
disease

MGN-9103 For the treatment of chronic heart failure miR-208 miRagen therapeutics Preclinical stage

Cobomarsen (MRG- For the treatment of cutancous T-cell miR-155 miRagen therapeutics Phase-I chinical trial

106) lymphoma (CTCL)

MRG-107 For the treatment of amyotrophic lateral miR-155 miRagen therapeutics Completed prechnical trial
sclerosis (ALS) and entering in clinical tnal

MRG-110 Target blood vessel growth and to control  miR-92a miRagen therapeutics Phase-I clinical trial
ischemia

Remlarsen (MRG-201)  For the treatment of different type of miR-29 miRagen therapeutics Phase-I clhinical trial (for

fibrosis such as cutancous fibrosis,
idiopathic pulmonary fibrosis etc.

idiopathic pulmonary
fibrosis and other fibrosis)
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Las terapias basadas en miRNAS consisten en la administracion de imitaciones de miRNAs
(mimics miRNAs) para suprimir la traduccidon del RNAm objetivo, asi como la administracion de
anti-miRNAs, para suprimir la funcién de bloqueo o degradacién del RNAm objetivo y permitir
la traduccidn de este.

Sistemas de administracion.

Los principales problemas con la investigaciéon de terapias virales basadas en miRNA son los
sistemas de administracion de miRNAs a las células / tejidos diana especificos, dado que un
miRNA en particular puede controlar simultdneamente multiples genes diana y funcionar de
manera diferencial en varios tipos de células, se pueden generar efectos inesperados fuera del
objetivo de la terapia y deben considerarse en el desarrollo terapéutico, la vida media (ya que
los miRNAs son altamente inestables) y la toxicidad asociada con los vehiculos de administracidn
convencionales.

La modificaciéon quimica simple puede servir como un medio para mejorar la estabilidad de los
miRNAs, pero puede no proporcionar traduccion in vivo y clinica. Por otro lado, varios vectores
virales (vectores adenovirales, retrovirales y lentivirales) se han aplicado ampliamente con fines
preclinicos y clinicos. Sin embargo, su pobre eficacia de carga de miRNA, toxicidad fuera del
objetivo e inmunogenicidad dificultan significativamente su uso. Por lo tanto, el desarrollo de
vectores de entrega no virales se considera una opcién adecuada para la administracion efectiva
de microARN®%,

Por otro lado, el uso de nanoparticulas aborda estos obstdculos relacionados con la terapéutica
de miRNA®% | 5 nanoterapéutica es una de las plataformas mas favorables para entregar
efectivamente los miRNAs a las células huésped pertenecientes a su pequefio tamafio y bajo
peso molecular. Se han sugerido varios portadores de nanoparticulas para la entrega exitosa de
miRNA, principalmente nanoparticulas inorgdnicas, particulas poliméricas, nanoparticulas
lipidicas y otras®”’. Entre todos estos sistemas de administracién no virales, los portadores
basados en lipidos (miRNAs complejados o encapsulados dentro de la superficie similar a la
membrana del lipoplex / liposoma) son la categoria ampliamente empleada. Actualmente, este
tipo de formulaciones (lipofectamina, SiPORT y DharmaFECT)®4% ya se estan utilizando para
aplicaciones in vitro e in vivo.

Los sistemas de administraciéon basados en polimeros, como PEI, PLGA u otros portadores
biodegradables basados en polimeros, no solo ofrecen biocompatibilidad, sino también una
toxicidad minima y una entrega eficiente. Los nucleos de nanoparticulas protegen el miRNA
desnudo de su degradacion, por lo tanto, proporcionan una circulacién mejorada en el sistema.
Ademas, debido al rango de tamaifio nanométrico de los nanoportadores, se logra la entrega
dirigida de miRNAs®%,

Un concepto relativamente nuevo de usar exosomas o vesiculas endosdmicas sintéticas como
vehiculos de entrega, también es otra opcidn para administrar con éxito miRNAs®*,

Por tanto, la terapéutica basada en miRNA ha confirmado que podrian ser los medicamentos de
proxima generacion para la cura de diversas enfermedades. Actualmente, varias compaiiias
farmacéuticas estan involucradas en el desarrollo de miRNAs terapéuticos y nuevos sistemas de
administracién para la entrega de miRNAs al sitio objetivo. Al ser capaces de llevar a cabo una
regulacidon especifica de la expresidn de genes, los miRNAs terapéuticos son la opcién perfecta
para futuros medicamentos.*®®
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Por todo ello, en este estudio hemos llevado a cabo una seleccidn de varios miRNAs que han
sido predichos, en estudios cientificos previos basados en las herramientas de la bioinformatica,
que tienen como objetivo los RNAmM de tres proteinas claves de la célula humana en el ciclo de
vida del SARS-CoV-2(3 miRNAs que tienen como objetivo el RNAm de la ACE2, proteina de la
membrana celular que sirve de reconocimiento y acceso del SARS-CoV-2a la célula humana,
otros 3 cuyo objetivo es el de la TMPRSS2, proteasa de membrana que posibilita la fusién de la
membrana celular y viral para la entrada del virus y un dltimo miRNA, identificado como tendria
como objetivo el RNAm de la proteina RAB 14, involucrada en el trafico celular de vesiculas en
la via Trans-Golgi, para determinar su presencia y cuantificar sus niveles en sangre periférica en
pacientes de COVID-19 graves hospitalizados y compararlos con los niveles de estos miRNAs en
pacientes asintomaticos o con COVID-19 leve y sujetos sanos, a fin de establecer si constituyen
biomarcadores de prondstico de la gravedad de la enfermedad, proporcionando nuevas
herramientas para el manejo de la COVID-19, asi como posibles dianas terapéuticas de terapias
anti-miRNAs o mimics-miRNAs.
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2. HIPOTESIS

Dada la relevancia de la pandemia actual debida a la infeccion por SARS-CoV-Cov-2, resulta
imprescindible ahondar en los mecanismos de accién de este virus, asi como identificar posibles
dianas terapéuticas para frenar los sintomas asociados. En este sentido, teniendo en cuenta el
papel de los miRNAs como potenciales biomarcadores en diferentes patologias, en el presente
trabajo se hipotetiza que determinados miRNAs reguladores de la expresidn de proteinas
humanas clave en el ciclo de vida del SARS-COV-CoV-2, pueden servir como biomarcadores de
gravedad de la COVID-19.

3. OBJETIVOS

El objetivo general de este estudio es evaluar los niveles de expresién de varios miRNAs
asociados directa o indirectamente a proteinas implicadas en la infeccidn y replicacién del virus,
en el suero de individuos asintomaticos y pacientes criticos infectados por SARS-COV-CoV-2.
Dichos miRNA podrian emplearse como biomarcadores de la gravedad de la enfermedad.

Asi mismo, se pretende aportar informacion sobre los genes diana cuya expresién estd regulada
por dichos miRNAs y la participacidn de las proteinas humanas que codifican en el ciclo de vida
y la patogénesis del SARS-COV-CoV-2; y sobre los procesos bioldgicos que subyacen en la
infeccidn por este virus.
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4. MATERIAL Y METODOS

4.1 Analisis bioinformatico para predecir miRNAs que se dirigen a ACE2, TMPRSS2 y RAB14.

Para realizar la prediccidon de los miRNAs y sus genes objetivo se utilizaron las bases de datos
miRDB®! (http://mirdb.org/) y TargetScan®'? (http://www.targetscan.org) y la imagen de red se
obtuvo utilizando la herramienta miRNet®® (https://www.mirnet.ca). El anélisis utilizando estas
herramientas se realizd utilizando los pardmetros predeterminados y seleccionando el
pardmetro Homo sapiens. Los genes diana compartidos de los miRNAs predichos se analizaron
con la Herramienta de Busqueda para la Recuperacién de Genes Interactuantes (STRING)® para
determinar las redes funcionales de asociacidn de proteinas (https:// string-db.org) y la imagen
de red miRNA-gen se realizé con el software Flourish (https://flourish.studio). El STarMiR®®
(https://sfold.wadsworth.org/cgi-bin/starmir.pl) se utilizé para la prediccion de sitios de union
de miRNA a sitios de unién a la 3’'UTR del RNAm.

4.2 Poblacion de estudio.

El estudio se realizé en pleno cumplimiento de la Declaracién de Helsinki. El protocolo de estudio
fue aprobado por el Comité de Etica de cada centro hospitalario. Los participantes, o sus
representantes legales, dieron su consentimiento informado.

Para la realizacidn del estudio se reclutaron un total de 49 sujetos que se dividieron en tres
grupos:

= Sujetos sanos con prueba PCR de hisopo nasofaringeo negativo para SARS-CoV-2y test
de anticuerpos (IgG e IgM) realizados con kits ELISA especificos (Erba Mannheim) frente
a SARS-CoV-2negativo (n= 16) que fueron reclutados durante la primera ola pandémica
en Espafia (marzo-abril de 2020) entre voluntarios del personal sanitario del Hospital
Nacional de Parapléjicos de Toledo. Este grupo se establecié como grupo control.

= Sujetos infectados con prueba PCR de hisopo nasofaringeo negativo para SARS-CoV-2y
test de anticuerpos (IgG) realizados con kits ELISA especificos (Erba Mannheim) frente a
SARS-CoV-2positivo (n= 16) que fueron reclutados durante la primera ola pandémica en
Espafa (marzo-abril de 2020) entre voluntarios del personal sanitario del Hospital
Nacional de Parapléjicos de Toledo. Este grupo se estableci6 como donantes
asintomaticos.

= Pacientes en estado grave que requirieron hospitalizacién, con PCR de hisopo
nasofaringeo positiva frente a SARS-COV-Cov-2, ingresados en el Hospital Militar Vigil
de Quifiones (Sevilla) (n=6) y en el Hospital Universitario Puerta del Mar (Cadiz) (n=11)
y que se reclutaron en el momento de la hospitalizacion durante los meses de mayo y
junio de 2021. Este grupo se establecié como pacientes graves.

Los tres grupos, estan formados por hombres y mujeres con edades comprendidas entre 36y
68 anos.
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4.3 Coleccion de suero.

Se recogieron muestras de sangre periférica de los pacientes en tubos separadores séricos (SST™
Il advance, BD Vacutainer®). La sangre se mezcld hacia arriba y hacia abajo de 8 a 10 veces.
Después de eso, los tubos SST se incubaron a temperatura ambiente durante al menos 30
minutos para garantizar la separacién del suero de los componentes celulares, y el suero se
recolecté por centrifugacion (2000 g durante 10 min a 4 2C). Las fraccidn de suero fue alicuotada
en crioviales identificando los tubos con cédigos para garantizar el anonimato de los donantes
y estos fueron enviados en hielo seco hasta los laboratorios de investigacion en Biomedicina de
la Universidad de Cadiz, donde se almacenaron a -80 °C hasta su procesamiento.

4.4 Aislamiento de RNA.

El aislamiento del RNA total del suero, incluidos los micro, se llevd a cabo a partir de 200 pL de
muestras de suero utilizando el kit de suero / plasma el miRNeasy Serum/ Plasma Advanced Kit
(Qiagen), siguiendo las instrucciones del fabricante y a partir de 200 pl de suero.

Para hacer el seguimiento de la calidad técnica del aislamiento de ARN se afiadié a cada muestra
de suero el kit de RNA Spike In UniSp2 (2 fmol), UniSp4 (0.02 fmol), UniSp5 (0.00002 fmol) de
RNA Spike-in Mix de RNA Spike-in Kit (Qiagen) para hacer el seguimiento del aislamiento de RNA
y RNA portador de MS2 (Merck), para mejorar el rendimiento de RNA extracelular. El RNA
obtenido fue inmediatamente sometido a proceso de transcripcion inversa

4.5 Reaccidn de transcriptasa inversa

Para la sintesis de cDNAs a partir de los miRNAs aislados, se utilizaron 2 plL de la solucién de RNA
aislado junto con UniSp6 RNA spike-in, de RNA Spike-in Kit (Qiagen) (0,075 fmol) en combinacion
con cel-miR-39-3p sintético de Caenorhabditis elegans (0,001 fmol), que carece de homologia
de secuencia a los miRNAs humanos, como miRNA de referencia externa, como controles
positivos de la sintesis de cDNA que se agregaron al tubo de reaccién para componer un volumen
final de 10 pl de mezcla de reaccion.

Dado que la cantidad total de ARN que estd presente en el plasma es baja y la concentracién de
ARN no se puede determinar con precisién en las muestras de plasma, la cantidad de ARN de
entrada para el andlisis posterior se basé en el volumen inicial en lugar de la cantidad de ARN.
Se utilizé una cantidad de entrada consistente para todas las muestras.

La retrotranscripcién de mediante el kit comercial miRCURY® LNA® Reverse Transcription Kit
(Qiagen), segun las indicaciones del fabricante (Tabla 8).

Tabla 8. Preparacién de la RT-PCR por reaccion.

Reactivo Volumen por reaccion
Tampon de reaccion 5x 2 ul

Mezcla enzimatica 10x 1l

UniSp6 RNA spike-in 0,5 pl

Agua libre de RNasas 4.5 pl

Muestra RNA 2 ul

Volumen total de reaccién 10 ul
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La RT-PCR se llevé a cabo en el equipo C1000 Touch Termo Cycler (BioRad), siguiendo el
protocolo descrito por el fabricante (Tabla 9).

Tabla 9. Reaccién de la RT-PCR.

Temperatura Tiempo Descripcién

42 °C 60 min Reverso-Transcripcion

95°C 5 min Inactivacion Retro-Transcriptasa
4°C © Mantenimiento

El cDNA obtenido fue inmediatamente almacenado a -202C hasta su procesamiento.
4.6. Analisis de los niveles de expresion de miRNAs.

La cuantificacién de los niveles de los miRNAs fue realizada en una reaccién de un volumen final
de 10uL, de acuerdo con el protocolo miRCURY LNA SYBR® Green PCR Kit (Qiagen) para la
reaccion en cadena de la polimerasa cuantitativa en tiempo real (qPCR). (Tabla 9).

Las gPCRs fueron llevadas a cabo usando placas de 96 pocillos personalizadas miRCURY LNA
miRNA Serum/Plasma Focus PCR Panel (Qiagen), para los miRNAs seleccionados (Tabla 10) por
duplicado. Para tener en cuenta la variabilidad entre placas, se utilizd el calibrador interplacas
UniSp3 y control de la qPCR.

Tabla 10. Preparacién de la qPCR por reaccién

Reactivo Volumen por reaccion
Mezcla maestra miRCURY SYBR Green 2x 5 ul
Agua libre de RNasas 1l
Muestra cDNA 1:40 4 ul
Volumen total de reaccion 10 ul

Para llevar a cabo la gPCR se utilizdé el equipo CFX Connect™ Real-Time System (Bio-Rad),
siguiendo los parametros especificados por el fabricante del kit (Tabla 11).

Tabla 11. Reaccién de la gqPCR

Etapa Temperatura Tiempo Descripcion

1 95°C 2 min

2 95°C 10 seg Desnaturalizacion

3 56°C 1 min Alineamiento y extensién
Lectura de fluorescencia de la placa

4 Vuelta a etapa 2, 39 ciclos.

Las curvas de amplificacion de gPCR se evaluaron con el software CFX ManagerTM (BioRad). La
especificidad de la amplificacidn fue confirmada por el analisis de la curva de fusidn.
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El ciclo de cuantificacién (Cq) se definid como el nimero de ciclo en el que la fluorescencia
superd un umbral dado. La especificidad de la qPCR fue corroborada por el andlisis de la curva
de fusion. Los Cgs por encima de 35 ciclos se consideraron indetectables y se censuraron al nivel
minimo observado para cada miRNA.

Después, los niveles de expresién de cada miRNA fueron calculados mediante el método 22
627, donde ACq=Cqmirna-Cq mir-103a-3p- LOS niveles de expresion normalizados se transformaron
en escala logaritmica con fines estadisticos.

4.7. Andlisis estadistico

Los andlisis estadisticos se realizaron utilizando el software GraphPad Prism 8.01. Las
comparaciones entre multiples grupos se realizaron mediante el andlisis unidireccional de la
varianza (ANOVA), seguido de tests de rango no paramétrico de Kruskal-Wallis. Las diferencias
se consideraron como estadisticamente significativas para un p< 0,05.

Se utilizaron curvas de caracteristicas operativas del receptor (ROC) para caracterizar el
rendimiento diagndstico de cada uno de los miRNAs y estos de forma combinada. Las curvas
ROC se generaron trazando la sensibilidad frente a la especificidad de 100, indicado el area bajo
la curva (AUC) y los intervalos de confianza del 95%.

4.8. Analisis de enriquecimiento funcional

El enriquecimiento funcional de genes predichos de miRNAs expresados diferencialmente se
analizé utilizando el software FunRich (http://www.funrich.org/). Las bases de datos de GO,
Uniprot, Reactome y FunRich se utilizaron para identificar la funcion molecular (MF), el proceso
bioldgico (BP), el componente celular (CC), la via bioldgica (BPA), los dominios de proteinas (PD),
los factores de transcripcion (TF) y los términos fenotipicos de la sinopsis clinica.
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5. RESULTADOS

5.1 Seleccion de los miRNAs candidatos.

Para determinar los miRNAs que regulan la expresién de ACE2, TMPRSS2 y RAB14 y que
potencialmente estarian involucrados en la fisiopatologia del COVID-19, en primer lugar, se llevé
a cabo un andlisis in silico utilizando diferentes predicciones de miRNAs mediante la base de
datos miRDB. El resultado fue una prediccidn de 50 miRNAS que regulan la expresion de ACE2,
63 miRNAs que regulan la de TMPRSS2 y 249 que regulan RAB14. De ellos, ACE2 y TMPRSS2
comparte 3 miRNAs, ACE2 y RAB14 comparten 7 miRNAs y TMPRSS2 comparte 6 miRNAS con
RAB14 (Figura 33A).

A continuacién, se revisaron las anotaciones funcionales de los miRNAs, a fin de restringir la
busqueda a aquellos con anotaciones relacionadas con el tracto respiratorio o con patologias de
este. Finalmente, se llevd a cabo una busqueda bibliografica de estudios de miRNAs, in silico, in
vitro o in vivo, de cada uno de los 3 genes, relacionados con SARS-CoV-2 o COVID-19 y se
comprobaron coincidencias con los resultados anteriores para determinar los miRNAs
candidatos para el estudio. En el caso de los miRNAs que regulan la expresién de RAB14, no se
encontrd ningun estudio relacionado con este y SARS-CoV-2 o COVID-19 (Tabla 1).

Tabla 12. Referencias bibliograficas encontradas para los miRNAs seleccionados.

MIRNA GEN REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS
HSA-MIR-1246 ACE2 DOI: 10.1164/rccm.202003-05410C
DOI: 10.4143/crt.2018.638

DOI: 10.1080/07391102.2020.1833760
DOI: 10.1016/j.vph.2020.106680

DOI: 10.1016/j.yjmcc.2020.08.017
DOI: 10.3390/genes11091002

HSA-MIR-421 ACE2 DOI: 10.1159/000503020

DOI: 10.1042/CS20130420

DOI: 10.3892/01.2020.12169

DOI: 10.2147/CMAR.S167432

DOI: 10.26355/eurrev_201905_17805
DOI: 10.2147/CMAR.S258887

DOI: 10.1016/j.prp.2019.152555

DOI: 10.1038/s41419-019-2031-1
DOI: 10.1002/jcb.28945

DOI: 10.3390/ijms21124370

DOI: 10.2147/CMAR.S248869

DOI: 10.1016/j.bbrc.2013.05.056

DOI: 10.1158/1055-9965.EPI-15-0161
DOI: 10.1080/07391102.2020.1833760

HSA-MIR-32-5P TMPRSS2 DOI: 10.1016/j.virusres.2020.198275
DOI: 10.3390/brainsci10100666

HSA-MIR-214-3P TMPRSS2 DOI: 10.1016/j.virusres.2020.198275

HSA-98-3P TMPRSS2 DOI: 10.1016/j.virusres.2020.198275

DOI: 10.3390/brainsci10100666

HSA-MIR-423-3P RAB14 DOI: 10.1186/s13000-019-0831-3
DOI: 10.1186/s11658-021-00247-y
DOI: 10.1016/j.tube.2014.10.011
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Finalmente, se seleccionaron 6 miRNAs (has-miR-32-5p, has-miR-98-3p, has-miR-214-3p, has-
miR-421, has-miR-423-3p y has-miR-1246) los cuales regulan potencialmente la expresion de
nuestros genes de interés (Figura 33B).

A) TMPR\lSS?

RAB14 B)

hsa-miR-32-5p
hsa-miR-98-3p
hsa-miR-214-3p
hsa-miR-421
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Figura 33. Seleccion de miRNAs. A) Diagrama de Venn donde se muestran el nimero de
mMiRNAS predichos in silico que tienen como objetivos Gnicos los genes ACE2, TMPRSS y RAB14
y los comunes a varios de ellos. B) miRNAS seleccionados de la bisqueda bibliografica para el
estudio. C) Red de interaccion de los genes diana de cada miRNA seleccionado en la blisqueda
bibliografica obtenida usando miRNet, D) Andlisis de redes de interaccién proteina-proteina (PPI)
de los genes seleccionados y de interaccion miRNA-proteina (MPI). En azul, las proteinas y en
amarillo, los miRNAS. Las lineas grises representan el grado de interaccion entre proteinas.
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A continuacion, se elabord la red de interaccion de los genes diana de cada miRNA seleccionado
en la busqueda bibliografica obtenida usando miRNet (Figura 33D) y se llevd a cabo un analisis
de redes de interaccidn proteina-proteina (PPl) de los genes seleccionados y de interaccidn
miRNA-proteina (MPI) con STRING que mostrd que los genes objetivos compartidos de nuestros
miRNAs predichos interactian entre si (p= 0,00318). Ademads, se observd que nuestros seis
candidatos a miRNA comparten la orientacidn de los genes ACE2, TMPRSS2 y RAB14 (Figura
33D).

También se analizoé el nimero de sitios de unidn de los seis miRNAs, indicando el nimero de
sitios de todos los miRNAs en los 3'UTR de los RNAm de ACE2, TMPRSS2 y RAB14 (Tabla 13).
Cuando hay una coincidencia de seis nucledtidos entre miRNA y la secuencia 3'UTR, puede
considerarse como una region potencial de uniéon del miRNA (Figura 34)628. Hsa-miR-98-3p
mostré el mayor nimero, con 6 sitios de unidn en 3'UTR para el gen TMPRSS2, mientras que
has-miR-98-3p y has-miR-423-3p presentaron el menor nimero de sitios de unién 3'UTR de los
genes TMPRSS2 y RAB14, respectivamente.

Tabla 13. Posicion de sitios de unién de los miRNAs candidatos al extremo 3'UTR del
RNAmM.

N° DE SITIOS POSICION EN LA SECUENCIA 3'UTR

3'UTR MIRNA DE UNION (SITIOS DE COINCIDENCIA
RNAM CANONICA)
ACE2 hsa-miR-421 3 2567-2591, 2567-2587, 2488-2509
hsa-miR-1246 3 1285-1317, 450-468, 2397-2433
TMPRSS2 hsa-miR-32-5p 2 3166-3184, 2898-2933
hsa-miR-98-3p 1 3119-3124
hsa-miR-214-3p 5 1880-1905, 1942-1962, 1770-1798,
2422-2438, 2340-2355
RAB14 hsa-miR-32-5p 2 2822-2843, 1853-1870
hsa-miR-98-3p 6 1527-1543, 3087-3093, 1578-1583,
1941-1947, 2500-2537, 2237-2269
hsa-miR-214-3p 6 1824-1845, 2419-2439, 2027-2056,
2719-2744, 2877-2914, 1855-1890
hsa-miR-423-3p 1 1161-1175
hsa-miR-1246 3 2666-2692, 3382-3407, 1423-1456
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Figura 34. Prediccion del sitio de unién de los miRNAs seleccionados al extremo 3'UTR
del RNAm de ACE2, TMPRSS2 y RAB14 realizado con STarMiR. La secuencia en rojo denota
la secuencia de unién del miRNA al RNAm. El valor AG denota la prediccion de la fuerza de
unién. (A) Sitio de union de has-miR-421y has-miR-1246 en 3'UTR del RNAm de ACE2. (B) Sitio
de unién de has-miR-32-5p, has-miR-98-3p y has-miR-214-3p en 3'UTR del RNAm de
TMPRSS2. (C) Sitio de uniéon de has-miR-32-5p, has-miR-98-3p, has-miR-214-3p y has-miR-
1246 en 3'UTR del RNAm de RAB14.
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5.2 Identificacion de miRNAs expresados diferencialmente en pacientes graves con COVID-19

Una vez seleccionados los seis candidatos miRNAs, los niveles de expresién sérica fueron
analizados por gPCR en nuestra poblacién de estudio. El perfil de expresién de los miRNAs que
fueron detectables en las muestras de suero se indica en la Tabla 14. Un total de cuatro miRNAs
periféricos (has-miR-32-5p, has-miR-98-3p, has-miR-423-3p y has-miR-1246) se expresaron
diferencialmente en nuestra poblacidn (Figura 35). Los niveles de expresidon de has-miR-has-
miR-98-3p, has-miR-423-3p y has-miR-1246 periféricos aumentaron significativamente en
pacientes graves con COVID19 en comparacién con donantes sanos negativos para COVID-19
(Figura 35A, 35C y 35D). Ademas, los niveles periféricos de expresion de has-miR-32-5p y has-
miR-1246 se expresaron diferencialmente en pacientes graves de COVID19 en comparacién con
sujetos asintomaticos 1gG +-COVID-19 (Figura 35A y 35C).

Tabla 14. Niveles sanguineos de miRNAS en los grupos de estudio.

CONTROLES SANOS PACIENTES IGG+ PACIENTES GRAVES
Mediana Q1 Q3 Mediana Q1 Q3 Valor p Mediana Q1 Q3 Valor p  Valor p
Vs Vs Vs

sanos sanos IgG+

HSA- 5.359 5161 5.444 5186 4.677 5.324 0.1616 5.356 5191 5.789 >0.9999 0.0330
MIR-
32-5P

HSA- | 3.201 2905 3.362 3.377 3.087 3.624 0.2258 3.469 3.269 3.815 0.0254 >0.9999
MIR-
98-3P

HSA- | 3.869 3.737 4125 3.793 3.534 4.164 >0.999 3.756 3,525 3.926 0.8096 >0.9999
MIR-
214-
3P

HSA- 4.037 3.919 4.137 4.113 4.059 4.257 0.4034 4.148 4.074 4361 0.1692 >0.9999
MIR-
421

HSA- | 4.961 4.842 5.048 5.094 5.037 5.181 0.1207 5.192 4.969 5.289 0.0048 0.7860
MIR-
423-
3p

HSA- | 5.343 5.155 5.583 5.361 5.121 5.605 >0.9999 6.009 5.695 6.846 0.0007 0.0005
MIR-
1246

DATOS PRESENTADOS COMO MEDIANA (Q1-Q3). COEFICIENTE SIGNIFICATIVO A P<0.05.
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Figura 35. Niveles de expresion diferencial de los miRNAs en suero, normalizados a has-
miR-103a-3p, en controles sanos, sujetos leves con IgG COVID-19 positivo y pacientes
graves hospitalizados con COVID-19 (A-D). (A) hsa-miR-1246, (B) has-miR-98-3p, (C) has-
miR-32-5p, (D) has-miR-423-3p. Los datos se presentan en log2, y representan la media = SEM.
*p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001.

5.3 Potencial diagndstico de los miRNAs séricos evaluados por andlisis ROC

Ademas, para analizar el valor diagndstico, se comparé el AUC-ROC (Area Bajo la Curva-
Caracteristica Operativa del Receptor) para los miRNAs individuales y combinados expresados
diferencialmente (Tabla 15). Aunque los valores combinados de AUC de miRNAs fueron
significativos, ninguno de ellos alcanzd un valor mas alto que los miRNAs individuales. La curva
ROC de has-miR-32-5p, has-miR-98-3p, has-miR-423-3p y has-miR-1246 reveld la probabilidad
de que sean biomarcadores validos para diagnosticar el COVID-19 grave frente a sujetos sanos
y también frente a sujetos asintomaticos. (Figura 36). La mayor potencia discriminatoria
alcanzada por un solo miRNAs fue adquirida para has-miR-1246 con un AUC de 0,875 (IC 95%:
0,755-0,995; p = 0,0002) (Figura 36A).
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Tabla 15. Comparaciones de

miRNAs individuales como predictores de pacientes con

COVID-1.
MIRNA AUC SENSIBILIDAD ESPECIFICIDAD VALOR
(95% CI) (%) (%) P
0.0095
hsa-miR-98-3p 0.8264 (0.6538-0.9991)  72.73 63.64
CONTROLES
SANOS 0.7875 (0.6199-0.9551)  75.00 73.33 0.0064
VS hsa-miR-423-3p
PACIENTES
GRAVES 0.8750 (0.755-0.995) 82.35 87.50 0.0002
hsa-miR-1246
63.64 69.05 0.0091
hsa-miR-98-3p+ 0.6634 (0.5484-0.7784)
hsa-miR-423-3p+
hsa-miR-1246
SUJETOS hsa-miR-32-5p 0.7490 (0.5799-0.9181) 76.47 60.00 0.0165
IGG+ VS
PACIENTES | hsa-miR-1246 0.8824 (0.7681-0.9966) 82.35 87.50 0.0002
SANOS
hsa-miR-32-5p+ 0.7913 (0.6831-0.8994) 73.53 64.52 <0.0001
hsa-miR-1246
A)
CURVA ROC hsa-miR-1246 controles sanos/graves CURVA ROC hsa-miR-1246 IgG+/graves
109 100
07 sod —
R
> 60~ a;
% Z 60
5 40~ g 40—
n
AUC: 0.88
20~ AUC: 0.88 _
p=0.0002 20 p=0.0002
0
0O 20 40 60 8 100 2 PR T
0 20 40 60 80 100
100% - Specificity% 100% - Specificity’
B) C)
CURVA ROC hsa-miR-98-3p controles sanos/graves CURVA ROC hsa-miR-32-5p lgG+/graves
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Figura 36. Analisis del ROC de los miRNAs en pacientes graves con COVID19 (A-D) con
AUC. A) Andlisis ROC de has-miR-1246 en controles sanos en comparacién con pacientes
graves (panel izquierdo) y sujetos IgG+ en COVID-19 comparado con pacientes graves (panel
derecho). B) Andlisis ROC de has-miR-98-3p de controles sanos en comparacion con pacientes
graves en COVID-19. C) Analisis ROC de has-miR-32-p de pacientes IgG+ en COVID-19 en
comparacioén con pacientes graves. C) Analisis ROC de has-miR-423-3p de controles sanos en
comparacioén con pacientes graves en COVID-19.

5.4 Andlisis de enriquecimiento de funciones y vias

Se detectaron un total de 2.812 genes que son posibles dianas de nuestros miRNAs con niveles
séricos aumentados diferencialmente en pacientes graves. Sorprendentemente, RAB14 fue el
unico gen diana comun para hsa-miR-32-5p, hsa-miR-98-3p, hsa-miR-423-3p y hsa-miR-1246
(Figura 37).

hsa-miR-98-3p hsa-miR-1246

hsa-miR-32-5p . hsa-miR-423-3p

Figura 37. Diagrama de Venn de los genes diana de los 4 miRNAs cuyos niveles
aumentan en pacientes graves.

Luego, se llevé a cabo un analisis de enriquecimiento funcional para estos genes potencialmente
regulados por los 4 miRNAs a través de Funrich (Tabla 16). El analisis reveld, no sélo que estos
mirnas estdn involucrados en el procesamiento del RNAm, sino que también participan en
procesos como la entrada del virus en la célula, el transporte intracelular mediado por vesiculas
o la coagulacion sanguinea (Figura 38).
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Tabla 16. Anadlisis de enriquecimiento de genes.

N° DE
GENES
DE LA
BASE DE
DATOS

BASE DE
DATOS

PROCESO
BIOLOGICO

% DE VALOR
GENES P

GENES

UNIPROT | Proceso viral 98 3,88 0,00028

GO Entrada viral 27
en célula

huésped

1,05 0,00052

GO Procesamiento 43

de RNAm

1,67 0,00019

GO Silenciamiento 3
de gen por
miRNA

Endocitosis 37

0,12 0,04276

GO 1,44 0,03583

GO Transporte 35 1,36
mediado  por

vesiculas

0,00856

GO Reciclaje 14 0,54

endocitico

0,01129

UNIPROT | Coagulacién 36 1,42

sanguinea

0,01713

75

Q8IZP0; Q9H3P7; P39687; Q07021; Q13936;
Q9BY67; P45973; P20248; P51686; Q8TD46;
P05156; 015519; P16220; Q92793; Q6UUVT;
P35222; Q13616; Q93034; P49238; 000571;
Q9BUNS; QOUPY3; Q12959; INXW2; Q8TBMS;
Q13627; P60842; Q14240; Q969HO; P31994;
Q06787; Q13283; QOUNS6; Q9Y5Z7; P09651;
P22626; Q00839; P08069; P40189; O00410:
Q92831; QINXV2; O60870; Q07866; Q99683;
Q9P1T7; Q00987; Q14149; Q9Y2A7; QIBTXL;
P25963; 060462; P49790; Q12769; Q92621
Q8NFHS5; 8NFH3; Q9BVL2; P52948; 060502;
Q9BRP4; Q8NEN9; 75925; P27986; Q16513;
PO8575; P43487; P49792; P61586; QB6R327:
QINWF9; Q01826; Q86VEY; Q01105; P84022;
Q2TAY7; P08047; Q96T58; 095793; P21675;
Q92973; P11387; Q15629; P36406; QIC030;
QINPG3; 9BZM6; QI9BZM4; QIUPUS; 93009;
Q9POLO; QOUBQO; Q7Z5K2; Q8TAF3; 014980;
Q9BSRS8; Q72739; Q8TBZ5:;

ACE2; AGTRL; AXL; CD46; CLDN1; CLEC5A;
CXADR; DAG1; EFNB2; EFNB3; HTR2A; ITCH;
ITGA5; ITGAV; ITGB1l; KPNA3; NCAML:
NECTIN1; NPCl; NRP1; NUP153; PHB:
SLAMF1; SLC52A1; TFRC; UVRAG; WWP2;
AICF; AFF2; ClQBP; CCAR2; CNOT6L;
CPEBl;  CPSF6;  ELAVL4;,  ESRPL;
FMRZL;GEMIN2;HNRNPALL2;  HNRNPA2BL;
KIN; MBNL1; MBNL2; MBNL3; METTL3; PAN3:
PPP4R2; PRPF18; PRPF38B; PRPFS; PTBP3:
QKI; RBFOX1; RBFOX2; RBM26; RBM27;
SCAF11; SFPQ:SNRNP48; SREK1IP1; SRSF1;
SRSF11; SRSF2; TENT4A; TTF2: VIRMA;
WTAP; ZFP36L1; ZNF326; ZNF830;

FMRZ; PUM1; PUM2;

AAK1; ANKFY1; APP; ATP6V1H; CDC42; CFI;
CLCN5; CSNK1G3; DENND1B; DGKD; EEAL;
EPS15L1; HEATR5A; HEATRSB; HIP1; LRP2;
LRRK2; LY75; MIA3; MTMR9; NECAP1; NPCL;
PIK3C2A; PIK3C3; PIK3CB; PRG4; PRSS12:
RAB22A; RAB7A; RABGAPIL; REPS2;
SH3GL3; SNX10; SNX2; SNX9; STEAP2;
TMPRSS2;

ADAMTS9; AP1S3; ARF1;, ARF6; ARLI;
ARL17A; ARLSA; BVES; CECR2; CHM; CNIH1;
FMN2; GOLGA4; HSPA14; KALRN; KIF3B:
MYO5A; NECAP1; NSF; PRKCI; RABIO;
RABL1FIP3; RAB14; SFT2D1; SPIREL
SPTBN4; STON2; STXBP1l; SYT1; SYT15;
TBC1D4; TRIM23; TVP23B; TVP23C; VPS45;
ACAP2; ANKRD50; ARF6; CMTM6; DENND1B;
EPG5; KIAA1109; RAB11B; RABLIFIP3:
RAB14; SNX3; VPS26A; VPS29; VPS53;
043572; P47755; Q5VZK9; P45973; P16671;
P13987; P60953; P08123; Q14185; Q5JSL3;
Q9BZ29; QOY6X5; P49961; P55085; P13726;
P06241; P23769; P23771; Q92908; P50148;
PO7359; Q92769; Q86YV9; 060674; P49257;
Q9COES; 015525; O60675; P22694; P31323;
P22891; P63000; QOUQQ2; P10646;QINRWYT;
Q8WW3S8;



Vesicle-mediated
transport

Blood

coagulation Endocytic

recycling

Viral process mRNA processing

Endocytosis

Viral entry into
host cell

Figura 38. Procesos bioldgicos en los que intervienen las proteinas encontradas a través
del andlisis de enriquecimiento cuya expresion seriaregulada por alguno de los 4 miRNAs.

76



77



6. DISCUSION

El 30 de enero de 2020, la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) declaré la enfermedad
COVID-19 como una emergencia de salud publica de importancia internacional, convirtiéndose
en una pandemia mundial el 11 de marzo de 2020°%8, Casi dos afios después del informe del
primer caso de COVID-19, se han producido 258.164.425 casos confirmados de COVID-19 y mas
de 5 millones de fallecidos en todo el mundo por esta enfermedad?.

Aunque hasta la fecha se han desarrollado, en tiempo récord, numerosos métodos diagndsticos,
vacunas y terapias, gracias a los extraordinarios esfuerzos clinicos y de investigaciéon sin
precedentes para la identificacidon de los mecanismos bioldgicos y moleculares que subyacen en
la infeccion por el virus y su patogenicidad en las células huésped humanas, aun no hay signos
de que la pandemia esté controlada, por lo que existe una necesidad urgente de desarrollar
nuevas vacunas y terapias farmacoldgicas, asi como biomarcadores de susceptibilidad de sufrir
la COVID-19 grave frente a la asintomatica o leve, mas alla de las comorbilidades descritas en la
literatura, de diagndstico del estado del paciente, de prondstico de los resultados clinicos y
nuevas dianas terapéuticas de esta enfermedad y de futuras enfermedades provocadas por
CoVs u otros virus.

Una de las preguntas que sigue sin respuesta con respecto a la COVID-19 es por qué algunas
personas infectadas con SARS-CoV-2 desarrollan la enfermedad grave mientras que otras no lo
hacen. Asi, la mayoria de los pacientes presentan sintomas leves a moderados como fiebre, tos
seca persistente, dolores corporales y disnea ocasional, pero una pequefa fraccién de los
pacientes también puede presentar insuficiencia respiratoria aguda y sindrome de dificultad
respiratoria aguda asociada a fallo multiorganico3°63%,

Por otro lado, los mecanismos fisio-patogénicos de la infeccidon por SARS-CoV-2 aln no se han
esclarecido en su totalidad. La evidencia actual indica que este virus puede invadir multiples
sistemas, incluyendo el sistema respiratorio, el sistema digestivo o el sistema circulatorio,
produciendo en los casos graves, numerosos dafos celulares y tisulares, asi como sistémicos,
debido a lainduccién de mecanismos de defensa del huésped como la apoptosis o una respuesta
exacerbada de la inmunidad innata que puede llevar al fallo multisistémico y la muerte®*218,

Por tanto, el conocimiento de la susceptibilidad de un individuo a la infeccidon por SARS-CoV-2y
otros patdgenos virales a través de la identificacién de biomarcadores criticos especificos puede
guiar futuras estrategias de tratamiento de la enfermedad en sus distintas fases. Y es aqui donde
han entrado en juego el papel de los miRNAs. De hecho, en los ultimos dos afios, se ha
incrementado el nimero de publicaciones que han demostrado que los miRNAs pueden
desempefiar un papel importante en la patogénesis del SARS-COV-CoV-2571:572,619-627,

Tras revisar varios estudios sobre proteinas humanas criticas que interaccionan con el SARS-
COV-CoV-287202255  alegimos la proteina ACE2 por constituir la proteina clave para el
reconocimiento y la entrada del virus en la célula, la TMPRSS2, por ser fundamental para el
procesamiento de la subunidad S2 de la proteina S viral que contiene el péptido de fusidon que
permite la fusion de ambas membranas y, por ultimo, la RAB14, por ser una proteina
fundamental para la maduracién y ensamblaje de las proteinas virales de los nuevos viriones en
la via TRANS-Golgi®28-630,

También seleccionamos varios miRNAs que, segun los resultados de estudios cientificos basados
en las herramientas bioinformaticas, se prevé que actian como reguladores post-
transcripcionales de la expresion de las tres proteinas. En el presente estudio se ha demostrado,
por primera vez que los niveles de cuatro miRNAs circulantes, has-miR-1246, has-miR-98-3p,
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has-miR-32-5p y has-miR-423-3p, aumentan significativamente en pacientes graves y, ademas,
has-miR-1246 es capaz de discriminar entre sujetos asintomaticos y pacientes graves. Es mas,
mediante el andlisis de ROC, se observa que podrian considerarse como buenos biomarcadores
especificos a los que se podrian orientar estrategias futuras de tratamiento.

Son dos los miRNAs circulantes diferencialmente expresados en pacientes graves COVID19 los
que presentan como genes diana a TMPRSS2, como a RAB14, hsa-miR-32-5p y hsa-miR-98-3p.
Kaur et al. (2021) demostraron tanto in silico como in vitro, que el miR-32 y miR-98 regulan la
expresion del TMPRSS2 en células Caco-2 (modelo para cancer de célon), presentandolos como
una posible diana con caracter terapéutico prospectivo para silenciar la expresién de TMPRSS2
831 en pacientes con COVID-19. En lo que respecta a la proteina RAB14, no hemos encontrado
bibliografia referente a la regulacion de su expresion por miR-32 y miR-98 en el sistema
respiratorio o relacionados con COVID-19, salvo un analisis in silico en tumores de pancreas y
colon en el que demuestran que RAB14 es un gen diana de miR-32-5p. Varios articulos
demuestran la relacién de estos miRNAs con procesos viricos. En el caso de miR-32, presenta un
papel regulador significativo en las infecciones virales de la hepatitis A aviar.®3? Referente miR-

98, su expresion disminuye en los cerebros infectados por el virus del Nilo®%3,

En el caso del hsa-miR-1246, no solo sus niveles se ven aumentados en los pacientes graves, sino
que este miRNA podria servir como biomarcador para discriminar a pacientes graves frente a
los controles sanos y frente a los asintomaticos (Tabla 15 y Figura 36). Ademas, el estudio in
silico muestra que presenta como genes diana a la ACE2 y RAB14. Este miRNA tiene una relacion
estrecha con el sistema respiratorio, ya que ha sido descrito como biomarcador de enfisema en
pacientes con EPOC %% en cancer de pulmdn de células pequefias®®. Referente a la regulacién
de la expresion de ACE2, un estudio preliminar describe que en el epitelio de las vias
respiratorias de fumadores, el aumento de los niveles del mRNA de ACE2 podria estar
influenciado por la disminucién de los niveles de mR-12465¢. Kanh et al. (2020) describieron,
tanto in silico como in vitro, que la regulaciéon de la proteina ACE2 por miR-1246 en pacientes
con sindrome de dificultad respiratoria aguda>®¥%3” Al igual que en los miRNAs anteriores, se ha
descrito a hsa-miR-1246 como biomarcador en cancer de pancreas, y se ha predicho a RAB14
como uno de sus genes diana®®, pero no hemos encontrado bibliografia referente a la
regulacidon de la expresidon de estas proteina en el sistema respiratorio o pacientes COVID-19.
Sin embargo, recientemente un estudio ha identificado al miR-1246 como posible regulador del
genoma del SARS-COV-CoV-2632, lo que proporcionaria mds informacion sobre los mecanismos
de proteccidén asociados a los miRNAs.

Por otro lado, el hsa-miR-423-3p presentd niveles elevados en pacientes graves COVID, y segun
el andlisis in silico realizado, se presenta como gen diana a RAB14, por lo que podria estar
regulando su expresion. De acuerdo con un estudio reciente, los niveles circulantes de miR-423-
5p aumentan en pacientes COVID-19%%, sin embargo, en este estudio no se hace referencia a
nuestro biomarcador hsa-miR-423-3p. Si que ha sido descrito al hsa-miR-423-3p como
biomarcador de cédncer de pulmdn®®, y que se encuentra relacionado con la tuberculosis y las
vias de la endocitosis en la que juega un papel importante la familia de las proteinas RAB®*,

Ademas de los genes ACE2, TMPRSS2 y RAB14, se predijeron 2812 genes diana para nuestros
cuatro miRNAs. Cabe remarcar que los cuatro miRNAs compartian a RAB14 como gen diana. El
analisis in silico realizado sugiere que estos miRNAs podrian considerarse mucho mds que
simples reguladores post-transcripcionales ya que, ademas, estan involucrados en varios
procesos bioldgicos relacionados con la patogénesis del SARS-COV-CoV-2.
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En estudio previo en el que se analizan polimorfismos genéticos de genes clave en la infeccidén
por SARS-CoV-2en muestras de pulmoén de pacientes con adenocarcinomas, se encontré que los
niveles del transcrito de RAB14 disminuian segun el tipo de polimorfismo?®!. Esta disminucién
concuerda con el aumento de la expresién observado en estos miRNAs circulantes estudiados.
Se ha descrito a RAB14 en varios articulos como una proteina fundamental que participa en la
formacién de las vesiculas donde se produce el final de la maduracidon de las proteinas
estructurales del SARS-CoV-2y el ensamblaje como proteina fundamental en la infeccidn por
SARS-CoV-2en varios estudios?>%5>, Los resultados del estudio in silico muestran que no sélo
RAB 14, sino otros muchos genes estan implicados en el trafico vesicular. Ademas, estos
resultados nos indican que los genes también participan en el proceso de entrada del virus en |a
célula, que junto a la posible inhibicion de la expresién de RAB14 por el aumento de los cuatro
miRNAs podria indicar un mecanismo de defensa de la célula frente a la proliferacién del virus.

Por otro lado, vemos que los genes diana de los miRNAs circulantes cuyos niveles aumentan en
pacientes graves estan relacionados, segun el estudio de enriquecimiento funcional, con la
desregulacidon de genes asociados con el funcionamiento de la coagulacidon sanguinea. La
anormalidad de la coagulacién sanguinea es uno de los pardmetros clinicos mas observados en
pacientes graves®®, lo que parece concordar con los resultados obtenidos.

En resumen, hemos identificado 4 miRNAs circulantes expresados diferencialmente en nuestro
grupo de pacientes COVID-19 graves que podrian ser potenciales biomarcadores clinicos.
Ademas, el andlisis bioinformatico de enriquecimiento funcional podria ser Util para elucidar los
posibles mecanismos bioldgicos de la infeccién por SARS-COV-CoV-2.

7. CONCLUSIONES

Seguln nuestros resultados, en el presente estudio se han encontrado cuatro miRNAs circulantes,
has-miR-1246, has-miR-98-3p, has-miR-32-5p y has-miR-423-3p, cuyos niveles se encuentran
significativamente aumentados en pacientes graves de COVID-19 y, de ellos, has-miR-1246,
ademas, es capaz de discriminar entre sujetos asintomaticos y pacientes graves. Es mas,
mediante el andlisis de ROC, se observa que podrian considerarse como buenos biomarcadores
especificos de la fase grave en el suero de pacientes con COVID-19, a los que se podrian dirigir
estrategias futuras de tratamiento.

Ademas, tras un analisis in silico de enriquecimiento funcional, se ha encontrado que has-miR-
1246 podria tener como genes diana, tanto el de la proteina ACE2 como el de la RAB14, el has-
miR-98-3p el de la TMPRSS2 y la RAB14, has-miR-32-5p el de la TMPRSS2 y la RAB14 y el miRNA
has-miR-423-3p tendria como objetivo el gen de la RAB14. Por tanto, de los genes cuya
expresion se prevé que esté regulada por estos cuatro miRNAs, el gen de la proteina RAB14 es
el Unico gen diana comun a estos.

Por otra parte, se ha encontrado también que estos genes estan involucrados en importantes
procesos tanto celulares como sistémicos, como la coagulacidn sanguinea, la apoptosis celular
o el trafico intracelular de vesiculas, lo que podria explicar parte de la sintomatologia de los
pacientes graves de COVID-19.

80



8. PERSPECTIVAS FUTURAS

Los resultados de este estudio aun siendo muy prometedores, necesitan ser validados en una
muestra mayor de pacientes. Ademas, seria interesante la busqueda de un mayor niumero de
miRNAs dirigidos a estos y otros genes diana claves en la fisiopatogénesis del SARS-COV-CoV-2,
asi como estudios de correlacién de los resultados alcanzados con los datos clinicos de los
pacientes.

También se podria llevar a cabo el andlisis de los niveles de expresidon de estos miRNAs en
muestras de tejidos de pacientes de COVID-19, asi como de la regulacién de la expresidn por
estos miRNAs de las proteinas identificadas in silico en cultivos de distintas lineas celulares.
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