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RESUMEN.

Durante un periodo menor a 20 afos, los Betacoronavirus SARS-CoV, MERS-
CoV y SARS-CoV-2 han causado tres pandemias, entre las cuales, la de COVID-19
causada por SARS-CoV-2, ha destacado por su duracion prolongada, el elevado
namero de contagios y defunciones. Las infecciones por SARS-CoV y MERS-CoV
inducen una produccion pobre de IFN-I (IFN-a e IFN-B) e ISGs, que son proteinas con
actividad antiviral. La capacidad de estos coronavirus para evadir el reconocimiento y
activacion de la respuesta inmune innata del hospedero mediada por IFN-I, esta
relacionada con la actividad de varias proteinas estructurales y no estructurales.
Investigaciones realizadas con SARS-CoV y MERS-CoV han identificado proteinas con
actividad anti IFN-I, entre las cuales se encuentran, N, M, PLpro y ORF3b como
inhibidores de la sintesis de IFN-I, y ORF6 como antagonista de la sefializacion de IFN-
I. La interferencia sobre las vias de sefializacion que conducen a la sintesis y expresion
de IFN-I e ISGs esta asociada al establecimiento de una respuesta inmune exacerbada
y el desarrollo de sindrome respiratorio en las infecciones por SARS-CoV y MERS-CoV.
El objetivo de este trabajo es revisar la literatura cientifica concerniente a los
antagonistas de IFN-I presentes en SARS-CoV y MERS-CoV para asi determinar si
debido a la relacion taxondmica de SARS-CoV-2 con tales coronavirus, se conservan
las proteinas con actividad anti IFN-I. Estudios recientes han demostrado que SARS-
CoV-2 conserva los antagonistas N, M, PLpro, ORF3b y ORF6, ademas de poseer
diversas proteinas con actividad inhibitoria sobre la sefalizacién de IFN-I, lo cual se ha
asociado a los bajos niveles de IFN-a e hiperinflamacién pulmonar en pacientes con
COVID-19.
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1 INTRODUCCION.

1.1 Planteamiento del problema: Introduccién al género Betacoronavirus y
los problemas de salud ocasionados por SARS-CoV, MERS-CoV y SARS-CoV-2.

Los coronavirus son un grupo de virus con envoltura y genomas de RNA no
segmentados de cadena sencilla y sentido positivo. A la fecha, se han identificado ocho
diferentes tipos de coronavirus que infectan humanos, también conocidos como HCoVs
(Human CoronaViruses), los cuales provocan enfermedades respiratorias. Entre ellos,
se encuentran SARS-CoV (Severe Acute Respiratory Syndrome CoronaVirus), MERS-
CoV (Middle East Respiratory Syndrome CoronaVirus) y SARS-CoV-2 (Severe Acute
Respiratory Syndrome CoronaVirus 2), los cuales son coronavirus zoonoéticos y
altamente patogénicos (Fung & Liu, 2019). De acuerdo con el Comité Internacional de
Taxonomia de Virus, los coronavirus son clasificados en el orden Nidovirales, familia
Coronavidiridae, subfamilia Coronavirinae. Basados en estudios seroldgicos vy
secuencia genomica, la subfamilia Coronavirinae se divide en cuatro géneros:
Alfacoronavirus, Betacoronavirus, Gammacoronavirus, y Deltacoronavirus (Woo et al.,
2012). Dentro del género Betacoronavirus hay cuatro linajes diferentes: A, B, C, y D. De
los ocho coronavirus que infectan humanos, dos pertenecen al género Alfacoronavirus:
HCoV-229E y HCoV-NL63, mientras que los seis restantes pertenecen a diferentes
linajes de los Betacoronavirus. M-CoV, HCoV-OC43 y HCoV-HKUL1 se encuentran en el
linaje A, SARS-CoV y SARS-CoV-2 estan dentro del linaje B, y MERS-CoV esta
clasificado en el linaje C (Figura 1) (Fung & Liu, 2019).
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Orden: Nidovirales

Familia : Arteriviridae
Familia : Reniviridae
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Subfamilia : Coronavirinae
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Figura 1. Taxonomia del orden Nidovirales. Los HCoV se han marcado con azul. Modificado de:
Fung & Liu (2019).

Durante las dos primeras décadas del siglo XXl los coronavirus SARS-CoV,
MERS-CoV y SARS-CoV-2 han ocasionado pandemias con diferentes caracteristicas e
impactos. En noviembre del afio 2002, en la provincia Guangdong, China se reportaron
los primeros casos de pacientes con un nuevo tipo de enfermedad respiratoria viral. El
agente etiologico fue identificado como SARS-CoV, un virus zoonético originado en
murciélagos de herradura (Rhinolophus sinicus) que posteriormente se adapt6é para
infectar a las civetas de palma (Paguma larvata) como hospedero intermedio, y
finalmente a los seres humanos. Tras un periodo de incubacién de 4 a 6 dias los
pacientes infectados por SARS-CoV desarrollaban sintomas similares a los de un
resfriado y neumonia, la cual en casos severos conllevaba a insuficiencia respiratoria y
sindrome de distrés respiratorio agudo. En julio de 2003, tras no detectarse mas casos,
se declar6 el fin de la pandemia, la cual tuvo un saldo de mas de 8000 casos
reportados y una letalidad de aproximadamente 9.6% con 774 decesos en 27 paises
(Fung & Liu, 2019).

Afos después, en junio de 2012 MERS-CoV se identific6 como el agente causal
de una enfermedad respiratoria similar a SARS con presencia en pacientes de Arabia
Saudita. A pesar de que la transmision entre humanos se considera limitada para este
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virus, MERS-CoV causoé brotes tanto en 2012 como en 2015, confirmandose mas de
2000 casos y una tasa de letalidad de aproximadamente 35%. De manera similar a
SARS-CoV, MERS-CoV se origin0 en murciélagos, posteriormente se adaptdé a
dromedarios como hospederos intermedios y finalmente desarroll6 capacidad de

infeccion en humanos (Fung & Liu, 2019).

A inicios de diciembre de 2019 se reportaron varios casos de una neumonia viral
atipica en la ciudad de Wuhan, China. El aislamiento del virus responsable y la
secuenciacion de su genoma permitié la identificacion de un nuevo coronavirus,
inicialmente nombrado 2019-nCoV y posteriormente denominado SARS-CoV-2 por la
OMS (QOrganizacion Mundial de la Salud). Asimismo, la enfermedad causada por dicho
virus, se nombré como COVID-19 (proveniente de las palabras en inglés COronaVlrus
Disease, y 19 por el afio 2019) (Ashour, Elkhabit, Rahman, & Elshabrawy, 2020). En lo
que respecta a las estadisticas relacionadas con la actual pandemia por COVID-19, la
OMS ha presentado en su sitio oficial que, al dia 25 de enero de 2021, mundialmente
se han reportado 98,794,942 casos confirmados, incluyendo 2,124,193 muertes. De las
cifras totales a nivel mundial para la fecha indicada, México ha reportado 1,752,347
casos, de los cuales ha habido 149,084 decesos.

Previamente a la pandemia de 2002 causada por SARS-CoV, los coronavirus no
eran considerados como agentes patogénicos de considerable relevancia clinica, ya
que para ese tiempo los Unicos coronavirus conocidos con capacidad infectiva en
humanos, HCoV-229E y HCoV-0OC43, sélo causaban sintomas leves de resfriado en las
vias respiratorias superiores (Fung & Liu, 2019). Sin embargo, debido al efecto que han
tenido las pandemias recientes por Coronavirus en la salud de la poblacién aunado a
las consecuencias sociales y economicas devastadoras en muchas regiones, es
relevante conocer la biologia de estos virus, asi como las bases moleculares de las

infecciones y mecanismos de transmision.

De particular relevancia han surgido preguntas en torno a las diferencias

existentes entre la capacidad de respuesta y resolucion de la infeccion por parte del
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hospedero ante las infecciones de los coronavirus HCoV-229E, HCoV-OC43, HCoV-
NL63 y HCoV-HKU1, que causan resfriado comun en humanos (Fung & Liu, 2019), en
comparacion con la respuesta contra los coronavirus SARS-CoV, MERS-CoV y SARS-
CoV-2 cuyas infecciones pueden progresar hasta el desarrollo de sindromes

respiratorios que eventualmente pueden provocar la muerte de los pacientes.

Una de las principales diferencias identificadas entre las infecciones por
coronavirus que provocan enfermedades respiratorias leves, y las infecciones por
SARS-CoV, MERS-CoV y SARS-CoV-2, implica que éstos ultimos inducen una
produccion pobre de IFN-I (InterEeroNes de tipo ). Por ejemplo, en células
embrionarias de riidon humano HEK-293 infectadas con SARS-CoV, no se detecta el
transcrito del gen que codifica IFN-B (Spiegel et al., 2005). Investigaciones con cultivos
ex vivo de tejido respiratorio infectados con MERS-CoV tuvieron una respuesta
ineficiente para la produccién de IFN-I (Chan et al., 2013), mientras que el analisis de
células epiteliales bronquiales humanas infectadas con SARS-CoV-2 mostré que dichas

células mantenian niveles poco detectables de IFN-I (Blanco-Melo et al., 2020).

La familia de IFN-I esta conformada por 13 genes de IFN-a, un unico tipo de IFN-
B y otros subtipos de interferén que incluyen IFN-g, IFN-k, IFN-w e IFN-& (Teijaro,
2016). La importancia de la sintesis de IFN-I y la sefalizacibn mediada por interferén
recae en el papel que estos tienen en la mediacién de la respuesta del hospedero. En lo
que concierne al papel de IFN-I en las defensas celulares intrinsecas, estos inducen la
expresion de ISGs (Interferon Stimulated Genes) produciendo asi proteinas antivirales
como PKR (Protein Kinase dsRNA-activated), el sistema 2'-5" OAS (2'-5' OligoAdenilate
Synthase)-Rnasa L e IFITM (InterkEeron-Induced TransMembrane protein) (Teijaro,
2016).

Ademas de inhibir directamente la propagacion viral, los IFN-I contribuyen a la
modulacién de la respuesta inmune, tanto la innata como la adaptativa. Sobre la
primera, el IFN-a promueve la actividad de los linfocitos NK (Natural Killer), los cuales

poseen capacidad citolitica, y sobre la segunda, inducen un incremento en la expresion
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de la proteina MHC-I (Major Histocompatibility Complex [), misma que es necesaria
para la estimulacion, diferenciacion y promocién del desarrollo de linfocitos T citotoxicos

capaces de eliminar células infectadas (Teijaro, 2016).

La produccion de IFN-I esta asociada a la activacion de vias de sefializacion tras
el reconocimiento de componentes virales, principalmente dsRNA (double-stranded
RNA), a través de receptores presentes en el citoplasma y anclados a membranas. Por
otro lado, la respuesta mediada por interferon se encuentra regulada por el
reconocimiento de IFN-I y la activacion de la via Jak-STAT (Janus kinase-Signal
Transducer and Activator of Transcription) que conlleva a la expresién de ISGs (Teijaro,
2016).

Diversos estudios con SARS-CoV y MERS-CoV han encontrado que algunas de
las proteinas estructurales, no estructurales y accesorias de dichos coronavirus tienen
la capacidad de interferir a distintitos niveles sobre las cascadas de sefalizacion
implicadas tanto en la sintesis IFN-I como en la respuesta mediada por interferon
(Totura & Baric, 2012). Estas investigaciones sugieren que el bloqueo de la produccion
de IFN-I y la respuesta a interferon representan uno de los principales motivos en el
retraso de la respuesta temprana del hospedero, ademas de poder estar implicadas en

la induccién de una respuesta inmune tardia e inoportuna.

El estudio de los mecanismos moleculares mediante los cuales la infeccion por
SARS-CoV, MERS-CoV y SARS-CoV-2 antagonizan la via del interferébn permitira
comprender la patogénesis de los Coronavirus y disefiar estrategias terapéuticas. Estos
mecanismos radican en la funcién de distintas proteinas virales y en este trabajo de
revision se analizaran los estudios y evidencias experimentales disefiados para elucidar
la funcion de las proteinas virales que interfieren con las cascadas de sefalizacion y la
expresion génica involucradas en la producciéon de IFN-I y la respuesta mediada por

interferdn.
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1.2 Objetivo.

Revisar la literatura cientifica concerniente a la funcion de las proteinas virales
que interfieren con las cascadas de sefalizacion y la expresion génica involucradas en
la produccion de IFN-1 y la respuesta mediada por interferén. Se centrara en el analisis
sobre las proteinas de los coronavirus SARS-CoV y MERS-CoV para comparar las
funciones homologas en SARS-CoV-2.

1.3 Hipotesis.

SARS-CoV-2 posee proteinas que conservan similitudes estructurales y de
actividad con aquellas proteinas de SARS-CoV y MERS-CoV que se ha identificado
interfieren en la produccion de IFN-I y la respuesta mediada por interferén, esto debido

a que mantiene relacién taxonémica con tales coronavirus.
1.4. Metodologia.

Para la busqueda bibliografica se consultaron las siguientes bases de datos:
PubMed (https://pubmed.ncbi.nim.nih.gov/), Biblioteca Digital UNAM
(https://www.bidi.unam.mx/) y Scopus (https://www.scopus.com/home.uri), empleando

los siguientes criterios:

Palabras clave: SARS-CoV, MERS-CoV, SARS-CoV-2, COVID-19, type |

interferon, interferon antagonism, ISG, cytokine storm.
Afios: 2003-2020.

Se seleccionaron los articulos y revisiones mas relevantes de acuerdo con los
objetivos del TMA. Para el andlisis de los articulos originales experimentales, su analisis

sistematico se realiz6 a través de la rabrica (ANEXO 1).
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2. INFORMACION GENERAL SOBRE EL TEMA.

En las siguientes dos secciones se presentan aspectos generales relacionados
con la estructura y el ciclo replicativo de SARS-CoV, MERS-CoV y SARS-CoV-2. Gran
parte de la informacién mostrada corresponde a estudios realizados con MHV (Murine
Hepatitis Virus), SARS-CoV, MERS-CoV, y mas recientemente con SARS-CoV-2. En el
desarrollo del contenido se abordan e indican las diferencias relevantes entre los
coronavirus SARS-CoV, MERS-CoV y SARS-CoV-2.

2.1 Caracteristicas generales de SARS-CoV, MERS-CoV y SARS-CoV-2.

Los coronavirus presentan una morfologia esférica o pleomorfica (pueden alterar
su morfologia), con un diametro de 80 a 120 nm. La superficie del viribn presenta
proyecciones en forma de garrote constituidas por homotrimeros de la glicoproteina S
(Spike) con un endodominio corto transmembranal tipo | con el que se ancla a la
envoltura. La envoltura viral mantiene un soporte brindado por la proteina M
(Membrane), la cual estd embebida en la envoltura a través de tres dominios
transmembranales tipo Ill. La proteina E (Envelope) es una pequefia proteina
transmembranal que se encuentra en bajos niveles, mientras que la proteina N
(Nucleocapsid) se une al RNA genomico en un estilo de “beads-on-a-string” o “cuentas
sobre cuerda”, formando una estructura con simetria helicoidal (Figura 2) (Fung & Liu,
2019).

El genoma de los coronavirus estd conformado por una molécula de RNA no
segmentada, de cadena sencilla y sentido positivo, con una longitud que varia entre las
especies y que va desde 27 hasta 32 kb (kilobases) que codifican 22 a 29 proteinas
(Hartenian et al., 2020). EIl RNA gendmico presenta una region 5' UTR (UnTranslated
Region) con la modificacion cap y una regién 3' UTR con poliadenilacion, ademés de
multiples ORFs (Open Reading Frames) o marcos abiertos de lectura. Como se
esquematiza en la Figura 3, en los diferentes coronavirus existe un orden conservado
de los genes, expresado como 5'-replicasa-S-E-M-N-3'. En esta secuencia las Nsps
(Non-structural proteins o proteinas no estructurales) se engloban como parte de la
region replicasa que esta constituida por dos ORFs: ORFla y ORF1b, mientras que los
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ORFs que codifican para las cuatro proteinas estructurales S, E, M y N se indican con
Su respectiva inicial. Asimismo, cabe destacar que existe un conjunto de ORFs que
codifican proteinas accesorias, los cuales se encuentran distribuidos entre los genes

estructurales (Fung & Liu, 2019).

En particular, el genoma de SARS-CoV-2 tiene un tamafio aproximado de 30 kb
y comparte un 82% de identidad con el genoma de SARS-CoV. El genoma de SARS-
CoV-2 codifica 16 nsps (nspl-16 contenidas en ORFla y 1b), cuatro proteinas
estructurales (S, E, My N) y nueve proteinas accesorias (ORF3a, 3b, 6, 7a, 7b, 8, 9b,
9cy 10) (Chan et al., 2020).

Figura 2. Estructura general de los coronavirus SARS-CoV, MERS-CoV y SARS-CoV-2.
Modificado de: Nguyen et al. (2020).
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Figura 3. Organizacion del genoma de SARS-CoV, MERS-CoV y SARS-CoV-2. Modificado de:
Fung & Liu, 2019, y Hartenian et al. (2020).

2.2 Ciclo replicativo de SARS-CoV, MERS-CoV y SARS-CoV-2.
2.2.1 Reconocimiento y entrada a la célula.

El ciclo de replicacion de los coronavirus comienza con la union de la proteina S
a los receptores presentes en la superficie de la célula blanco. La proteina S se
compone de dos dominios funcionales S1 (bulbo) que es el RBD (Receptor-Binding
Domain), y S2 (tallo) implicado en la fusibn de membranas. La activacion de la
capacidad de fusién de la proteina S requiere cortes enzimaticos en dos sitios. El primer
sitio en ser escindido es la region que delimita los dominios S1 y S2 (S1/S2),
provocando cambios conformacionales en la estructura de S2, seguido por un corte en
S2' que promueve la fusion entre la envoltura viral y la membrana celular. Esta serie de
eventos permiten la liberacion de la nucleocapside en el citoplasma (Figura 4A)
(Hartenian et al., 2020).
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Figura 4. Eventos de reconocimiento y entrada de SARS-CoV-2 por (A) fusion directa con la
célula hospedera y (B) endocitosis. Modificado de: Hartenian et al. (2020).

SARS-CoV y SARS-CoV-2 comparten como receptor a ACE2 (Angiotensin-
Converting Enzyme 2), la cual es una peptidasa transmembranal que se expresa en la
mayoria de los érganos, particularmente en el epitelio pulmonar y de intestino delgado.
Para ambos coronavirus la protedlisis en los sitios S1/S2 y S2' es mediada por la
proteasa TMPRSS2 (TransMembrane PRoteaSe Serine 2), desencadenando la fusion
de membranas. En lo que respecta a MERS-CoV, su proteina S es procesada en el sitio
S1/S2 por la proteasa celular furina antes de su union al receptor. Otra diferencia es
que la proteina S de MERS-CoV emplea como receptor a la enzima DPP4 (DiPeptidyl
Peptidase-4) (Hartenian et al., 2020).

Un aspecto que no ha sido determinado por completo es si la entrada de los
coronavirus ocurre directamente con la membrana plasmatica o mediante endocitosis
(Figura 4B). Tanto SARS-CoV como MERS-CoV han mostrado capacidad para emplear
ambas vias, dependiendo de la célula a infectar y la célula en donde se produjeron los
viriones, asi como el procesamiento al que se sometié la proteina S. En el caso de
MERS-CoV, si su proteina S es escindida durante su biosintesis, Unicamente requiere
de un corte adicional en el sitio S2' que puede efectuarse por proteasas en la superficie
celular, y por lo tanto su entrada es mediante fusién directa con la membrana
plasmatica. Sin embargo, cuando su proteina S no es previamente escindida, la entrada
a un nuevo hospedero estd mediada por endocitosis, proceso durante el cual la
proteina S es activada por proteasas endosomales como las catepsinas. Bajo este
altimo escenario, MERS-CoV Unicamente es capaz de infectar células que se

encuentren expresando niveles elevados de catepsinas (Hartenian et al., 2020).
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Una de las investigaciones que mayor informacién ha aportado respecto a la
capacidad infectiva de SARS-CoV-2 en comparacion con SARS-CoV, es el estudio de
la similitud que comparten sus proteinas S. Los resultados obtenidos por el grupo de
Wan et al. (2020) mostraron que gran parte de los residuos implicados en el
reconocimiento del receptor ACE2 no estan conservados en SARS-CoV-2, ademas de
que la proteina S de este Ultimo presentd una afinidad 10 a 20 veces mayor por ACE2
que la proteina S de SARS-CoV. Esta diferencia en afinidad se ha atribuido a la
formacion de un puente salino entre la proteina S de SARS-CoV-2 y el receptor ACE2.
Por otro lado, a diferencia de la proteina S de SARS-CoV, SARS-CoV-2 presenta una
regién polibédsica de cuatro amino&cidos (-Pro-Arg-Arg-Ala-) entre los dominios S1/S2
gue puede ser escindida por la enzima furina durante su biosintesis, proceso que al
igual que con MERS-CoV, potencia su capacidad de ingreso por fusion directa con la

membrana plasmatica (Hartenian et al., 2020).

2.2.2 Traduccion del complejo replicasa y ensamblaje de los Complejos de
Replicacion y Transcripcion.

Una vez liberado el material genético viral en el citoplasma, se genera un
conjunto de proteinas denominado replicasa. En los coronavirus el complejo replicasa
esta codificado por dos ORF que se traslapan (ORFla y ORF1b), los cuales ocupan
aproximadamente dos terceras partes del genoma y que se traducen directamente
desde el RNA gendmico. Por otro lado, los genes estructurales y accesorios son
traducidos a partir de sgRNAs (subgenomic RNAS) generados durante la transcripcion

del genoma, tal y como se detallara mas adelante (Fung & Liu, 2019).

Las proteinas nsps se encuentran codificadas en el ORFla y ORFlb. La
traduccion del ORFla genera a ppla (polyprotein 1a) de 440 a 500 kDa que contiene
desde la nspl hasta nspll. Por otro lado, la traduccién del ORF1b produce a pplab
(polyprotein 1ab) con un peso de 740 a 810 kDa y que incluye la nspl hasta nspl6. La
traduccion del ORFla o el ORF1b es dependiente de si se realiza o no la lectura del
coddn de paro al final del ORFl1a. La omision del coddn de término ocurre mediante un

fendmeno conocido como “ribosomal frameshifting”, en el cual el ribosoma realiza un
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cambio en el marco de lectura del genoma viral desplazandose 1 nucleétido hacia atras,
es decir, un nucleétido rio arriba del codén de paro, permitiendo la continuacién de la

traduccion y la produccion de pplab (Hartenian et al., 2020).

El fendbmeno de cambio de marco de lectura ocurre con una frecuencia del 40 al
50% de las ocasiones en que se realiza la traduccion del ORFla. Este evento se
encuentra regulado y promovido por dos tipos de secuencias presentes en el RNA
genomico. Cercano al codén de término existe una secuencia de heptanucleotidos 5'-
UUUAAAC-3' denominada “slippery sequence” o secuencia resbaladiza, seguida rio
abajo por una estructura de pseudonudo de RNA que al ser muy estable provoca que el
ribosoma se detenga al encontrar la secuencia resbaladiza, aumentando asi la
probabilidad de que el ribosoma se deslice 1 nucleétido rio arriba del codén de paro y

haya un cambio en el marco de lectura (Hartenian et al., 2020).

La ppla contiene nsps involucradas en el bloqueo del inicio de la respuesta
inmune, ademas de participar como cofactores para la replicacion y transcripciéon. Por
otro lado, pplab incluye nsps que forman parte del replisoma. La liberacion de cada nsp
se lleva a cabo mediante cortes proteoliticos en cis y trans por las proteasas virales
nsp3 y nsp5. Nsp3 contiene dos proteasas PLprol (Papain-Like protease 1) y PLpro2
(Papain-Like protease 2), mientras que nsp5 (considerada como la proteasa principal),
es una proteasa de cisteina 3CLpro (3 Cysteine-Like protease), la cual escinde todas

las nsps rio arriba de nsp4 (Hartenian et al., 2020).

Un subconjunto de nsps se asocian para formar el complejo RTC (Replication
and Transcription Complex), el cual estd conformado por nspl2 que tiene actividad
RdRp (RNA dependent RNA polymerase), nsp7 y nsp8 como factores de procesividad,
nspl3 con actividad de helicasa, nsp9 con dominio de unién a acidos nucleicos
monocatenarios, nspl4 con actividad ExoN (ExoNuclease) para correccion de errores,
ademas de otros cofactores como nspl0, y nspl6 involucrada en el proceso de capping
(adicion del cap al extremo 5' del RNA) (Figura 5) (Hartenian et al., 2020).
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Figura 5. Modelo del replisoma de los Coronavirus. Modificado de: Hartenian et al.
(2020).

Estudios con nsp3 y nsp4 han demostrado que estas proteinas pueden
oligomerizarse y producir curvaturas a través de interacciones con sus dominios
luminales, con lo que inducen rearreglos de membranas derivadas del ER (Endoplasmic
Reticulum), a partir de las cuales se forman DMVs (Double-Membrane Vesicles).
Durante la infeccion, la membrana interna de las DMVs permanece sellada, mientras
gue la membrana externa forma una red continua de membranas invertidas que se
comunican con el reticulo endoplasmico rugoso, separando asi los sitios de replicacion
de RNA del compartimento ERGIC (ER-Golgi Intermediate Compartment) (Hartenian et
al., 2020).

Mediante la interaccién de nsp3 y nsp4 se recluta a nsp6, la cual ancla RTCs a
las DMVs. La formacién de DMVs confiere un ambiente aislado del resto de la célula
que permite evadir el reconocimiento por parte de los sensores celulares, ademas de
localizar y aumentar la concentracién de los componentes requeridos por la maquinaria
de replicacion y transcripcion. Estudios con MHV han demostrado que el microambiente
de las DMVs incluye proteinas del hospedero tales como factores de inicio de la
traduccion y proteinas de la via secretora temprana (Figura 6) (Fung & Liu, 2019).

25



Formacién de vesiculas
Introduccién

de doble membrana
de curvaturas

en membranas

delER (1)

——

6 - =
i ®) , ;

KQ Reticulo d % dd b -

Endoplasmico €c ce membrana

@ (_—/ Rugoso \yﬁ?_ CI;\vegu'las A
(—@/ww -
___ ( nsp2) (nsp3) (nsp4) (nspS) Lspaj
(nsp7 ) (nsp8) (nsp9) (nsp10) (nsp12)
(nsp13) (nsp14) (nspi5) (nsp16) C N )

Figura 6. Formacién de vesiculas de doble membrana y red de membranas invertidas.
Modificado de: Hartenian et al. (2020).

Y/
\4

)

2.2.3 Replicacidn, transcripcion y procesamiento de RNA viral.

La replicasa de los coronavirus emplea como templado el genoma viral (+)gRNA

(positive-sense genomic RNA) para sintetizar una copia completa con sentido negativo

(-)gRNA (negative-sense genomic RNA) que posteriormente es utilizada como molde
para la produccion de un gran numero de copias de (+)gRNA. El mecanismo mediante
el cual se lleva a cabo la replicacién del genoma a partir de (-)gRNA aun no ha sido
completamente elucidado, sin embargo, se ha propuesto la participacién de diversos
elementos reguladores en cis presentes en los extremos 5’y 3' de la molécula de RNA
(Hartenian et al., 2020).

Ademas de participar en la replicacion del genoma, los RTCs llevan a cabo la
sintesis de (-)sgRNAs, los cuales son producidos a partir de ORFs cercanos al extremo
3' del genoma. Posteriormente, con los (-)sgRNAs se generan (+)sgRNAs que son
utilizados como sg mMRNA (subgenomic messenger RNAs). Los sg mRNAs son 3'
coterminales y poseen la secuencia L seq (Leader sequence) derivada del extremo 5’
del genoma viral, cuya funcién es proteger a los sg mRNA del bloqueo y degradacion
mediada por nspl (Hartenian et al., 2020).
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La sintesis de (-)sgRNAs se lleva a cabo mediante un mecanismo de
transcripcion discontinua promovida por la presencia de secuencias TRSs
(Transcription Regulatory Sequences). Durante la sintesis de (-)sgRNAs, el complejo
RdRp pausa la transcripcidon en los sitios donde se encuentran las TRSs, es decir, rio
abajo de L seq (TRS-L) y en el extremo 5’ del cuerpo de cada ORF (TRS-B), excepto en
ORFla y ORFlb. Dentro de las TRS-L y TRS-B hay una secuencia CS (Core
Sequence) altamente conservada, de modo que cuando la polimerasa esta
transcribiendo un ORF y se encuentra con la CS de TRS-B puede detenerse y moverse
a través de una larga interaccion de tipo RNA-RNA, hasta encontrar la CS de TRS-L.
Por complementariedad de las CSs, la polimerasa cambia de templado y continua la
transcripcion del ORF afadiendo la L seq para generar el (-)sgRNA (Hartenian et al.,
2020).

Con relacién al procesamiento del RNA viral, debido a que la traduccion del
(+)gRNA y los sg mRNAs es dependiente de la maquinaria celular, dichos RNAs
requieren modificaciones que les permitan ser leidos por los ribosomas y no ser

reconocidos por los sistemas de deteccion del hospedero.

Estudios acerca del proceso de capping de los RNA virales proponen que nspl3
escinde el y-fosfato del nucléotido en el extremo 5 de los RNAs, produciendo un
nucleodtido difosfato al cual se adiciona guanosina monofosfato, accion que se sugiere
es realizada por nspl2 con su actividad de guanililtransferasa. Finalmente, se ha
propuesto que nspl4 metila la posicion N7 de la guanina, mientras que nsp16 metila las

posiciones 2'-O del primer y segundo nucleétidos (Hartenian et al., 2020).

La poliadedinalcion del extremo 3' es necesaria para la regulacion y eficiencia de
la traduccion de los mRNAs virales, ademas de ser esencial para la replicacién de
RNAs de sentido negativo, sin embargo, se desconoce si la cola de poli(A) es afladida
por la RARp o si las polimerasas de poli(A) celulares son reclutadas para realizar este

proceso (Hartenian et al., 2020).
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2.2.4 Traduccion de proteinas estructurales, ensamblaje y liberacion de viriones.

La mayoria de los sg mMRNAs son monocistrénicos y por lo tanto, Unicamente los
ORF que contienen un extremo 5' con la modificacién cap son traducidos. Sin embargo,
algunos sg mMRNAs emplean otros mecanismos para leer ORFs traslapados, tales como
el cambio de marco de lectura o cambio en el sitio de entrada del ribosoma (Fung & Liu,
2019).

Las proteinas estructurales con dominios transmembranales como S, M y E,
ademas de otras proteinas accesorias son traducidas en el ER debido a que necesitan
de chaperonas como la calnexina, mientras que la proteina N es traducida en el
citoplasma por ribosomas citosélicos (Fung & Liu, 2019). Estudios con MHV han
demostrado que unicamente el (+)gRNA contiene una sefial de empaquetamiento
localizada en el ORF1b, dentro del gen nspl5, la cual forma una estructura de tallo-
bucle que es reconocida por la proteina N para formar la nucleocpside. Sin embargo,
andlisis del genoma de SARS-CoV y MERS-CoV mostraron que dicha sefial esta
ausente, por lo que aun no se elucida el mecanismo a través del cual N reconoce

especificamente el RNA gendmico (Hartenian et al., 2020).

Una vez producidas las proteinas estructurales, accesorias y la nucleocapside,
se requiere transportar todos estos componentes hacia el sitio de ensamblaje que se
localiza en ERGIC, el cual es un compartimento ubicado entre el RE y el aparato de
Golgi. La proteina M regula el ensamblaje de los viriones funcionando como andamio
para guiar la morfogénesis de los coronavirus, mientras que interacciones M-S y M-N
participan en el reclutamiento de los componentes estructurales y el genoma viral (en la
nucleocapside) hacia el sitio de ensamblaje. La interaccion de E con M introduce los
componentes virales hacia el lumen de ERGIC e induce curvaturas en sus membranas
para dar lugar a la formacion de la envoltura viral y producir viriones inmaduros (Fung &
Liu, 2019).

Posteriormente, los viriones inmaduros son transportados dentro de vesiculas
hacia el aparato de Golgi, donde los viriones maduran con la glicosilaciéon de las

proteinas de envoltura. Finalmente, al llegar a la red trans del aparato de Golgi, los
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viriones maduros son empacados en vesiculas etiquetadas para su transporte hacia la
membrana plasmética, donde se fusionan y liberan a los viriones por exocitosis.
Asimismo, se ha identificado que los coronavirus utilizan proteinas del citoesqueleto
celular, tales como las tubulinas, para facilitar los procesos de ensamblaje y liberacion
(Fung & Liu, 2019).

2.3 Deteccion de la infeccidn viral y produccién de IFN-1 y citocinas.

La produccién de IFN-I esta asociada a la activacion de vias de sefalizacion tras
el reconocimiento de componentes virales o &cidos nucleicos intermediarios de su
replicacion (Figura 7), ambos denominados PAMPs (Pathogen-Associated Molecular
Patterns). Los PAMPs son percibidos por un conjunto de proteinas muy diversas
denominadas PRRs (Pattern Recognition Receptors), que se encuentran en el
citoplasma, vesiculas, endosomas, lisosomas y en la membrana plasmética (Kindler,
Thiel, & Weber, 2016).

Algunos de los PRRs citoplasmicos son los RLRs (RIG-I Like Receptors), entre
los cuales se encuentran RIG-I (Retinoic acid-Inducible Gene |) y MDA5 (Melanoma
Differentiation-Associated protein 5). Estos receptores contienen un dominio C-terminal
con actividad de helicasa, por lo que reconocen moléculas de RNA formadas como
intermediarios durante la replicacion viral. RIG-I detecta moléculas cortas de dsRNA
con extremos 5’ tri o difosforilados y ssRNA con regiones poli(U) o ricas en UC. Por otro
lado, MDAS5 reconoce moléculas largas de dsRNA, principalmente las que forman
estructuras secundarias ordenadas, ademas de unirse a ssRNA de sentido negativo y
MRNA hipometilados en el cap del extremo 5’ (Kindler et al., 2016).

La interaccién entre el RNA y RIG-I causa un cambio conformacional en ésta que
se refleja por la exposicién de un dominio CARD (Caspase Activation and Recruitment
Domain), el cual es reconocido y poliubiquitinado por la ligasa E3 de ubiquitina, TRIM25
(TRIpartite Motif-containing protein 25) (Newton & Dixit, 2012). Mediante esta cadena
de poliubiquitina, RIG-I interactda con una de las subunidades de un dimero de STING

(STimulator of INterferon Genes), una proteina de andamio que facilita la asociacién de
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RIG-I con la proteina mitocondrial MAVS (Mitochondrial AntiViral-Signaling). La
formacion del complejo RIG-I/STING/MAVS permite el reclutamiento de proteinas rio
abajo en la cascada de sefalizacion. Cabe destacar que MDAS es capaz de activar las
mismas vias que RIG-I, ya que igualmente interacciona con MAVS, sin embargo, la
cadena de poliubiquitina a la cual se une su dominio CARD no involucra la actividad de
TRIM25, y no se ha identificado que MDAGS requiera de la modulacion de STING para
interaccionar con MAVS (Sun et al., 2012).

MAVS recluta factores TRAF (Tumor necrosis factor Receptor-Associated
Factor), en especifico, TRAF 3 y 6. Ambos factores tienen actividad de ligasa E3 de
ubiquitina, de modo que con la formacion de cadenas de poliubiquitina reclutan y
activan proteinas cinasas. TRAF3 activa a IKKe (Inhibitor of NFkB Kinase g) y TANK
(TRAF family member-Associated NFkB activator), que a continuacion activa a TBK1
(TANK-Binding Kinase 1). Finalmente, TBK1/IKKe fosforilan a IRF3 (IFN Regulatory
Factor 3) e IRF7, los cuales forman homodimeros y heterodimeros para translocarse al

nacleo y regular la expresion de IFN-I (Newton & Dixit, 2012).

Por otro lado, TRAF6 se une la subunidad moduladora IKKy del complejo IKK,
con lo cual las subunidades cataliticas IKKa/IKKR fosforilan a IkBa (Inhibitor of NFKB q),
liberando asi a NFkB (Nuclear Factor k-light-chain-enhancer of activated B cells) que se
transloca al nudcleo para promover la expresibn de citocinas proinflamatorias
(principalmente en células del sistema inmune) como IL-1 (InterLeukin 1), IL-6, IL-8,
TFN-a (Tumor Necrosis Factor a), e IFN-I (en todas las células nucleadas) (Kindler et
al., 2016). Asimismo, TRAF6 activa una via MAPK (Mitogen-Activated Protein Kinase)
qgue involucra a MKKK7 (MAPK Kinase Kinase Kinase 7), MKK4 (MAPK Kinase Kinase
4) y JNK (Jun N-terminal Kinase), siendo ésta Ultima la cinasa que activa a los factores
de transcripcion ATF2 (Activating Transcription Factor 2) y c-Jun que conforman a AP-1
(Activator Protein 1) (Newton & Dixit, 2012).

Otro tipo de PRRs son los TLRs (Toll-Like Receptors), que son proteinas
transmembranales localizadas en endosomas. En humanos se han identificado diez
tipos diferentes de TLRs, de los cuales, TLR3 y 7 son los de mayor relevancia en el
reconocimiento de PAMPs de los coronavirus. TLR3 reconoce moléculas de dsRNA
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mientras que TLR7 se une a ssRNA (Figura 7). Asimismo, cada TLR recluta un cierto
tipo de proteinas adaptadoras (Kindler et al., 2016).

Después de su activacion por unién a dsRNA, TLR3 interactia con TRIF (Toll
interleukin-1 Receptor domain-containing adapter protein inducing IEN-B) y TRAF3 para
activar el complejo TANK/TBK1/IKKe. Asimismo, TRAF1 une a la ligasa E3 de ubiquitina
Pelil (Pellino homolog 1), la cual funciona de manera similar a TRAF6 para activar al
complejo IKK y la via MAPK (Newton & Dixit, 2012).

La sefalizacion por TLR7 requiere de MyD88 (Myeloid Differentiation primary-
response protein 88) y TRAF3, a través de las cuales activa al complejo
TANK/TBK1/IKKe. De igual forma, Myd88 interactta con TRAFG6 para inducir al
complejo IKK y la via MAPK que conllevan a la liberacion y translocacion de los factores

de transcripcion NFkB y AP-1, respectivamente (Kindler et al., 2016).

El IFN-B es una de las citocinas que se producen en las etapas tempranas de la
infeccion a través de estas vias de sefializacion. El gen IFNB1 (codificante de IFN-B) es
activado tras la formacion del complejo “enhanceosome” o amplificador (del cual forman
parte IRF3, IRF7, NFkB y AP-1), el cual recluta enzimas remodeladoras de la cromatina
y la RNA polimerasa Il para promover la transcripcion de dicho gen. Asimismo, la
produccion de IFN-B activa un mecanismo de retroalimentacion positiva que induce la
produccion de IFN-a, ademas de potenciar la expresion de IFNB1, con lo cual se

refuerza la produccién de IFN-I (Honda & Takaoka, 2006).
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Figura 7. Mecanismos de reconocimiento de PAMPs de los coronavirus e induccién de sintesis
de citocinas proinflamatorias e IFN-I. Las proteinas adaptadoras se muestran en anaranjado y
las cinasas en morado.

A pesar de que los mecanismos de reconocimiento y vias de sefializacion antes
descritos se encuentran conservados en todas las células del cuerpo humano, existe
una diferencia en la expresion de los PRRs. Los RLRs se producen en todas las células
nucleadas y son los receptores principalmente empleados por las células epiteliales
alveolares tipo 1y 2 para la produccion de IFN-I. Por otro lado, los TLRs se encuentran
preferencialmente expresados en células del sistema inmune, tales como los
macrofagos alveolares y las pDCs (plasmacytoid Dendritic Cells), y por ende son los
receptores mas utilizados por la respuesta inmune innata para la sintesis de IFN-I y

citocinas proinflamatorias. Las pDCs son las mayores productoras de [IFN-I,

32



principalmente de IFN-a, y como se abordara mas adelante, juegan un rol importante en
la modulacion de la respuesta inmune innata y adaptativa (Park & Iwasaki, 2020).

2.4 Respuesta a interferén: Activacion de la via Jak-STAT y expresion de
ISGs.

La secrecion de IFN-a e IFN-B por parte de células infectadas y células
fagociticas promueve una respuesta antiviral que comienza con la percepcion de estas
moléculas por el receptor IFNAR (InterEeron-a/p Receptor), el cual estéa conformado por
las subunidades IFNAR1 e IFNAR2 (Piehler, Thomas, Garcia, & Schreiber, 2012). Este
receptor tiene expresion ubicua en células nucleadas, lo que permite que la

sefalizacion se lleve a cabo de manera autocrina y paracrina.

La union de IFN-a o IFN-B, principalmente a IFNAR2 (subunidad de mayor
afinidad por IFN-I), provoca la dimerizacién de las subunidades IFNAR1 e IFNAR2.
Cada una de estas contiene en su extremo N-terminal un dominio de unién a ligando
gue a su vez esta constituido por subdominios FNII-like (FibroNectin type ll-like), en el
caso de IFNAR2 por dos subdominios mientras que en IFNAR1 por cuatro. Ademas del
dominio de union a IFN-I, IFNAR1 e IFNAR2 poseen un dominio transmembranal y una
region citoplasmica capaz de reclutar y activar proteinas cinasas. IFNAR1 recluta a
Tyk2 (Tyrosine kinase 2) mientras que IFNAR2 une a Jakl. Después de su activacion,
Tyk2 y Jakl fosforilan residuos de tirosina en los dominios citoplasmicos de IFNAR1 y
2, los cuales son reconocidos por los dominios SH2 (Src Homology 2) de las proteinas
STAT1y 2, respectivamente (Piehler et al., 2012).

Al estar posicionados en proximidad a Jakl y Tyk2, STAT1 y 2 son fosforilados
en residuos de tirosina que posteriormente reconocen mutuamente mediante sus
dominios SH2, con lo cual se promueve su dimerizacion. Finalmente, el heterodimero
STAT1/2 se asocia con IRF9 para formar el complejo ISGF3 (IFN-Stimulated Gene
Factor 3 complex). Una vez translocado al nacleo, ISG3 se une a los ISREs (Interferon-
Stimulated Response Elements) presentes en los promotores de los ISGs e induce su

transcripcion (Figura 8) (Kindler et al., 2016).
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Figura 8. Activacion de la via Jak-STAT y expresion de ISGs.

La expresion de ISGs genera productos como IRF7 e IRF9 que potencian la
sintesis de IFN-a e IFN-B y su senalizacion, respectivamente. Por otro lado, algunos de
los ISG codifican proteinas tales como PKR, 2'-5'0OAS-Rnasa L, ADAR (Adenosine
Deaminase Acting on RNA) e IFITM que interfieren directamente en las distintas etapas

de replicacion de los coronavirus.

ISGs con actividad antiviral. PKR es una serina/treonina cinasa activada por
dsRNA. Cuando dos PKRs se unen a la misma molécula de dsRNA, se produce un
proceso de fosforilacion mutua que desencadena cambios conformacionales que
potencian sus actividades de cinasa. Uno de los sustratos fosforilados por PKR es la
subunidad a de elF-2 (eukaryotic Initiation Factor 2), lo que provoca la formacion de un
complejo inactivo en el que el factor elF-2B es incapaz de catalizar el intercambio de
GDP (Guanosine DiPhosphate) unido a elF-2, por GTP (Guanosine TriPhosphate). Este
blogueo resulta en la inhibicion de la traduccion de RNAs virales y por lo tanto
abatimiento en la produccion de proteinas (Kindler et al., 2016).
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Otro de los sistemas antivirales producidos por la expresion de ISGs son las
enzimas 2-5'OAS-Rnasa L. La primera de ellas se activa al unirse a dsRNA y
posteriormente produce oligdbmeros de ATP unidos mediante enlaces 2'-5', los cuales,
activan a la Rnasa L para que degrade mRNAS, previniendo asi la sintesis de proteinas
tanto del hospedero como del virus. Asimismo, la degradacion de mRNAs celulares
produce RNAs pequefios con extremos 3' monofosforilados que son detectados por
RIG-1 y MDAD5, lo cual conlleva a la amplificacion de la produccion de IFN-I (Kindler et
al., 2016).

ADAR es otra proteina generada por la expresion de ISGs. Su actividad consiste
en la unibn a dsRNA generado durante la replicacion viral para catalizar la
desaminacion de A (Adenosina) a | (losina) y asi desestabilizar dichas moléculas.
Adicionalmente, esta modificacion puede afectar la estructura y funcién de las proteinas
virales, ya que durante la traduccion | es leida como G (Guanosina), resultando en la
incorporacion de aminoacidos que no deberian estar presentes. De igual forma, en la
replicacion de RNA, la presencia de | provoca la incorporacion de G, lo cual conlleva a

alteraciones en el genoma viral (Samuel, 2012).

Por otro lado, ISGs como IFITM provocan un conjunto de alteraciones que
bloquean la entrada de virus con envoltura, entre ellos, los coronavirus. IFITM induce la
modificacion de lipidos que resultan tanto en la exclusion de moléculas de agua, como
en la disminucién de la fluidez de la membrana del hospedero. Asimismo, se ha
propuesto que mediante sus dos dominios transmembranales genera curvaturas que
modifican la topologia de los sitios donde se ancla, cambios que afectan negativamente
el proceso de fusion de membranas (Li et al., 2013).

ISGs en la regulacién de la respuesta inmune. En lo que concierne al papel de la
sefalizacion mediada por IFN-I en las células del sistema inmunolégico, el conjunto de
ISGs se extiende a una gran variedad de citocinas proinflamatorias y quimiocinas, tales
como CCL2 (C-C motif ligand 2) y CXCL9 (C-X-C motif ligand 9) (Ivashkiv & Donlin,
2014). CXCL9 es un quimioatrayente que promueve la migracion de células NK y
linfocitos T citotdéxicos al sitio de infeccion, ademas de estimular la diferenciacion y
activacion de macréfagos alveolares que posteriormente sintetizan quimiocinas como
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CCL2, CCL7 y CCL12 para atraer IMMs (Inflammatory Monocyte-Macrophages),

macréfagos intersticiales, y otras células de la respuesta inmune innata y adaptativa

que se encargan de resolver la infeccion (Figura 9) (Kindler et al., 2016).

Asimismo, la produccién de IFN-I promueve la actividad de las células NK e

indirectamente induce un incremento en la expresion de la proteina MHC-I requerida

para la activacion de linfocitos T citotoxicos (Teijaro, 2016).

De igual forma, los IFN-I

inducen la transformacion de las pDCs en células presentadoras de antigeno, con lo

cual las pDCs participan como vinculo entre la respuesta inmune innata y la adaptativa
(Figura 9) (Fitzgerald-Bocarsly & Feng, 2007).
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Figura 9. Papel de la sefializacion mediada por IFN-I en células infectadas y células del sistema
inmunoldgico. Modificado de: Ivashkiv & Donlin (2014).
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2.5 Interferencia de proteinas de SARS-CoV, MERS-CoV y SARS-CoV-2 en la

produccion de IFN-l y citocinas.

Desde los respectivos afios de aparicion de SARS-CoV, MERS-CoV y SARS-
CoV-2 se han realizado diversas investigaciones con el fin de elucidar los mecanismos
a través de los cuales estos coronavirus interfieren con la respuesta del hospedero. En
este trabajo, se abordan los estudios mas recientes y concluyentes respecto a la
actividad antagonista de IFN-I de las proteinas que comparten SARS-CoV, MERS-CoV
y SARS-CoV-2. Asimismo, debido a la relevancia de SARS-CoV-2 como agente
etiolégico de la actual pandemia de COVID-19, se presentan proteinas cuya actividad

antagonista Unicamente se ha descrito en dicho coronavirus.
2.5.1 Proteinas estructurales de SARS-CoV y MERS-CoV.

Estudios realizados por Lu, Pan, Tao, & Guo (2011) demostraron que la proteina
N de SARS-CoV inhibe la sintesis de IFN-B y no interactia con RIG-I ni MDA5, ademas
de sugerir que actla sobre un paso previo a la activacion de RLRs. En la investigacién
desarrollada por Hu et al. (2017) se planteé como objetivo determinar con qué factor del
hospedero interactta la proteina N de SARS-CoV para inhibir la sintesis de IFN-I. Como
primer acercamiento, se obtuvieron inmunoprecipitados a partir de los lisados de dos
grupos de células humanas 293T, uno con expresion exdgena de la proteina N con la
etiqueta Flag (Flag-N) y otro con expresion de Flag-vector control. Posteriormente, los
inmunoprecipitados se sometieron a SDS y tincidon con azul de Coomasie (Figura 10A).
Las bandas obtenidas diferencialmente en el grupo de Flag-N fueron analizadas por
espectrometria de masas y tras emplear el software Mascot search, se identificé que los

péptidos estudiados correspondian a la ubiquitina ligasa TRIM25.

Para demostrar la interaccion in situ entre TRIM25 enddgeno y N, se realizo un
ensayo Duo-Link PLA (Proximity Ligation Assay). En esta técnica, las proteinas son
reconocidas con anticuerpos primarios a los que después se unen diferentes
anticuerpos secundarios conjugados a oligonucleétidos de DNA. Cuando dos proteinas
se encuentran a una distancia aproximada de 10 nm, se genera un amplicon de DNA al

gue se hibridan sondas que emiten fluorescencia roja como sefal positiva de
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interaccion. Mediante microscopia confocal se visualiz6 que Unicamente las células
HelLa (Henrietta Lacks) productoras de GFP (Green Fluorescent Protein)-N emitieron
fluorescencia roja localizada en el citoplasma mientras que las células productoras de
GFP tuvieron un resultado negativo, confirmando que la proteina N de SARS-CoV
interacciona con TRIM25 enddgena (Figura 10B) (Hu et al., 2017).
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Figura 10. La proteina N de SARS-CoV interactia con TRIM25. (A) Electroforesis SDS-PAGE
(Sodium Dodecyl Sulfate PolyAcrylamide Gel Electrophoresis) de los inmunoprecipitados
obtenidos a partir de los lisados de células 293T expresando Flag y Flag-N. (B) Ensayo Duo-
Link PLA in situ con células HelLa productoras de GFP-N y GFP. El colorante fluorescente
Hoechst se une a DNA y ayuda a visualizar la localizacion del ndcleo. Tomado de: Hu et al.
(2017).
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Considerando que la interaccion de N con TRIM25 se lleva a cabo en el
citoplasma y que su actividad de ubiquitina ligasa es requerida para la activacion del
receptor citoplasmico RIG-I, se evalu6 si la unién de N a TRIM25 evita la interaccion
con RIG-1 y la activacion de este ultimo. Al coexpresar Flag-TRIM25 y Myc-RIG-I bajo
condiciones con y sin GFP-N, se observé en los inmunoblots que la cantidad de
inmunoprecipitados del complejo TRIM25-RIG-I disminuyeron de manera dosis-
dependiente con la expresion de GFP-N. Este resultado fue confirmado mediante un
ensayo PLA in situ, en el que sélo las células productoras de GFP-N mostraron
disminucion de la sefial positiva asociada a la interaccion de TRIM25-RIG-I (Figura 11A,
B) (Hu et al., 2017).
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Figura 11. La interaccién entre RIG-1 y TRIM25 es inhibida por N de SARS-CoV. (A) Ensayo
Duo-Link PLA in situ con células HelLa productoras de GFP y GFP-N. El colorante fluorescente
DAPI se une a DNA y ayuda a visualizar la localizacién del nucleo. (B) Se contaron los puntos
rojos de 30 células elegidas aleatoriamente y se graficaron los resultados (*P<0.05). Tomado
de: Hu et al. (2017).

De igual forma, al obtener inmunoprecipitados e inmunoblots de lisados de
células 293T expresando Flag-RIG-I, HA (HemAglutinina)-ubiquitina y diferentes
concentraciones de Myc-N, se observo que la ubiquitinacion de los dominios CARD de
RIG-I, inducida por la infeccion de SeV (Sendai Virus), es inhibida de manera dosis-
dependiente por N (Figura 12) (Hu et al., 2017).
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Figura 12. La ubiquitinacién de RIG-I mediada por TRIM25 es inhibida por N. (A) Inmunoblots
obtenidos con los inmunoprecipitados de células 293T coexpresando HA-Ub y Flag-2CARD a
diferentes concentraciones de N. IgG fue empleado como control negativo. Tomado de: Hu et
al. (2017).

Con el fin de evaluar si el bloqueo de la ubiquitinacion de RIG-I afecta

negativamente la transcripcion del gen IFNB1, se realizé un ensayo dual de luciferasa.
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Este ensayo permite evaluar la activacion de un promotor mediante la transfeccion de
una linea celular con dos pladsmidos, uno que contiene el gen reportero codificante para
la luciferasa de luciérnaga bajo el promotor de estudio, en este caso el vector IFN-3-
Luc, y otro vector codificante para la luciferasa de Renilla que es empleada para
normalizar la eficiencia de la transfeccion. La actividad enzimética de la luciferasa de
luciérnaga se mide y asocia al nivel de activacion del promotor. Al igual que la
ubiquitinacidon de RIG-I, la activacion del promotor de IFN-B disminuyé de manera dosis-
dependiente con la expresion de N, reduciéndose desde un nivel de induccién de
aproximadamente 2000 hasta un valor de 250 en presencia de 3.2 ug de N (Figura
13A). Asimismo, se demostré que la produccion del mRNA de IFN-f e IFN-$ debido a la
infeccion por SeV (un fuerte inductor de IFN-B) fue casi cuatro veces menor en
presencia de N (Figura 13B, C). En lo que respecta a los ISGs bajo el control del
elemento ISRE dependiente de la sefializacion de IFN-B, se observo que la expresion
del vector ISRE-Luc disminuyé de manera dosis-dependiente al coexpresar N, teniendo
niveles de induccion mayores a 8000 en ausencia de N y menores a 1000 con 0.4 ug de

la proteina viral (Figura 13D) (Hu et al., 2017).
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Figura 13. La proteina N reduce la activacion del promotor de IFN-B, la produccion de mRNA
IFN-B e IFN-B y afecta la sintesis de genes bajo el promotor ISRE. (A, D) Niveles de induccion
de los reporteros IFN-B-luciferasa e ISRE-luciferasa, respectivamente a diferentes
concentraciones de Myc-N. (B, C) Niveles y cantidades de mRNA IFN-B e IFN-G,
respectivamente con y sin Myc-N. Tomado de: Hu et al. (2017).

Por otro lado, se descubrié que la proteina N de MERS-CoV también posee
capacidad de union a TRIM25. Al igual que la proteina N de SARS-CoV, la produccién
de IFN-B-Luc inducida por activacion de RIG-I se redujo de manera dosis-dependiente
con la expresion de N de MERS-CoV, siendo en este caso hasta cinco veces menor
(Hu et al., 2017).
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Los resultados obtenidos por Hu et al. (2017) demostraron de manera
concluyente que SARS-CoV y MERS-CoV inhiben la sintesis de IFN- a través de sus
proteinas N, las cuales ejecutan su funcién antagonista mediante el bloqueo de la
interaccion TRIM25-RIG-1 y con ello, la activacion de RIG-I, receptor citoplasmico crucial

para la produccion de IFN-I.

La proteina M es otra proteina estructural a la cual se ha asociado funciéon de
interferencia sobre la respuesta del hospedero. Estudios con la proteina M de SARS-
CoV demostraron que su actividad como supresor de la induccion de IFN-I era mas
eficiente que la de la proteina N del mismo coronavirus (Chan et al., 2006). Sin
embargo, el mecanismo de inhibicion de M permanecié sin resolverse, cuestion que el
grupo de Siu et al. (2009) buscé resolver mediante la identificaciéon de la via de

sefalizacion afectada, asi como las proteinas blanco.

La primera aproximacion fue la realizacion de un ensayo dual de luciferasa para
evaluar la activacion del promotor de IFN-B en presencia de poly(l:C) (Polylnosinic:
polyCytidylic acid), una molécula inmunoestimulante con estructura similar a dsRNA. Se
encontré que en presencia de la proteina M, la actividad del gen reportero se reduce a
la mitad en comparaciéon con los niveles inducidos por la proteina N (Figura 14) (Siu et
al., 2009).
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Figura 14. La proteina M de SARS-CoV muestra mayor inhibicién que N sobre la activacion del
promotor de IFN-B. (A) Niveles de actividad de luciferasa en presencia de las proteinas My N
de SARS-CoV. au, arbitrary units. Tomado de: Siu et al. (2009).
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Para determinar sobre cual via de sefializacién por RLRs interfiere la proteina M,
se evalud el nivel de supresidn sobre el reportero ISRE-Luc, cuya transcripcion es
inducida por las proteinas RIG-I, MDA5, MAVS, TBK1, IKKe, IRF3 e IRF7. De los
componentes antes mencionados, Unicamente la activacion por IRF3 e IRF7 no se vio
afectada, indicativo de que M actla en pasos previos a la actividad de ambos IRFs
(Figura 15) (Siu et al., 2009).
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Figura 15. La proteina M de SARS-CoV inhibe la actividad inductora de interferén de RIG-I (A),
MDAS5 (B), TBK1 (C), IKKe (D) y MAVS (E), no asi de IRF3 (F) e IRF7 (G). au, arbitrary units.
Tomado de: Siu et al. (2009).

Con el fin de establecer con qué proteinas interactia M en pasos previos a la
activacion de IRFs, se disefiaron ensayos de coinmunoprecipitacion empleando lisados
de células HEK293 sobreexpresando Myc-M e individualmente cada una de las
proteinas RIG-I, MDA5, TBK1, IKKe, TANK, TRAF3 y TRAF6 con la etiqueta Flag. Los
resultados mostraron que M coinmunoprecipité con RIG-I, TBK1, IKKe y TRAF3 (Figura
16, panel 1), por lo que se sugirié la posible formacion de un complejo incapaz de
continuar con la propagacion de la sefial para la produccién de IFN-I. Esta hipotesis se
reforzé al evaluar la fosforilacién/activacion de IRF3 en dos grupos de células HEK293,
un grupo expresando unicamente TBK1/IKKe y otro produciendo TBK1/IKKe y M. En el
grupo productor de M la forma fosforilada de IRF3 fue indetectable, mientras que en las
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células que soélo expresaron cinasas si se observd la presencia de IRF3 activado
(Figura 16, panel 2) (Siu et al., 2009).
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Figura 16. La proteina M de SARS-CoV se asocia con RIG-I, TBK1, IKKe y TRAF3. (Panel 1)
(A) Andlisis por WB (Western Blot) de los lisados de células HEK293. (B, C) Andlisis por WB de
los inmunoprecipitados obtenidos con a-myc y a-FLAG. (Panel 2). Inhibicién de la fosforilacion
de IRF3 en células productoras de la proteina M de SARS-CoV. La proteina tubulina se empleé
como control de carga. Tomado de: Siu et al. (2009).

Para confirmar si M bloquea Ila formacion del complejo activo
TRAF3/TANK/TBK1/IKKe y asi inhibe la activacion de IRF3, se analizaron las
interacciones de dichas proteinas en presencia y ausencia de la proteina M. Al
coexpresar TBK1, TRAF3 y M en células HEK293 se observd que la interaccion entre
TBK1 y TRAF3 se pierde en presencia de la proteina M (Figura 17, carril 2 comparado
con 1). De igual forma, las interacciones de TRAF3, tanto con IKKe como con TANK son

inhibidas en las células que coexpresan M (Figura 17, carriles 4 y 6) (Siu et al., 2009).
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Figura 17. La proteina M de SARS-CoV impide la formacibn del complejo
TRAF3/TANK/TBK1/IKKe. (A) Inmunoblots de los diferentes coinmunoprecipitados entre los
componentes del complejo TRAF3/TANK/TBK1/IKKe en presencia y ausencia de la proteina M.
Tomado de: Siu et al. (2009).

Estos resultados demuestran que la funcién antagonista de M sobre la sintesis
de IFN-I es mediada por la capacidad de la proteina viral del bloquear la formacién del
complejo funcional TRAF3/TANK/TBK1/IKKe, con lo cual impide la activacion de IRF3,

factor de transcripcidén esencial para la sintesis de IFN-I.

Por otro lado, mediante un estudio de caracterizacion de proteinas estructurales
y accesorias de MERS-CoV, el grupo de Yang et al. (2013) determin6 que al igual que
en SARS-CoV, la proteina M de MERS-CoV posee actividad antagonista de IFN-I. Este
resultado fue obtenido al evaluar la activacion del reportero IFN-B-Luc en respuesta a la
infeccion con SeV. La actividad de la luciferasa (dependiente de la expresion del vector)
tuvo una reduccion del 40% en presencia de la proteina M (Figura 18A).
Posteriormente, empleando RT-PCR (Reverse Transcriptase-Polymerase Chain
Reaction) se confirmd que los niveles del transcrito de IFN-B son considerablemente
menores en células 293T transfectadas con el plasmido codificante para M (Figura 18B)
(Yang et al., 2013).
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Figura 18. La proteina M de MERS-CoV reduce la activacion del promotor de IFN-B, asi como
la sintesis de su transcrito. (A) Porcentajes de activacion del constructo IFN-B-Luc (*p<0.05,
**p<0.01). (B) Electroforesis de los productos obtenidos por RT-PCR. NS1 (NonStructural 1
protein): Proteina del virus A de influenza usada como control positivo. GAPDH
(GlycerAldehyde-3-Phosphate DeHydrogenase): Control positivo para asegurar la calidad de los
RNAs analizados. Tomado de: Yang et al. (2013).

También analizaron la capacidad de la proteina M para inhibir la activacion del
promotor reconocido por IRF3. Para ello, se transfectaron células 293T con la
construccion del reportero 55CIB (sitios para la union de IRF3)-Luc y posteriormente se
infectaron con SeV. Los resultados mostraron que el porcentaje de actividad de la
luciferasa fue 80% menor en las células que expresan la proteina M de MERS-CoV
(Figura 19A). Asimismo, mediante microscopia confocal se estudié si M es capaz de
bloquear la translocacién de IRF3 al nacleo. A pesar de haber sido infectadas con SeV,
GFP-IRF3, permanecid en el citoplasma de las células transfectadas con el plasmido
codificante para HA-M, mientras que en las células no productoras de M, GFP-IRF3 se

localiz6 en el nucleo (Figura 19B) (Yang et al., 2013).
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Figura 19. La proteina M de MERS-CoV inhibe la funcion de IRF3. (A) Porcentajes de
activacion del constructo 55-CIB-Luc (**p<0.01). (B) Microscopia confocal de células 293T

trasnfectadas con plasmidos codificantes para GFP-IRF3 y HA-M. Tomado de: Yang et al.
(2013).

Finalmente, se evalud si M es capaz de reprimir la respuesta inducida por IFN-I.
Dos grupos de células 293T se transfectaron con el constructo ISRE-Luc, uno de ellos
también recibio el plasmido codificante para M, y posteriormente ambos grupos se
estimularon con IFN-B. Los resultados obtenidos mostraron que la proteina M de
MERS-CoV tiene actividad inhibitoria sobre la activacién del promotor ISRE, ya que su

sintesis provocé una disminucion del 50% en la actividad de la luciferasa (Figura 20)
(Yang et al., 2013).
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Figura 20. La proteina M de MERS-CoV reduce la activacion del promotor con elementos ISRE.
(A) Porcentaje de activacion del constructo ISRE-Luc (*p<0.05). Tomado de: Yang et al. (2013).

Los estudios realizados por Yang et al. (2013) demostraron que la proteina M de
MERS-CoV disminuye la activacion del promotor de IFN-B interfiiendo sobre la
translocacion nuclear de IRF3 o probablemente en algun paso previo a dicho evento,
por ejemplo, su activacion por fosforilacién. Sin embargo, dado que no se realizaron
estudios para elucidar el mecanismo especifico de inhibicion, aun quedan aspectos sin
resolver, entre ellos, cuéles son los factores del hospedero y los dominios estructurales
de las proteinas involucradas en el proceso de interferencia sobre la sintesis de IFN-I.
En lo que respecta a caracteristicas distintivas de la proteina M de MERS-CoV, también
se descubrié que puede disminuir la activacion de promotores con elementos ISRE, y
aunque se desconoce como lo hace, esta capacidad podria hacerle un mejor

antagonista de IFN-I comparado con su ortélogo en SARS-CoV.
2.5.2 Proteinas no estructurales de SARS-CoV y MERS-CoV.

En lo que se refiere a proteinas no estructurales, la proteina nsp3 es una de las
que ha sido mayormente estudiada debido a su relevancia como antagonista de la
sintesis de IFN-I tanto en SARS-CoV como en MER-CoV.

Investigaciones realizadas por Devaraj et al. (2007) demostraron que la proteina
nsp3 de SARS-CoV, particularmente el dominio PLpro, inhibe la sintesis de IFN-
mediante el bloqueo de la fosforilacion y activacion de IRF3 sin requerir de su actividad

proteolitica. Continuando con esta investigacion, Sun et al. (2012) se plantearon
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identificar los factores celulares involucrados y con ello elucidar el mecanismo de
inhibicion de nsp3 de SARS-CoV, enfocandose uUnicamente en PLpro como dominio

independiente, es decir, sin el resto de la proteina nsp3.

Considerando el papel de STING (adaptador para la interaccién entre RIG-I y
MAVS) sobre la activacion de IRF3, se estudié si el dominio PLpro inhibe la activacion
de un promotor dependiente de IRF3 con elementos ISRE. Para abordarlo se empleo el
reportero ISRE-Luc estimulado por la actividad de STING y se midié su expresion en
ausencia de PLpro y a diferentes concentraciones de éste. En ausencia de PLpro,
STING indujo una activacion aproximadamente 15 veces mayor en comparacion con el
control sin STING, mientras que con la expresion de PLpro, la activacién del promotor
presentd una reduccion dosis-dependiente (Figura 21A). Este fendmeno fue atribuido a
la posible interaccion de PLpro con STING, por lo que su asociacién fue evaluada y
confirmada mediante la coinmunoprecipitacion de PLpro-V5 con STING-Flag (Figura
21B) (Sun et al., 2012).
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Figura 21. El dominio PLpro de SARS-CoV reduce la activacion del vector ISRE-Luc e
interactla con STING. (A) Niveles de activaciéon de ISRE-Luc (*p<0.05). (B) Inmunoblots de los
coinmunoprecipitados de PLpro-V5 y STING-Flag. Tomado de: Sun et al. (2012).

Debido a que los homodimeros de STING son la forma funcional requerida para
la activacion de IRF3, se analiz6 si la expresion de PLpro disminuia la presencia de
dicho oligdbmero en células HEK293T infectadas con SeV. Esta hipotesis fue confirmada
mediante geles SDS-PAGE en los que se revel6 que PLpro provoca una reduccion de
los dimeros de STING (Figura 22A). Este resultado cobré mayor relevancia al observar
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gue células HEK293T infectadas con SARS-CoV igualmente mostraron bajos niveles de
la forma funcional de STING (Figura 22B) (Sun et al., 2012).

De igual forma, se analiz6 si la actividad DUB (DesUBiquitinasa) de PLpro estaba
involucrada en el mecanismo de inhibicion, ya que la formacion de dimeros de STING
requiere de la sintesis de cadenas de poliubiquitina. Para abordar esta pregunta se
midi6é la presencia de dimeros de STING en células HEK293T productoras de PLpro
WT (Wild Type) y PLpro mutante (C1651A) que carece de actividad DUB. Los
resultados obtenidos revelaron que Unicamente PLpro con actividad DUB provoca una
disminucién en los dimeros de STING (Figura 22A), proporcionando evidencia de que la
actividad DUB es necesaria para prevenir su formacion y por consiguiente para interferir
en la fosforilacion de IRF3 (Sun et al., 2012).
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Figura 22. PLpro y SARS-CoV reducen la fomacion de dimeros de STING. (A) Inmunoblots de
los inmunoprecipitados con lisados de células HEK293T transfectadas con PLpro WT y PLpro
C1651A. (B) Inmunoblots de los inmunoprecipitados con lisados de células HEK293T infectadas
con SARS-CoV y SeV. Tomado de: Sun et al. (2009).

Algunos estudios han sugerido que IRF3, ademas de modificarse por
fosforilacién, también requiere estar ubiquitinada para activarse por completo y ser
funcional (Jiang et al., 2012). Por tal motivo, Matthews et al. (2014) realizaron un
conjunto de experimentos para evaluar el efecto de la ubiquitinacion de IRF3 y

determinar si dicha modificacién puede ser removida por la actividad DUB de PLpro.

49



Para analizar si PLpro puede interferir sobre etapas posteriores a la fosforilacién
de IRF3, se evalud su capacidad para inhibir la actividad de IRF3(5D), una mutante
constitutivamente activa de IRF3 que mimetiza su region C-terminal fosforilada y que
puede inducir la actividad de IFN-B-Luc. Con este experimento se demostré que PLpro
inhibe la actividad de IRF3 fosforilada, ya que provoc6 una disminucién del 50% en la
actividad de la luciferasa en comparacion con las células unicamente transfectadas con
IRF3(5D) (Figura 23) (Matthews et al., 2014).
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Figura 23. PLpro de SARS-CoV disminuye la actividad de IRF3(5D). (A) Niveles inducidos del
vector IFN-B-Luc. Tomado de: Matthews et al. (2014).

Para complementar estos ensayos, se estudio la capacidad de IRF3(5D) para
dimerizarse, translocarse al nucleo y unirse a DNA; se observd que PLpro no interfiere
en ninguno de estos procesos, por lo que se formul6 la hipétesis de que IRF3(5D)
requiere estar ubiquitinada. Para probarlo, se elabor6 un ensayo en el que
transfectaron células HEK293T con diferentes combinaciones de plasmidos codificantes
para Flag-IFR3(5D), donadores de Ub (Ubiquitina): HA-K48-Ub y HA-K63-Ub, y GFP-
PLpro. Los lisados de las células fueron tratados con perlas anti-Flag para seleccionar a
Flag-IRF3(5D) y posteriormente se hicieron inmunoprecipitados con anti-HA para
determinar el estado ubiquitinado de IRF3(5D) (Figura 24A). Al observar los
inmunoprecipitados se concluyé que IRF3(5D) es ubiquitinada y que PLpro promueve
su desubiquitinacion (Matthews et al., 2014).
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El papel de PLpro como inhibidor de la ubiquitinacion de IRF3 y antagonista de la
sintesis de IFN-I fue confirmado al demostrar que la actividad de luciferasa producida a
partir de IFN-B-Luc Unicamente disminuye, casi en su totalidad, en presencia de PLpro
WT, mientras que la mutante de PLpro carente de actividad DUB no provoca cambios
en comparacion con las células que solo expresan IRF3 o IRF3(5D) (Figura 24B)
(Matthews et al., 2014).
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Figura 24. PLpro de SARS-CoV desubiquitina a IRF3(5D) y emplea su actividad DUB para
reducir la activacion del promotor de IFN-B. (A) Inmunoblots obtenidos con los lisados de
células HEK293T transfectadas con diferentes combinaciones de plasmidos. (B) Niveles
inducidos del vector IFN-B-Luc. Tomado de Matthews et al. (2014).

De esta manera, los resultados de Sun et al. (2009) y Matthews et al. (2014),
plantean dos posibles mecanismos en los que PLpro emplea su actividad DUB para
interferir sobre la funcion de IRF3 y disminuir la produccion de IFN-I. Asimismo, en cada
uno de los mecanismos PLpro actla a diferentes niveles de la via de sefalizacion. En el
primero, PLpro evita la fosforilacion de IRF3 al evitar la formacion de dimeros de
STING, mientras que en el segundo, desubiquitina e inactiva a IRF3, de modo que pese

a su translocacion al nucleo y unién a DNA es incapaz de inducir la sintesis de IFN-I.
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En el caso de MERS-CoV, tomando como antecedente la relevancia de la
actividad DUB de PLpro en SARS-CoV para inhibir la sintesis de IFN-I, asi como los
reportes de Mielech et al. (2014) en torno a la actividad DUB de PLpro en MERS-CoV,
el grupo de Bailey-Elkin et al. (2014) cristaliz6 a PLpro de MERS-CoV en complejo con
ubiquitina, y basandose en su estructura introdujeron mutaciones en la region DUB.
Una vez obtenida la mutante de PLpro (mutada en el sitio activo con C1592A)
evaluaron la capacidad de la misma y de PLpro WT para inhibir la activacion del
promotor de IFN-B (a partir del vector IFN-B-Luc) inducida por RIG-I(2CARD), MAVS e
IRF3(5D) (Figura 25). En cada grupo de células transfectadas con RIG-I(2CARD),
MAVS e IRF3(5D) se registré que PLpro WT redujo la actividad de la luciferasa de
manera dosis-dependiente, mientras que la mutante C1592A mostré niveles

equiparables a los obtenidos con los controles (Bailey-Elkin et al., 2014)
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Figura 25. El dominio PLpro de MERS-CoV con actividad DUB reduce la activacion de IFN-.
(A), (B), y (C) Porcentajes de actividad relativa de la luciferasa inducidos por RIG(2CARD),
MAVS e IRF3(5D), respectivamente, empleando PLpro. (D) Porcentajes de actividad relativa de
la luciferasa inducidos por IRF3(5D), empleando nsp3. A la derecha de cada grafico se
encuentran las electroforesis que muestran la abundancia y cantidades empleadas de cada
constructo de PLpro WT y mutante. La proteina -actina se emple6 como control de carga.
Tomado de: Bailey-Elkin et al. (2014).
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Con estos resultados Bailey-Elkin et al. (2014) concluyeron que el dominio PLpro
de la proteina nsp3 de MERS-CoV emplea su actividad DUB para inhibir la sefalizacién
entre RIG-1 y MAVS, observandose que inhibe de manera mas significativa al nivel de
MAVS.

Asimismo, se determin6 que PLpro interfiere sobre la actividad de IRF3(5D), tal y
como se ha reportado para su ortélogo en SARS-CoV. Sin embargo, la expresion de
nsp3 (proteina completa) no inhibié significativamente la activacion del promotor de
IFN-B inducida por IRF3(5D) (Figura 25D). Esta diferencia de resultados fue atribuida a
la localizacién de nsp3, pues es posible que su anclaje a membrana le imposibilite
emplear a IRF3(5D) como sustrato.

2.5.3 Proteinas accesorias de SARS-CoV.

En lo que concierne a proteinas accesorias, Unicamente SARS-CoV y SARS-
CoV-2 comparten a ORF3b como proteina con funcién antagonista sobre la sintesis de
IFEN-I. Los primeros estudios efectuados con ORF3b de SARS-CoV demostraron que
esta proteina provoca una disminucion en la fosforilacion de IRF3 para asi reducir la
sintesis de IFN-B (Kopecky-Bromberg, et al., 2007). Posteriormente, un analisis de la
dindmica de localizacion de ORF3b brind6é informacion sobre su posible mecanismo
para inhibir la activacién de IRF3 (Freundt, Park, Lenardo & Xu, 2009).

En la investigacion desarrollada por Freundt et al. (2009), se transfectaron
células Vero con un plasmido codificante para ORF3b-EGFP (Enhanced GFP), y
después se tifieron los ndcleos y mitocondrias con las sondas fluorescentes Hoechst y
MitoTracker Red, respectivamente. Al visualizar las células mediante microscopia
confocal, se observd que ORF3b se localiza tanto en el ndcleo como en las
mitocondrias. Posteriormente, con un ensayo de distribucion espacio-temporal se
concluy6 que ORF3b inicialmente se localiza en el ndcleo y eventualmente migra hacia
la membrana externa de la mitocondria, donde se ancla mediante una a-hélice
anfipatica (conformada por los residuos de aminoacidos 71-90) de manera definitiva
(Figura 26) (Freundt et al., 2009).
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Figura 26. La proteina ORF3b inicialmente se ubica en el nlcleo y finalmente se localiza en las
mitocondrias. (A) Microscopia confocal de células Vero transfectadas con ORF3b-EGFP y
tefiidas con Hoechst y MitoTracker Red a 16 hpt. (B) Microscopia confocal de células Vero
transfectadas con ORF3b-EGFP. Los tiempos se muestran en horas y se establecié el inicio
00:00 que corresponde a 4 hpt (horas post-transfeccion) en que fue detectable ORF3b. Tomado
de: Freundt et al. (2009).

La localizacion de ORF3b en la mitocondria sugiere que esta proteina inhibe la
activacion de IRF3 al interferir sobre la sefalizacion mediada por MAVS, la cual
igualmente se ubica en la mitocondria. Para estudiar esta hipotesis se transfectaron
células HEK293T con un reportero de luciferasa bajo el control de un promotor de
respuesta a IRF3. La activacién del plasmido fue inducida por la sobreexpresion de
RIG-I-N (una forma constitutivamente activa de RIG-I) y MAVS. La actividad de la
lucifesara tuvo una reduccion del 15% en las células que coexpresaron MAVS vy
ORF3b, mientras que el grupo que coexpresdé RIG-I-N y ORF3b sélo presentd una

disminucién de aproximadamente 5% (Figura 27) (Freundt et al., 2009).
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Figura 27. La proteina ORF3b de SARS-CoV reduce la activacion del promotor reconocido por
IRF3. (A) Niveles de luciferasa inducidos por MAVS Y RIG-I-N en ausencia o presencia de
ORF3b (**p<0.01). Tomado de: Freundt et al. (2009).
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Aungue no se realizaron experimentos de coinmunoprecipitacion u otros ensayos
para demostrar la interaccion entre ORF3b y MAVS, Freundt et al. (2009) propusieron
gue ORF3b inhibe la activacion de IRF3 y la sintesis de IFN-I, probablemente al
interactuar con MAVS, ya que de esta manera impediria la formacién y activacion de

complejos rio abajo en la cascada de sefializacion.
2.6 Interferencia de proteinas de SARS-CoV sobre la via Jak-STAT.

De los tres coronavirus, objeto de esta revision, solamente SARS-CoV y SARS-
CoV-2 comparten la proteina ORF6 como antagonista de la sefializacion de IFN-I. Los
primeros estudios efectuados con ORF6 se realizaron en SARS-CoV por el grupo de
Kopecky-Bromberg et al. (2007), quienes demostraron que esta proteina inhibe la
activacion del promotor ISRE y evita la translocacion del factor de transcripcion STAT1,

pero no su fosforilacién ni dimerizacion.

Para esclarecer el mecanismo de inhibicion de ORF6 en SARS-CoV, Frieman et
al. (2007) se enfocaron en el proceso de translocacion de STATL. Inicialmente se
corroboré que uUnicamente la presencia de ORF6 bloquea la translocacion de STATL,
pues mediante microscopia confocal se observé que células Vero infectadas con
icSARS (infectious clone SARS strain) WT mantenian a STAT1-GFP en el citoplasma,
contrario a su localizacion nuclear en las células infectadas con icSARSAORF6 (cepa
carente de ORF6). Asimismo, la transfeccién con el plasmido codificante de HA-ORF6
en células infectadas con icSARSAORF6 complementd la funcion de ORF6 y se impidio

la translocacion al nacleo de STAT1-GFP (Figura 28).
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Figura 28. La presencia de ORF®6 inhibe la translocacién de STAT1. (A) Microscopia confocal
de células Vero infectadas con icSARS o icSARSAORF6. Para visualizar las células del
segundo panel (en rojo) éstas fueron tratadas con un anticuerpo primario anti-S o anti-HA y un
secundario conjugado con la sonda fluorescente Alexa 546. Tomado de: Frieman et al. (2007).

Tomando en cuenta que ORF6 no inhibe la fosforilacion ni dimerizacion de
STAT1 (Kopecky-Bromberg et al., 2007), se dedujo que ORF6 actua rio abajo en la via,
probablemente al nivel de la translocacion de los factores de transcripcion. La
translocacion de STAT1 e ISGF3 es mediada por su union al factor de importacion
nuclear KPNA1 (KarioPherin Alpha 1), el cual a su vez recluta a KPNB1 (KarioPherin
Beta 1) para formar un complejo que finalmente es transportado al nacleo (Frieman et
al., 2007).

Algunos autores han reportado proteinas virales que se unen a KPNAL para
bloguear su interaccion con STAT1, entre ellas VP24 (Viral Protein 24) del virus del
ébola (Reid et al., 2006). Por este motivo, Frieman et al. (2007) evaluaron la interaccion
de ORF6 con diferentes carioferinas, para lo cual cotransfectaron células 293 con
diferentes combinaciones de plasmidos codificantes para KPNA1, KPNA2, KPNA3 y
KPNA4, todas ellas etiguetadas con Flag, y HA-ORF6. Al analizar los
coinmununoprecipitados obtenidos con los lisados celulares se observdo que ORF6
Gnicamente interactia con KPNA2 (Figura 29A). Asimismo, los datos de microscopia
confocal sobre células cotransfectadas con cada Flag-KPNA y HA-ORF6 confirmaron
que solo KPNA2 es retenida en el reticulo endoplasmico, sitio en donde ORF6 se
encuentra anclado (Figura 29B).
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Figura 29. La proteina ORF6 de SARS-CoV retiene a KPNA2 en el reticulo endoplasmico. (A)
Inmunoblots de los lisados de células 293 cotransfectadas con plasmidos para Flag-KPNA, HA-
ORF6 y KPNBL1. (B) Microscopia confocal de células 293 cotransfectadas con plasmidos para
Flag-KPNA y HA-ORF6. Las células del primer panel (rojas) fueron tratadas con un anticuerpo
primario anti-HA y anticuerpo secundario conjugado con Alexa Fluor 546, mientras que las del
segundo panel (verdes) con anti-Flag y anticuerpo secundario conjugado con Alexa Fluor 488.
Tomado de: Frieman et al. (2007).

Dado que STAT1 y el complejo ISGF3 no interacttan con KPNA2, sino con
KPNAL1:KPNB1, se abordé la posibilidad de que ORF6 utilice a KPNA2 para competir
con KPNA1 por KPNB1 y asi afectar el transporte de STAT1 al nucleo. Una vez
comprobada la interacciéon de KPNA2 con KPNB1 (Figura 29A, inmunoblot inferior), se
puso a prueba la hipotesis de que KPNA2 secuestra a KPNB1 en el reticulo
endoplasmico. Para tal fin, se transfectaron células Vero con los plasmidos codificantes
para HA-ORF6 y Flag-KPNBL1. Los resultados obtenidos mostraron que en ausencia de
ORF6, KPNB1 se localizd en el nucleo, mientras que KPNB1 colocalizé6 con ORF6 en

las células que expresaron ambas proteinas (Figura 30A) (Frieman et al., 2007).

Para evaluar la interaccion de KPNB1 con KPNA2:ORF6 in vivo, se transfectaron
células 293 con plasmidos para cada Flag-KPNA y HA-ORF6. Después de obtener los
lisados de las células se realiz6 un inmunoprecipitado con anti-HA y posteriormente
inmunoblots con anti-Flag y anti-KPNB1. En los resultados se observdé KPNB1
coinmunprecipito con KPNA2:ORF6, confirmandose la hipotesis de que KPNA2 une a
KPNBL1 in vivo (Figura 30B) (Frieman et al., 2007).

58



oFLAG oHA Merge

o . .

B

input IP: «HA
HA ORF6 + |+ |+ |+ + [+ +]+
Flag KPNA1| + -
Flag KPNA2 + +
Flag KPNA3 + +
Flag KPNA4 + e

WB :cKPNB1 S s s p—

WB oFlag  seimaia ==
WB :«HA e ——— — — — —

FLAG KPNB1+
HA ORF6

2 3 4 5 [ 7 8

Figura 30. KPNB1 se localiza en el reticulo endoplasmico en presencia de ORF6 de SARS-CoV
e interactia con KPNA2:ORF6 in vivo. (A) Microscopia confocal de células 293 transfectadas
con plasmidos para Flag-KPNB1 y HA-ORF6. Las células del primer panel fueron tratadas con
anticuerpo primario anti-Flag y anticuerpo secundario conjugado con Alexa Fluor 546, mientras
que las del segundo panel con anti-HA y anticuerpo secundario conjugado con Alexa Fluor 488.
(B) Inmunoblots obtenidos empleando anti-KPNB1, anti-Flag y anti-HA. Tomado de: Frieman et
al. (2007).

2.7 Interferencia de proteinas de SARS-CoV-2 sobre la sintesis de IFN-l y la
via Jak-STAT.

Como se ha podido apreciar en secciones previas, los estudios presentados para
las proteinas de SARS-CoV y MERS-CoV se han desarrollado durante varios afios
desde la identificacion de los coronavirus en cuestion y por ello, la mayoria de las
investigaciones abordadas han retomado trabajos como antecedente para realizar
estudios en los que elucidan los mecanismos de inhibicion de las proteinas virales e
incluso para algunas de ellas se ha determinado cuales son las regiones estructurales

involucradas.

En el caso de SARS-CoV-2, dada su reciente identificacion en diciembre de
2019, las investigaciones realizadas a la fecha constan principalmente de ensayos en
los que se evalta el potencial antagonista de IFN-I de diversas proteinas de SARS-
CoV-2, y Unicamente para algunas de ellas se han hecho estudios especificos que
brindan mas detalles sobre su papel en la patologia provocada por SARS-CoV-2. En
cualquiera de los casos, en este trabajo se han reunido las investigaciones mas
actuales y concluyentes sobre las proteinas que SARS-CoV-2 emplea para retrasar la

sintesis y respuesta mediada por IFN-I.
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Uno de los primeros estudios en los que se examind el potencial inhibitorio de
IFN-I de las proteinas de SARS-CoV-2 fue el desarrollado por Li et al. (2020), quienes
sintetizaron plasmidos codificantes para las proteinas estructurales (S, E, My N) y

accesorias ORF3a, 6, 7a, 8 y 10, cada una de ellas fusionada a la etiqueta HA.

Para examinar el posible potencial antagonista de cada proteina, se
transfectaron células HEK293T con cada uno de los plasmidos para las proteinas
virales, en combinacion con diferentes quimeras del gen reportero luciferasa bajo el
control de los promotores de IFN-B, NFkB e ISRE. Como control negativo se empled un
plasmido “vacio” (no codificante) mientras que como control positivo se utilizd el
plasmido codificante para la proteina NS1 del virus A de influenza. A las 24 hpt las
células se infectaron con SeV para inducir la sintesis de IFN-B, y por tanto, la de ISG
bajo el control de ISRE. Una vez transcurridas 18 hpi (horas post-infeccion), se
obtuvieron lisados de las células y se midié la actividad de la luciferasa. Para cada uno
de los tres promotores evaluados, las proteinas N, ORF6 y ORF8 redujeron su

activacion IFN-B (reduccion del 30%-75%), ISRE (40%-75%) y NFkB (~50%-~30%)
(Figura 31) (Li et al., 2020).
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Figura 31. Las proteinas N, ORF6 y ORF8 de SARS-CoV-2 disminuyen la activacién de los

promotores IFN-B, ISRE y NFkB. (A), (B) y (C). Porcentajes de activacion de los promotores
IFN-B, ISRE y NFkB, respectivamente (**p<0.01, ***p<0.001). Tomado de: Li et al. (2020).

Al evaluar diferentes concentraciones de N, ORF6 y ORF8, se registré el mismo
comportamiento inhibitorio sobre la activacion de los promotores, ademas de
observarse que ORF6 es el antagonista mas potente y que se le requiere en menor
cantidad para que muestre su efecto (Li et al., 2020).
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Asimismo, al modificar la estimulacién de SeV por IFN-B se determiné que
Unicamente la proteina N inhibe la sintesis de IFN-I, mientras que ORF6 y ORF8 no
solo inhiben la sintesis de IFN-I sino también su sefializacion, caracteristica que les
hace inhibidores més versatiles en SARS-CoV-2 (Figura 32) (Li et al., 2020).
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Figura 32. Las proteinas ORF6 y ORF8 de SARS-CoV-2 disminuyen la activacién del promotor
ISRE bajo condiciones de estimulacion con IFN-B. Proteina-cantidad en ug. (A), (B) y (C).
Porcentajes de activacion del promotor ISRE (*p<0.05, **p<0.01). Tomado de: Li et al. (2020).

Finalmente, se estudié como la presencia de N, ORF6 y ORF8 repercute sobre el
nivel de transcritos de IFN-B y algunos ISGs, en especifico ISG56 e ISG54. De manera
similar a los experimentos previos, se transfectaron células HEK293T con los plasmidos
codificantes para N, ORF6 y ORF8, posteriormente se infectaron con SeV y por ultimo
se colectaron las células para lisarles y determinar mediante gPCR (quantitative
Polymerase Chain Reaction) los niveles de mRNA de IFN-B, ISG56 e ISG54. Los
resultados coincidieron con las determinaciones anteriores pues las tres proteinas
causaron una disminucién significativa en la produccion de los transcritos de IFN-B e
ISGs (Li et al., 2020).

Con este primer estudio Li et al. (2020) concluyeron que SARS-CoV-2 cuenta
con tres proteinas con actividad antagonista de IFN-I. Las proteinas ORF6 y ORF8
inhiben la sintesis de IFN-I e ISGs mientras que la proteina N Unicamente inhibe la
sintesis de IFN-I. Asimismo, con base en los resultados se determind que ORF6
requiere de bajas concentraciones para ejercer su actividad, ademas de ser la proteina
gue provoca mayor disminucién en la activacion de los promotores de IFN-B, NFkB,

ISRE y sus productos.
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De manera similar a Li et al. (2020), el grupo de Lei et al. (2020) desarroll6 una
investigacién para evaluar el potencial antagonista de las proteinas de SARS-CoV-2,
ampliando el conjunto de proteinas estudiadas, siendo un total de 23 que incluy6 a las

nsps.

Previo al estudio de las proteinas virales, se infectaron células Calu-3 (una linea
celular de epitelio pulmonar) con SeV o SARS-CoV-2. A diferentes tiempos se
seleccionaron células para determinar la carga viral y, por otro lado, mediante gPCR los
niveles de transcrito de IFN-B e ISG56. Al comparar los valores obtenidos se observo
gque SARS-CoV-2 induce bajos niveles de IFN-B e ISG56 durante las 12 hpi, sin
embargo, a las 24 hpi ambos transcritos se elevan drasticamente, tiempo que coincidid
con el maximo del titulo viral. Por el contrario, desde las 4 hpi SeV induce de manera
considerable la expresion de IFN-B e ISG56, y a las 8 hpi los niveles de transcrito

alcanzaron sus valores maximos (Figura 33) (Lei et al., 2020).
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Figura 33. SARS-CoV-2 retrasa la sintesis de los transcritos de IFN-B e ISG56, ademas de
inducir bajos niveles de los mismos en comparacion con SeV. (A) Carga viral de SARS-CoV-2 a
diferentes tiempos pi. Los valores se determinaron mediante TCIDs, (Fifty percent Tissue
Culture Infectious Dose). (B), (C). Niveles relativos de RNA de IFN-B e ISG56, respectivamente
en células infectadas con SARS-CoV-2. (D), (E) Niveles relativos de RNA de IFN-B e ISG56,
respectivamente en células infectadas con SeV (*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001). Tomado de: Lei
et al. (2020).

Una vez demostrado que SARS-CoV-2 retrasa y reduce la sintesis de IFN- e

ISG56, se sintetizaron plasmidos codificantes para nspl-10, nspl2-16, S, E, M, N,
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ORF3, ORF6, ORF7a, ORF8b y el dominio PLpro de nsp3. Tras confirmar la expresion
de cada proteina se procedié a transfectar células 293T con los pldsmidos de las
proteinas virales, asi como el vector reportero IFN-B-Luc. Después de 24 hpt., las
células se infectaron con SeV y transcurridas 12 hpi se midio la actividad de la enzima
luciferasa para cada condicidon con las proteinas de SARS-CoV-2 (Figura 34). Del
conjunto de proteinas evaluadas, nspl, nsp3 (PLpro), nspl12-14, ORF3, ORF6, My N
disminuyeron significativamente la activacién del promotor de IFN-B, destacando entre
ellas nspl y nspl3, siendo la primera la de mayor potencial antagonista, pues inhibio

por completo la activacion del promotor (Lei et al., 2020).
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Figura 34. Las proteinas nspl, nsp3 (PLpro), nsp12-14, ORF3, ORF6, M y N de SARS-CoV-2
disminuyen la activacion del promotor de IFN-B. (A) Niveles de activacion del plasmido reportero
IFN-B-Luc por cada una de las proteinas virales mostradas (*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001).
Tomado de: Lei et al. (2020).

A pesar de que nspl se identific6 como el antagonista mas potente, la
investigaciéon se enfocd en el estudio de ORF6, ya que de entre las proteinas con
actividad inhibitoria compartidas con SARS-CoV, ésta se report6 como la proteina con

menor grado de conservacion.

Para conocer el nivel al cual ORF6 interfiere para inhibir la sintesis de IFN-f3, se
cotransfectaron células 293T con combinaciones de diferentes pladsmidos: un reportero
(IFN-B-Luc), el codificante para ORF6 y alguno de los plasmidos de RIG-I-N, MDAS5,
MAVS o IRF3-5D. ORF6 redujo la activacion del promotor de IFN-B de manera
dependiente de su concentracion al coexpresarse con cada uno de los factores

involucrados en la via de sefalizacion (Figura 35) (Lei et al., 2020).
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Figura 35. La proteina ORF6 de SARS-CoV-2 disminuye la activacion del promotor de IFN-B
inducida por RIG-I-N, MDA5, MAVS e IRF3-5D. (A), (B), (C) y (D) Niveles de activacién del
plasmido reportero IFN-B-Luc inducido por RIG-I-N, MDA5, MAVS e IRF3-5D, respectivamente,
tanto en ausencia de ORF6 como a diferentes concentraciones del mismo (**p<0.01,
***n<0.001). La proteina (-actina se empleé como control de carga. Tomado de: Lei et al.
(2020).
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Esta serie de resultados sugirieren que ORF6 actia al nivel de activacién de
IRF3 o en un paso posterior, lo cual fue confirmado mediante un ensayo de
inmunofluorescencia en el que se observd que ORF6 inhibe la translocacion nuclear de

IRF3 en células HEK293T (Figura 36) (Lei et al., 2020).
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Figura 36. La proteina ORF6 de SARS-CoV-2 inhibe la translocacion nuclear de IRF3. (A)
Microscopia confocal de células HEK293T productoras de IRF3. Las células del panel superior
se transfectaron con un vector vacio (no codificante), mientras que las del panel inferior fueron
transfectadas con el plasmido de ORF6. Tomado de: Lei et al. (2020).

Considerando que el ortdlogo de ORF6 en SARS-CoV inhibe la sefalizacion de

IFN-I mediante la translocacion nuclear de STAT1 (Frieman et al., 2007) se determino si
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ORF6 reduce la activacion de un promotor con elementos ISRE. Con el interés de
identificar todas proteinas virales de SARS-CoV-2 con dicha actividad, se examiné el
conjunto de 23 proteinas disponibles. Para realizar este andlisis se transfectaron células
con cada uno de los plasmidos de las proteinas virales junto con el plasmido reportero
ISRE-Luc, y tras 24 hpt se estimularon con IFN- durante 12 h, después de lo cual se
midi6é la actividad de la enzima luciferasa. Con este ensayo se comprobd que ORF6
inhibe la sefalizacion mediada por IFN-I, actividad que también mostraron nspl, PLpro,
nspl3-14, ORF8, N y S, entre los cuales nuevamente nspl fue el antagonista mas

potente (Figura 37) (Lei et al., 2020).
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Figura 37. Las proteinas nspl, nsp3 (PLpro), nsp13-14, ORF6, ORF8, Ny S de SARS-CoV-2
disminuyen la activacion del promotor con elementos ISRE. (A) Niveles de activacion del
plasmido reportero ISRE-Luc por cada una de las proteinas virales mostradas (*p<0.05,
**p<0.01, ***p<0.001). Tomado de: Lei et al. (2020).

Después de demostrar el potencial inhibitorio de ORF6 sobre la sefalizacién de
IFN-I, se retomé el enfoque en dicha proteina y se procedié a examinar su habilidad
para bloquear la translocacién nuclear de STAT1. Para abordarlo se transfectaron
células con el plasmido codificante de ORF6 y una vez transcurridas 24 hpt se
estimularon con IFN-B durante 30 min. Los analisis por inmunoflorescencia de las
células proporcionaron evidencia de que ORF6 reduce la translocacion nuclear de
STAT1 del 28% en el grupo control, hasta el 4% en células productoras de ORF6
(Figura 38) (Lei et al., 2020).
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Figura 38. La proteina ORF6 de SARS-CoV-2 inhibe la translocacién nuclear de STATL1. (A)
Microscopia confocal de células HEK293T cotransfectadas con STAT1 y ORF6. (B) Porcentaje
de STATL1 nuclear en células transfectadas con vector control no codificante o el plasmido de
ORF6. Tomado de: Lei et al. (2020).

Con esta segunda investigacion se concluyo que las proteinas ORF3, nspl2 y M
inhiben la sintesis de IFN-I, ORF8 y S interfieren sobre la sefializacion mediada por
interferon, mientras que nspl, nsp3 (PLpro), nspl3-14, ORF6 y N inhiben tanto la
sintesis como la sefalizacion de IFN-I. De igual forma, con este trabajo Lei et al. (2020)
identificaron a nspl como el antagonista mas potente de SARS-CoV-2. Por otro lado, se
demostré que ORF6 bloquea la translocacion nuclear de IRF3 y STAT1, inhibiendo asi

la sintesis y sefializacién de IFN-I, respectivamente.

A diferencia de los estudios antes abordados en los que se evaluaron proteinas
estructurales, nsps y accesorias, el grupo de Konno et al. (2020) se enfocé en las
proteinas accesorias tomando como antecedente la literatura en donde se identificaron
a ORF3b (Freundt et al.,, 2009) y ORF6 (Frieman et al., 2007) como antagonistas de
IFN-I en SARS-CoV.

Como primera aproximacion en el estudio se hizo una comparacion individual de
cada ORF codificante de proteinas accesorias de SARS-CoV y SARS-CoV-2. Los
resultados obtenidos mostraron que cada pareja de ORFs conserva una longitud muy
similar, excepto ORF3b, la cual en SARS-CoV-2 presenta una longitud de 66 pb (22
aminoacidos), mientras que su ortélogo en SARS-CoV posee un tamafo de 459 pb

(153 aminoécidos). Debido a esta notable diferencia, los autores formularon la hipétesis
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de que ORF3b de SARS-CoV-2, contrario a su ortélogo, posiblemente careceria de

actividad antagonista sobre la sintesis de IFN-I (Konno et al., 2020).

Para probar la actividad antagonista de ORF3b de SARS-CoV-2, se realiz6 un
ensayo dual de luciferasa con el plasmido reportero IFN-B-Luc, a partir del cual se
determind el potencial inhibitorio sobre la activacién del promotor de IFN-B inducido por
la infeccién con SeV. Los valores obtenidos proporcionaron evidencia de que ORF3b de
SARS-CoV-2, al igual que su ortélogo, reduce significativamente la activacion del
promotor de IFN-B de manera dosis-dependiente (Figura 39A). Por el contrario, al medir
la expresién relativa del transcrito de IFNB1 se observd que Unicamente ORF3b de
SARS-CoV-2 caus6 una reduccion significativa de ~33% (Figura 39B) (Konno et al.,
2020).
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Figura 39. La proteina ORF3b de SARS-CoV-2 reduce significativamente la activacién del
promotor de IFN-B y el transcrito del gen IFNB1. (A) Porcentajes de activacion del promotor de
IFN-B al emplear diferentes cantidades (50,100,200,300 o 500 ng) del plasmido HA-ORF3b de
SARS-CoV-2 y SARS-CoV, y IAV HA-NS1. (B) Niveles relativos del transcrito de IFNB1. En
ambos experimentos se emple6 NS1 como control positivo. El gen constitutivo GAPDH se utilizo
como control en las determinaciones por gPCR. Tomado de: Konno et al. (2020).

Cuando se comparo la actividad inhibitoria entre ORF3b de SARS-CoV-2 (cepa
Wuhan-Hu-1) y nueve variantes de ORF3b de SARS-CoV sobre la expresion de IFN-j3,

se encontré6 que ORF3b de SARS-CoV-2 inhibid significativamente la activacién del
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promotor de IFN-B (~50% de reduccion), mientras que sélo Tor2, BJ1B2-4, P3ppl y
P3PP46 de SARS-CoV mostraron potencial antagonista (Konno et al., 2020).

Dado que algunas variantes ORF3b de SARS-CoV poseen NLS (Nuclear
Localization Sequence), mientras que otras no (al igual que ORF3b de SARS-CoV-2),
se estudidé su participaciéon en la capacidad inhibitoria. Para ello, se generaron dos
mutantes de ORF3b, una de Tor2 (de bajo potencial antagonista) con un codén de paro
en la posiciéon 115 del extremo C-terminal (L115*) para eliminar su NLS (conformada
por los residuos de aminoacidos 135-153), y otra de ORF3b Rs4231 (de considerable
potencial antagonista, perteneciente a un coronavirus relacionado con SARS-CoV), a la
cual se le afiadio la secuencia NLS. Con un ensayo dual de luciferasa (Figura 40A) y de
localizacion nuclear (Figura 40B) se confirmé que la ausencia de NLS mejora el
potencial inhibitorio de ORF3b Tor2 mientras que su adicion en ORF3b Rs4231 reduce
su capacidad como antagonista de IFN-I, indicativo de que la presencia de ORF3b en el

citosol es crucial para su actividad inhibitoria (Konno et al., 2020).
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Figura 40. La ausencia de la secuencia NLS disminuye la localizacién nuclear y mejora el
potencial inhibitorio de ORF3b Tor2 sobre la activacion del promotor de IFN-B. (A) Porcentajes
de activacion del promotor de IFN-B en presencia de diferentes variantes (WT y mutantes con o
sin NLS) de ORF3b Tor2 y Rs4231. (B) Porcentajes de localizacién nuclear de las variantes de
ORF3b Tor2 y Rs4231(*p<0.05). Tomado de: Konno et al. (2020).

El gen ORF3b de SARS-CoV-2 esta conservado entre las 17000 secuencias
depositadas en GISAID (Global Initiative on Sharing Avian Influenza Data). Sin

embargo, dentro de éstas, se identificaron dos secuencias idénticas carentes del codon
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de paro caracteristico de ORF3b parental de SARS-CoV-2, alcanzando un tamafio de
56 aminoacidos que también implica la ausencia de NLS. Debido a que ambas
variantes fueron obtenidas de distintos pacientes con sintomas graves de COVID-19 en
Quito, Ecuador se consider6é que podria tratarse de una nueva variante de ORF3b en
SARS-CoV-2. Para determinar el potencial inhibitorio de esta variante natural, ORF3b
Ecuador, se realiz6 un ensayo dual de luciferasa en el que se le compardé con ORF3b
WT de SARS-CoV-2. Los valores registrados demostraron que la represion del
promotor de IFN-B y de IRF3 causada por la variante ORF3b Ecuador fueron 40% y
30% mayores, respectivamente que las provocadas por WT ORF3b (Konno et al.,
2020).

En esta investigacién se concluyé que ORF3b de SARS-CoV-2 posee potencial
antagonista de IFN-I que se ve potenciado con la ausencia de la secuencia NLS en su
extremo C-terminal, por lo que permanece en el citoplasma donde, a través de un
mecanismo aun desconocido, bloquea la actividad de IRF3. Asimismo, se identificé una
nueva variante denominada ORF3b Ecuador de SARS-CoV-2, misma que mostro
mayor actividad antagonista respecto a ORF3b parental, indicativo de que el presente
coronavirus SARS-CoV-2 continta evolucionando y con ello, adquiriendo nuevas

caracteristicas que le hacen potencialmente mas patogénico (Konno et al., 2020).

Xia et al. (2020) hicieron un estudio exhaustivo enfocado tanto en la identificacion
de proteinas de SARS-CoV-2 con actividad anti-IFN-I, como en la elucidacién de sus

posibles mecanismos de inhibicién.

Al igual que en investigaciones previas, tras verificar la expresion de los
plasmidos codificantes para cada una de las 26 proteinas virales (nsp1-2, nsp4-16, S,
E, M, N, ORF3a, b, ORF6, ORF7a, b, ORF8 y ORF10), se realiz6 una primera
aproximacion mediante un estudio en el que se evalué su capacidad para inhibir la
activacion del promotor de IFN-B. Los resultados del ensayo dual de luciferasa
mostraron que de entre las 26 proteinas, nspl y ORF6 fueron los antagonistas mas
potentes causando una reduccién del 98% y 91% de la actividad de la luciferasa,
respectivamente, mientras que nsp6 y nspl3 indujeron reducciones significativas del
40% y 48%, respectivamente (Figura 41) (Xia et al., 2020).
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Figura 41. Las proteinas nspl, nsp6, nspl3 y ORF6 de SARS-CoV-2 reducen
significativamente la activacion del promotor de IFN-B. (A) Porcentajes de induccion del vector
IFN-B-Luc al transfectar células HEK293T con alguno de los plasmidos codificantes para cada
una de las proteinas virales mostradas (****p<0.0001). El plasmido pXJ-vector no codifica para
proteina alguna y se utiliz6 como control. Igualmente, el plasmido EGFP se incluyé como
control, ya que fue afiadido a nspll para hacerle detectable. Tomado de: Xia et al. (2020).

Después de identificar las proteinas antagonistas de la sintesis de IFN-I, se
buscé determinar el nivel al cual actian cada una de ellas. Para ello, se transfectaron
células HEK293T con los plasmidos codificantes para nspl, nsp6, nspl3 y ORF6,
ademas del vector reportero IFN-B-Luc y alguno de los pldsmidos para un componente
de la via de senalizacién: MAVS, TBK1, IKKe o IRF3-5D (Xia et al., 2020).

La activacion mediada por MAVS, TBK1 o IKKe se suprimid significativamente
por nsp6 y nspl3. IRF3-5D restaurd la actividad de la luciferasa del 60% al 98% para
nsp6 y del 52% al 87% para nspl3, con lo cual se dedujo que ambas proteinas virales
actian en pasos previos y/o al nivel de la activaciéon de IRF3. Por otro lado, nspl
mostro un perfil de reduccién similar a nsp6 y nspl13 con la diferencia de que IRF3-5D
sélo restaurd ~20% de la activacion del promotor de INF-B. En lo concerniente a ORF®6,
independientemente del factor involucrado, causé una reduccion de ~70% en la
activacion del promotor de INF-B, de modo que inhibe en etapas previas o después de
la activacion de IRF3 (Figura 42) (Xia et al., 2020).
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Figura 42. Las proteinas nspl, nsp6, nsp13 y ORF6 de SARS-CoV-2 reducen la activacion del
promotor de IFN-B a distintos niveles de la via por RLRs. (A) Porcentajes de induccion del
vector IFN-B-Luc al transfectar células HEK293T con alguno de los plasmidos codificantes para
una proteina viral (nspl, nsp6, nspl3 u ORF6) y un plasmido para algun factor de la via (MAVS,
IKKe, TBK1 o IRF3-5D)(****p<0.0001). El plasmido pXJ-vector no codifica para proteina alguna
y se utiliz6 como control. Tomado de: Xia et al. (2020).

Con base en los resultados previos, se disefiaron ensayos para determinar
especificamente el nivel al cual acttan nsp6, nspl3 y ORF6. Nspl no fue incluido
debido a que en estudios recientes (Thoms et al., 2020) se reporté que inhibe la sintesis

de IFN-I e ISGs mediante el bloqueo global de la traduccion de mRNAs del hospedero.

A través de un analisis de los niveles de IRF3 fosforilado en presencia de nsp6,
nspl3 y ORF6 se dedujo que Unicamente nsp6 y nspl3 actlan en etapas previas a la
activacion de IRF3, mientras que ORF6 lo hace posteriormente. Para determinar si
nsp6 y nspl3 suprimen la fosforilacion de TBK1, se cotransfectaron células HEK293T
con un plasmido codificante para TBK1 y otro ya sea para nsp6 o nspl3. A las 24 hpt se
midieron los niveles de TBK1 fosforilado, los cuales indicaron que Unicamente nspl3
afecta la activacién de TBK1 (Figura 43A) (Xia et al., 2020).

Paralelamente, se estudio la coinmunoprecipitacion de ambas nsps con TBK1,
encontrandose que tanto nsp6 como nspl3 interactian con tal enzima (Figura 43B). En
conjunto, estos resultados indicaron que nspl3 inhibe la fosforilacion de TBK1,
afectando asi la activacion de IRF3, mientras que nsp6 reduce los niveles de IRF3
fosforilado a través de su interaccion con TBK1, probablemente bloqueando la

formacién del complejo activo con IKKe (Xia et al., 2020).
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Figura 43. Las proteinas nsp6 y nspl3 de SARS-CoV-2 reducen la activacion de IRF3 a través
de distintos mecanismos. (A) Niveles de fosforilacion de IRF3 y TBK1 a diferentes cantidades
de los plasmidos de nsp6-Flag y nspl3-Flag. (B) Inmunoprecipitados obtenidos de células
cotransfectadas con TBK1 y nsp6-HA o nspl3-HA. En ambos experimentos la expresion de
GAPDH se emple6 como control. Tomado de: Xia et al. (2020).

Por otro lado, continuando con los estudios de ORF6, se midieron los niveles de
IRF3 nuclear en células HEK293T transfectadas con el plasmido de ORF6 vy
estimuladas con poly(I:C), ademas de analizar su posible interaccién con factores de
importacion nuclear KNPA1-6. Concordando con lo reportado por Lei et al. (2020),
ORF6 inhibe la translocacion nuclear de IRF3 y al igual que su ortélogo en SARS-CoV
(Frieman et al., 2007), interactia con KPNA2 (Figura 44) (Xia et al., 2020).
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Figura 44. La proteina ORF6 de SARS-CoV-2 inhibe la translocacién nuclear de IRF3 e
interacta con KPNA2. (A) Microscopia confocal de células A549 transfectadas con ORF6-Flag
y estimuladas con poly(l:C). Para visualizar las células se utilizaron anticuerpos primarios anti-
Flag y anti-IRF3 y los anticuerpos secundarios anti-Alexa Fluor 488 (verde) y anti-Alexa Fluor
568 (rojo), respectivamente. (B) Inmunoprecipitados obtenidos con células cotransfectadas con
plasmidos codificantes para KPNA1-6-HA y ORF6-Flag. La expresion de GAPDH se emple6
como control. Tomado de: Xia et al. (2020).
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En lo que respecta a la inhibicién de la sefializacion mediada por IFN-I, se realiz6
un ensayo dual de luciferasa (analogo al realizado para determinar los antagonistas de
la sintesis de IFN-B) utilizando el vector reportero ISRE-Luc, con el cual se evaluaron 26
proteinas de SARS-CoV-2. Con los resultados de este nuevo panel se identificaron a
nspl, nsp6, nsp7, nspl3, nspl4, ORF3a, ORF7a y ORF7b como antagonistas de la

sefalizacion de IFN-a (Xia et al., 2020).

Debido a que nspl, nsp6, nspl3, ORF3a, M, ORF6, ORF7ay ORF7b provocaron
una disminuciébn mayor al 40% en la activacion del promotor ISRE, se estudio la
capacidad de cada una de dichas proteinas para bloquear la fosforilacion de STAT1 y
STAT2. Para esta determinacion se transfectaron células HEK293T con un plasmido
codificante para una de las proteinas virales, se estimularon con IFN-a y finalmente se
analizaron los niveles de STAT1 y STAT?2 fosforilados (Xia et al., 2020).

Los resultados mostraron que nspl, nsp6, nspl3, ORF3a, ORF7b y M suprimen
la activacibn de STAT1 en un rango del 33%-46%, mientras que ORF6 y ORF7a
tuvieron un efecto pobre como inhibidores. Respecto a STAT2, su fosforilacion fue
reducida en un intervalo del 33%-55% por nsp6, nspl3, ORF7a y ORF7b. Por el
contrario, la reduccién de la activacion de STAT2 por nspl, ORF6, ORF3a y M no fue
significativa (Figura 45) (Xia et al., 2020).
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Figura 45. SARS-CoV-2 emplea proteinas estructurales, nsps y accesorias para reducir la
activacion de STAT1 y STAT2. (A) Niveles de fosforilaciéon de STAT1 y STAT2 en presencia de
nspl, nsp6, nspl3, ORF6, ORF7a, ORF7b, ORF3a y M. La expresion de GAPDH se emple6
como control. La intensidad de las bandas de STAT1 y STATZ2 (normalizada a 1.00 con el vector
control) fue cuantificada con el software Image Lab. Tomado de: Xia et al. (2020).
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Tomando en cuenta que ORF6 no bloguea la fosforilacion de ninguna proteina
STAT, pero si interactta con KPNA2, se plante6 que ORF6 inhibe la translocacién
nuclear de STAT1. Para probar esta hipoétesis se transfectaron células Vero con el
plasmido de ORF6, se estimularon con IFN-a y se evaluaron los niveles de STAT1
nuclear. Confirmando la hipotesis, STAT1 Unicamente se transloca al nucleo con
estimulacién de IFN-a y la ausencia de ORF6, cuya expresion provoco la permanencia
de STAT1 en el citoplasma (Figura 46). Con estos resultados, se establecio que al igual
que su ortélogo en SARS-CoV (Frieman et al., 2007), ORF6 de SARS-CoV-2 inhibe la
sefalizacion de IFN-I mediante su interaccion con KPNA2, con lo cual consigue

bloquear la translocacion nuclear de STAT1 (Xia et al., 2020).
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Figura 46. La proteina ORF6 de SARS-CoV-2 inhibe la translocacion nuclear de STATL1. (A)
Microscopia confocal de células Vero transfectadas con ORF6-Flag y estimuladas con IFN-a.
Para visualizar las células se utilizaron anticuerpos primarios anti-Flag y anti-STAT1, y los
anticuerpos secundarios anti-Alexa Fluor 488 (verde) y anti-Alexa Fluor 568 (rojo),
respectivamente. Tomado de: Xia et al. (2020).

Con la informacion obtenida en esta investigacion, Xia et al. (2020) concluyeron
gue SARS-CoV-2 cuenta con diferentes proteinas para contrarrestar la respuesta del
hospedero. Nspl, nsp6, nspl3 y ORF6 inhiben la sintesis de IFN-I, asi como su
sefializacion, mientras que nsp7, ORF3a, M, ORF7a y ORF7b bloquean la sefializacion
mediada por IFN-I.

Al conjuntar los hallazgos reportados en las investigaciones con proteinas de
SARS-CoV-2 se obtienen dos grupos de antagonistas implicados en la sintesis y/o en la
sefalizacion de IFN-I. Respecto al bloqueo de la sintesis de IFN-I, SARS-CoV-2 emplea
a nspl, nsp3, nsp6, nspl2-14, ORF3b, ORF6, ORF8, M y N. Por otro lado, para inhibir
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la sefializacion de IFN-I, utiliza a nspl, nsp3, nsp6, nsp7, nspl3-14, ORF3a, ORF6,
ORF7a, ORF7b, ORF8, Ny S.

Analizando ambos grupos de proteinas de SARS-CoV-2 con actividad
antagonista, se observa que mantiene todas proteinas descritas previamente ya sea en
MERS-CoV y/o en SARS-CoV: N, M, nspl, nsp3 (PLpro), ORF3b y ORF6. Asimismo, si
bien es cierto que existen diferencias entre los resultados obtenidos y reportados por
cada grupo de investigacion (cuestion que se abordara en la discusion de este trabajo),
es notable que en SARS-CoV-2 se han descrito una mayor cantidad de proteinas
antagonistas de IFN-I, lo cual podria contribuir de manera importante a la supresion de
la respuesta del hospedero, asi como en el desarrollo complicaciones como el sindrome

respiratorio agudo en la COVID-19.

2.8 Consecuencias del retraso en la sintesis y sefalizacion mediada por
interferon en las infecciones por SARS-CoV, MERS-CoV y SARS-CoV-2.

Uno de los aspectos clinicos mas relevantes que comparten las enfermedades
causadas por SARS-CoV, MERS-CoV y SARS-CoV-2, es la capacidad de progresion
hacia un estado critico en el que se desarrolla sindrome de distrés respiratorio agudo, el
cual es un tipo de insuficiencia respiratoria caracterizada por la aparicion de inflamacion
generalizada en los pulmones (Fan, Brodie & Slutsky, 2018). Esta condicion ha sido
atribuida al conjunto de efectos citopaticos inducidos por los coronavirus, asi como a la
desregulacion de la respuesta inmune innata, la cual se ha asociado con el retraso de la

sintesis y sefializacidén mediada por interferén (Channappanavar et al., 2016).

Con el objetivo de estudiar el papel inmunopatoldgico de la sefializacion de IFN-I,
Channappanavar et al. (2016) trabajaron con dos grupos de ratones BALB/c, uno WT y
otro grupo knockout para el receptor IFNAR (Ifnar ”). Ambos grupos de ratones fueron
infectados con una dosis de SARS-CoV de 3x10* PFU (Plaque-Forming Units). Al dia 8
pi (post-infeccion) el 85% de los ratones WT BALB/c murieron, mientras que al dia 10 pi
los virus de SARS-CoV habian sido completamente eliminados de los pulmones de

todos los ratones Ifnar”". Estos resultados sugirieron que la sefializacién de IFN-I en la
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infeccion por SARS-CoV contribuye al desarrollo de un estado critico que puede llegar a

ser mortal.

Debido al planteamiento de un posible rol inmunopatoldgico desencadenado por
IFN-I, contrario a su actividad de proteccion desarrollada por la estimulacién temprana
de la respuesta inmune innata, se disefié un conjunto de experimentos para analizar los
periodos de replicacion de SARS-CoV vy la produccion de IFN-B. El titulo viral maximo
para ambos grupos de ratones se presentd aproximadamente a las 16 hpi. En lo que
concierne a los niveles de IFN-B en muestras de fluido BALF (BronchoAlveolar Lavage
Fluid) de ratones BALBI/c, no se detectd IFN-B sino hasta las 24 hpi, comportamiento
que fue similarmente registrado para las citocinas proinflamatorias CCL2, TNF e IL-6.
Por el contrario, los niveles de IFN-B y citocinas proinflamatorias en ratones Ifnar ” se
mantuvieron bajos y relativamente constantes durante las 72 hpi en que se realizaron

las mediciones (Figura 47) (Channappanavar et al., 2016).
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Figura 47. La ausencia del receptor IFNAR conduce a bajos niveles de IFN-B, CCL-2, TNF e IL-
6. (A) Niveles de IFN-B, CCL-2, TNF e IL-6 en muestras BALF de ratones WT BALB/c e Ifnar”
(*p<0.05, **p<0.01, **p<0.001). Tomado de: Channappanavar et al. (2016).

Considerando que el retraso de la produccibn de IFN-B y citocinas
proinflamatorias podria contribuir al desarrollo de una respuesta inmune innata
desregulada, se evalud el efecto de la administracion de IFN-B recombinante antes de
las 16 hpi. Los resultados obtenidos demostraron que con la administracion a las 6 hpi
se mantiene una supervivencia del 100% de los ratones tratados, a las 12 hpi el 40%
sobrevive, y a las 24 hpi el 100% de los ratones mueren una vez transcurridos 7 dias pi.
Esta evidencia muestra que el IFN-B confiere una mayor supervivencia durante la
infeccion por SARS-CoV, solo si su produccion es previa al tiempo en que se alcanza el

maximo titulo viral (Channappanavar et al., 2016).
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Posteriormente, se analizo la actividad de IFN-I en el reclutamiento de células de
la respuesta inmune innata. Durante los primeros 3 dias pi el ndmero total de
neutrofilos, células NK, macréfagos alveolares y pDCs fueron equiparables entre los

ratones BALB/c e Ifnar

". Sin embargo, al dia 3 pi se detectdé que la poblacion de
células con fenotipo Ly6C"CD11b" (identificadas como IMMs) era 6 veces mayor en el
grupo BALB/c. Asimismo, los IMMs recolectados de ratones BALB/c mostraron una
mayor expresion de los marcadores de superficie CD69 (Cluster of Differentiation 69),
BST-2 (Bone marrow STromal antigen 2), CD80 y CD86, los cuales estan asociados a

una mayor activacion (Figura 48) (Channappanavar et al., 2016)
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Figura 48. Los ratones WT BALB/c presentan un mayor porcentaje de células IMM activadas.
(A) Porcentaje de IMMs en ratones WT BALB/c e Ifnar”. (B) Porcentaje de IMMs positivos para
los marcadores de superficie CD69, BST-2, CD80 y CD86 (**p<0.01, ***p<0.001, ****p<0.0001).
Tomado de: Channappanavar et al. (2016).

De igual forma, se demostr6 que los IMMs son los mayores productores tanto de
CCL2 (quimiocina que refuerza el reclutamiento de IMMs al sitio de infeccion), asi como
de las citocinas proinflamatorias TNF, IL-6 e IL-13. Ademas, se observdé que el
porcentaje de IMMs productores de CCL2 y citocinas proinflamatorias es mayor en
ratones BALB/c comparados con los recolectados del grupo Ifnar” (Figura 49)

(Channappanavar et al., 2016).
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Figura 49. La cantidad de células IMM productoras de CCL2, TNF, IL-6 e IL-1B es mayor en
ratones WT BALB/c. (A) Porcentaje de IMMs CCL2" en ratones WT BALB/c e Ifnar”. (B)
Porcentaje de IMMs positivos para las citocinas TNF, IL-6 e IL-18 (*p<0.05, **p<0.01,
***p<0.001). Tomado de: Channappanavar et al. (2016).

Para confirmar el papel inmunopatolégico de los IMMs en ratones BALB/c, se
utilizaron los anticuerpos monoclonales MC21 y a-BST-2 para bloguear CCR2 (C-C
chemokine Receptor type 2) y BST-2, respectivamente, y con ello reducir el nimero de
IMMs. EIl tratamiento con los anticuerpos protegié a los ratones BALB/c de una
enfermedad letal (Figura 50), ademas de reducir el edema alveolar y el desprendimiento
de células epiteliales bronquiales (Channappanavar et al., 2016).
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Figura 50. El uso de anticuerpos para el bloqueo de CCR2 y BST-2 protege de una infeccion
letal al 100% de ratones BALB/c tratados. (A, C) Porcentaje de supervivencia de ratones
BALB/c con y sin tratamiento de anticuerpo MC21 y a-BST-2, respectivamente. (B, D). Carga
viral en pulmones de ratones BALB/c con y sin tratamiento de anticuerpo MC21 y a-BST-2,
respectivamente (*p<0.05). Tomado de: Channappanavar et al. (2016).

Cabe destacar que la disminucién en el niumero de IMMs modific6 muy poco los
titulos virales (Figura 50 B, D), lo cual es indicativo de que los IMMs son reclutados
durante un periodo en el que su actividad no ayuda a controlar significativamente la
propagacion viral, y por el contrario si contribuye a la inflamacion y dafio del tejido

pulmonar.
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Finalmente, se estudié la cantidad de células T en ratones BALB/c, Ifnar’”” y un
grupo de BALB/c tratado con MC21. El nimero total de linfocitos T CD8" y CD4"
especificos de SARS-CoV fue considerablemente menor en el grupo BALB/c
comparado con los ratones Ifnar’” y los tratados con MC21. Debido a que se ha
reportado que IFN-I sensibiliza a los linfocitos T para efectuar apoptosis, se midi6 el
porcentaje de células T expresando anexina V (molécula empleada para detectar
células apoptéticas) en BALB/c e Ifnar’, encontrandose un aumento del 15% en la
poblacion apoptotica de linfocitos T CD4" y CD8" en los ratones WT. Este fenémeno se
asocio a TNF, ya que su neutralizacién disminuy6 la cantidad de linfocitos T en

apoptosis (Channappanavar et al., 2016).

En conclusién, los resultados obtenidos por Channappanavar et al. (2016)
demostraron que la producciéon temprana de IFN-I durante la infeccion por SARS-CoV
conduce a una mejor supervivencia, mientras que el retraso de su sefalizacion
promueve la acumulacion de IMMs altamente activados, mismos que amplifican dicho
evento mediante la sintesis de CCL2, ademas de producir citocinas proinflamatorias
como IL-6, IL-1B y TNF, estando esta ultima relacionada con la apoptosis de linfocitos
T especificos de SARS-CoV. Asimismo, se ha propuesto que la disminucién de células
T puede contribuir a la inmunopatologia causante del sindrome de distrés respiratorio
agudo, pues en condiciones optimas fungen como supresores de la respuesta inmune
innata, de modo que su reduccién puede provocar la desregulacion de dicha respuesta

e influir en la produccion prolongada de mediadores proinflamatorios (Figura 51).
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Figura 51. Efectos de la sintesis y sefalizacién temprana y tardia de INF-I. Modificado de:
Channappanavar et al. (2016) y Kindler & Thiel. (2016).

En lo que respecta a MERS-CoV, un estudio analiz6 el efecto de la
administracion temprana y tardia de IFN-B recombinante en ratones BALB/c infectados
con una cepa adaptada de MERS-CoV. En este modelo, el maximo de la carga viral se
observé a los 2 dias pi. Tras infectar un grupo de ratones con una dosis letal de 750
PFU, se administr6 IFN-B recombinante a las 6 h pi. Los resultados mostraron que
todos los ratones del grupo control tratado con PBS (Phosphate-Buffered Saline)
sucumbieron a la infeccion, mientras que el 100% de los ratones tratados con IFN-

recombinante fueron protegidos de una infeccion letal (Channappanavar et al., 2019).

Por otro lado, dos grupos de ratones BALB/c fueron administrados con una dosis
subletal de 250 PFU, posteriormente, un grupo recibié tratamiento de INF-$
recombinante a los 2 dias pi mientras que el otro grupo fue tratado a los 4 dias pi. Los
ratones que recibieron tratamiento mostraron una menor supervivencia en comparacion
con los del grupo control (Figura 52). Aunado a estos resultados, en el grupo con
tratamiento a los 2 dias pi se registré un aumento en la cantidad de IMMs infiltrantes, lo
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cuales, con base en la expresion de CD80 estaban méas activados en comparacion con

los obtenidos del grupo control (Figura 52) (Channappanavar et al., 2019).
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Figura 52. La administracion tardia de IFN- recombinante no protege de una infeccion subletal
y provoca un aumento en la cantidad IMMs activados. (A) Porcentaje de supervivencia de
ratones BALB/c con y sin tratamiento de IFN-B recombinante a 2 y 4 dpi. (B, C). Cantidad de
total de IMMs y porcentaje de IMMs activados, respectivamente, en ratones BALB/c con y sin
tratamiento de IFN-B8 recombinante a 4 dpi (**p<0.01, **p<0.001). Tomado de:
Channappanavar et al. (2019).

Finalmente, se emplearon anticuerpos anti-CCR2 para reducir el numero de
IMMs y evaluar su rol inmunopatolégico en los grupos con tratamiento de IFN-
recombinante a los 2 y 4 dias pi. Los resultados obtenidos de los grupos con anti-CCR2
fueron combinados, al igual que los datos registrados con los grupos control. La
informacion resultante mostré que cerca del 60% de los ratones del grupo con anti-
CCR2 sobrevivié a la infeccion mientras que el 100% de los ratones con anticuerpo
control sucumbieron a la infeccion al dia 10 pi (Figura 53) (Channappanavar et al.,
2019).
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Figura 53. El uso de anticuerpos para el bloqueo de CCR2 protege de una infeccién letal al
60% de ratones BALB/c tratados. (A) Porcentaje de supervivencia de ratones BALB/c con y sin
tratamiento de anticuerpo anti-CCR2. Tomado de: Channappanavar et al. (2019).
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Los resultados obtenidos en las investigaciones realizadas con los modelos de
infeccion de SARS-CoV y MERS-CoV en ratones BALB/c demuestran que el tiempo al
cual se da la sefalizacion de IFN-I con relacion al desarrollo de la carga viral, repercute
directamente en el resultado y gravedad de las enfermedades causadas por tales
coronavirus, siendo util al hospedero cuando la sefializacibon es temprana, Yy

contraproducente cuando es tardia.

De igual forma, diversos estudios efectuados en pacientes infectados con SARS-
CoV revelaron que las muestras analizadas contenian una elevada carga viral inicial,
acumulacion de neutréfilos, monocitos y macrofagos en pulmén, y niveles plasméticos
altos de IL-1, IL-6, IL-8, CXCL10 y CCL2 (Nicholls et al., 2003; Wong et al., 2004).

Similarmente, en la infeccion por MERS-CoV, los pacientes en estado grave
mostraron niveles plasmaticos elevados de IL-6, CCL2 y CXCL10 (Kim et al., 2016).
Asimismo, su perfil inmunolégico se caracterizd por presentar linfopenia y un aumento

considerable de neutréfilos y monocitos en sangre periférica (Min et al., 2016).

En lo que respecta a SARS-CoV-2, la identificacidbn de diversas proteinas que
interfieren en la sintesis y sefializacién de IFN-I sugiere que este coronavirus es capaz
de suprimir la respuesta antiviral del hospedero, lo cual podria tener consecuencias
clinicas similares a las reportadas para la infeccion por SARS-CoV y MERS-CoV.

Por tal motivo, varios grupos de investigacion se han enfocado en el estudio de
IFN-I y el estatus de la respuesta inmune en pacientes con COVID-19, cuyos trabajos
tienen como objetivo comudn el determinar si la infeccion por SARS-CoV-2 implica la
desregulacion de IFN-I, y en dado caso, cémo contribuye tanto a la fisiopatologia de la

COVID-19 como en el curso de la enfermedad.

El grupo de Hadjadj et al. (2020) realiz6 un analisis inmunolégico integrativo con
50 pacientes de COVID-19. Los pacientes fueron recibidos, en promedio, 10 dias
después del inicio de los sintomas y se agruparon segun su estado de gravedad: leve-
moderado (n=15), severo (n=17) y critico (n=18). En cuanto a los controles, se utilizaron

muestras provenientes de 18 voluntarios sanos.

82



Para comenzar la caracterizacion de la respuesta inmune en cada grupo de
pacientes, se obtuvieron muestras de sangre periférica y se analizaron por citometria de
masas. En esta técnica, las células son incubadas con anticuerpos dirigidos hacia un
marcador de interés, por ejemplo, un receptor de membrana. Los anticuerpos
empleados estan conjugados a sondas que coordinan isotopos de metales pesados, los
cuales generan iones reporteros que posteriormente son detectados y asociados a la
expresion del marcador estudiado. El analisis de la expresion diferencial de marcadores
permite determinar las diversas poblaciones celulares en la muestra, asi como su

proporcién en la misma (Spitzer & Nolan, 2016).

Los primeros marcadores analizados correspondieron a diversas poblaciones de
linfocitos, encontrdndose que los pacientes en estado severo y critico presentan
linfopenia (cantidad anormalmente baja de linfocitos), ambos grupos con valores
promedio de 750 linfocitos/mm®. Por el contrario, los pacientes en estado leve-
moderado alcanzaron el limite normal bajo de linfocitos (1500 linfocitos/mm?®) (Figura
54A). Como se puede apreciar en los mapas VISNE (visialization of t-distributed
Stochastic Neighbor Embedding) (Figura 54B, C), el grupo critico presenta una menor
densidad en la poblacion de células NK vy linfocitos T CD8+, siendo esta Ultima una
subpoblacién igualmente disminuida en el grupo severo. Por otro lado, una
caracteristica que comparten todos los grupos es el aumento en la densidad de
monocitos, misma que se acentla con la gravedad de los pacientes (Hadjadj et al.,
2020).
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Figura 54. Perfil de linfocitos en pacientes con COVID-19 moderada, severa y critica,
determinada por citometria de masas. (A) Cantidad de linfocitos/mm? en pacientes con COVID-
19 en diferentes estados de gravedad (*p<0.05, **p<0.01). (B) Mapa ViSNE general con las
diferentes subpoblaciones identificadas en muestras de sangre periférica. (C) Mapas ViSNE en
distintos grupos: control y pacientes con COVID-19 en diferentes estados de gravedad. Los
colores rojo, anaranjado y amarrillo representan una mayor densidad celular mientras que las
tonalidades azules y verdes indican lo contrario. Tomado de: Hadjadj et al. (2020).

Otra diferencia que encontraron fue que, en el grupo de pacientes en estado
critico, el porcentaje de linfocitos T CD4+ apoptéticos es aproximadamente el doble
respecto al control, mientras que los porcentajes en los linfocitos T CD8+ se mantienes
en niveles equiparables, sin embargo, hay pacientes en estado critico (n=8) que
alcanzan niveles entre 20% y 25% de células apoptéticas, es decir, mas del 10% en

comparacion con la poblacion control (Hadjadj et al., 2020).

En lo que concierne al estudio de IFN-I y su sefalizacion, se evaluaron los
niveles de los transcritos de seis ISGs (IFI44L, IFI27, RSAD2, SIGLECL1, IFIT1 e I1S15)
sobreexpresados por células mononucleares de sangre periférica durante infecciones
virales. La expresion promedio de los ISGs se conjunt0 y asocio a un valor denominado
puntaje ISG, el cual refleja el grado de sefializacion de IFN-I. El puntaje ISG del grupo
leve-moderado fue el mayor con un valor de ~80, seguido del grupo severo con 40.

Respecto al grupo en estado critico, su puntaje ISG mostré que en dichos pacientes la
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sefalizacion mediada por IFN-1 y la produccién de ISGs es muy pobre, pues alcanzaron
un valor de ~10 (Figura 55A) (Hadjadj et al., 2020).

Los resultados de los ensayos ELISA (Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay)
para la determinacion de los niveles plasmaticos de IFN-a2 en cada grupo fueron
consistentes con los puntajes ISG. Los pacientes del grupo de severidad leve-
moderada presentaron en promedio niveles de ~5x10° fg/mL, los cuales fueron 5y 10
veces mayores respecto a los niveles de los grupos severo y critico, respectivamente
(Figura 55B) (Hadjadj et al., 2020).

Para algunos pacientes de cada grupo fue posible obtener muestras a diferentes
tiempos, por lo que se estudid la variacion de los niveles de IFN-a2 plasmatico. Las
determinaciones mostraron que los pacientes del grupo leve-moderado presentan una
produccién elevada (~5x10° fg/mL) y constante durante el periodo analizado, los del
grupo severo comienzan con altos niveles (~2x10° fg/mL) y conforme pasan los dias
disminuyen hasta 25 veces (~8x10 fg/mL). En el caso de los pacientes en estado critico,
su produccion es baja con niveles iniciales de 7x10% fg/mL vy finales de 8x10 fg/mL
(Figura 55C) (Hadjadj et al., 2020).
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Figura 55. Puntaje ISG y niveles plasméaticos de IFN-a2 en pacientes con COVID-19 moderada,
severa y critica. Los pacientes con COVID-19 presentan diferentes puntajes ISG y perfiles de
produccion de IFN-a2 segun su grado de severidad. (A) Puntajes ISG de los distintos grupos de
pacientes con COVID-19 (*p<0.05, ***p<0.001). (B), (C) Niveles plasmaticos de IFN-a2 al dia 10
y en el periodo de 10-17 dias, respectivamente. Tomado de: Hadjadj et al. (2020).

De acuerdo con diversos autores, los casos mas graves de COVID-19 suelen
involucrar hipercitocinemia (Pedersen & Ho, 2020), por lo cual se determinaron los
niveles plasmaticos de las citocinas proinflamatorias IL-6, TNF-a e IL-18 (Figura 56). De
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las citocinas evaluadas, IL-6 fue la que mostré mayor variacién entre cada uno de los
grupos, alcanzando valores de hasta ~900 pg/mL en los pacientes en estado critico,
mientras que los pacientes en los grupos leve-moderado y severo tuvieron niveles de
~50 y 400 pg/mL, respectivamente. Esta informacion concuerda con los reportes de
Chen et al. (2020), quienes identificaron a IL-6 como una de las citocinas responsables

de la respuesta inmune exacerbada en pacientes graves de COVID-19 (Hadjadj et al.,

2020).

Por otro lado, pese a que los niveles de TNF-a fueron mas uniformes entre los
grupos, se detectaron pacientes en estado severo y critico que produjeron hasta tres o
cuatro veces mas TNF-a en comparacién con el nivel promedio (~2.7 pg/mL) del grupo
leve-moderado. Respecto a IL-1B los valores estuvieron por debajo del limite de
deteccién practicamente en todos los pacientes de cada grupo, lo cual se atribuye a que

posiblemente se encuentre en su forma inactiva (Hadjadj et al., 2020).
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Figura 56. Niveles plasmaticos de IL-6, TNF-a e IL-1B en pacientes con COVID-19 moderado,
severo y critico. (A) IL-6, (B) TNF-a (*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001), (C) IL-18 La linea punteada
indica el limite de detecciéon. Tomado de: Hadjadj et al. (2020).
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Asimismo, debido a que la respuesta inflamatoria exacerbada en infecciones por
coronavirus se ha asociado a un mayor eflujo de monocitos (Channappanavar et al.,
2016), se estudiaron los niveles de CCL2 (ISG con actividad quimioatrayente de
monocitos) en sangre periférica. Los resultados mostraron que, en todos los pacientes
infectados, los niveles de CCL2 fueron mayores comparados con el grupo control,
observandose ademas que los pacientes del grupo severo y critico tuvieron niveles
aproximadamente 4 veces mayores a los de los pacientes en estado leve-moderado.

Este aumento en CCL2 se relaciona de manera positiva con la mayor densidad de
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monocitos identificada en pacientes de los grupos severo y critico (Figura 57) (Hadjad]
et al., 2020).

Il Healthy controls [l Severe
Bl Mild/moderate I Critical

103+ Iﬁ

102 | 3
<5 e
0 .

101_

>
i

CCL2 (pg/mL)

10°-

Figura 57. En pacientes con COVID-19 los niveles plasmaticos de CCL2 se encuentran
elevados. (A) Niveles plasméaticos de CCL2 en pacientes con COVID-19 en distinto estado de
gravedad (**p<0.01, ***p<0.001). Tomado de: Hadjadj et al. (2020).

Como conclusién de esta investigacion, Hadjadj et al. (2020) establecieron que
los pacientes con COVID-19 en estado severo y critico presentan una baja produccion
de IFN-I, particularmente de IFN-a2. Asimismo, en dichos grupos se identifico la
sobreproduccién de las citocinas IL-6, TNF-a y CCL2. Se ha propuesto que la sintesis
reducida de IFN-I, aunada al aumento de citocinas proinflamatorias, promueve la
desregulacion de la respuesta inmune, teniendo como evidencia el desarrollo de

linfopenia y la acumulacion de monocitos en pacientes en estado severo y critico.

En otro estudio, con un nimero limitado de pacientes Wei et al. (2020) evaluaron
poblaciones de linfocitos y los perfiles de expresién de genes de proteinas involucradas
en las vias de deteccion de RNA viral y la sintesis de IFN-I. Los analisis se efectuaron
durante tres diferentes etapas respecto a la estancia de los pacientes en la unidad de
cuidados intensivos o ICU (Intensive Care Unit): Pre-ICU, ICU y Post-ICU en muestras
de sangre periférica de cuatro pacientes con COVID-19 en estado critico, a quienes se
les denomind segun su sexo y edad: FY (mujer joven, 32 afios), FE (mujer mayor, 63

afos), MY (Hombre joven, 38 afios) y ME (Hombre mayor, 67 afios).

Concordando con los hallazgos de Hadjadj et al. (2020), Wei et al. (2020)
reportaron que durante la estancia en ICU los pacientes presentan un aumento en la
densidad de monocitos, ademas de ser la Unica etapa durante la cual se detecto la

poblacion de pDCs (principales productores de IFN-a). Por el contrario, en esta etapa
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se registrd linfopenia, pues la densidad de células B y T fue considerablemente menor

en comparacion con Pre-ICU y Post-ICU.

Mediante la tecnologia scRNA-seq (single-cell RNA sequencing) se analizaron
los perfiles de expresion de los genes codificantes para los sensores RLRs y TLRs, asi
como los factores de transcripcion IRF3 e IRF7. Los niveles de transcritos mostraron
que dichos genes se sobreexpresan principalmente durante la etapa ICU. Por el
contrario, los genes del receptor TLR3 y la proteina adaptadora MAVS no se inducen en

ninguna etapa (Figura 58) (Wei et al., 2020).

Pre-ICU - FE IRE :
ICU -FE . . O ‘ . ® ® Expression
Post - ICU - FE ! g;
15
Pre - ICU - MY os
ICU - MY 00
Post - ICU - MY
ICU - FY . ' %Expressed
Post - ICU - FY . ga
' @® «
ICU - ME ° . o
Post-ICU-ME | | - = | |
DDX58 DHX58 IRF3 IRF7 MAVS TLR3 TLR7 TLR8

Figura 58. Niveles de expresién de genes codificantes para proteinas involucradas en las vias
de sintesis de IFN-I durante las etapas Pre-ICU, ICU y Post-ICU. DDX58, DHX58 codificantes
de RIG-I y MDAS5. (A) Los genes codificantes para las proteinas involucradas en las vias de
sintesis de IFN-I se encuentran sobreexpresados en pacientes con COVID-19 durante su
estancia en ICU. Tomado de: Wei et al. (2020).

Debido a la elevada expresion de los elementos involucrados en la sintesis de
IFN-I, se analizaron los niveles de IFN-a en el suero de cada uno de los pacientes. Tres
de los cuatro pacientes presentaron la maxima produccion de IFN-a durante el periodo
en que se encontraban en condiciones criticas, en promedio, al dia 7 después del inicio
de los sintomas. Unicamente en el suero de la paciente FY se observd un maximo nivel
de IFN-a posterior al estado critico, correspondiendo al dia 18 después de la aparicion
de sintomas (Figura 59) (Wei et al., 2020).
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Figura 59. Niveles de IFN-a en el suero de pacientes con COVID-19 en estado critico. (A) El
maximo de la produccién de IFN-a ocurre durante el periodo en el que los pacientes se
encuentran en condiciones criticas. Tomado de: Wei et al. (2020).

Los datos obtenidos en esta investigacion muestran que independientemente de
la edad de los pacientes en estado grave, el periodo durante el cual se encuentran en
ICU es en el que hay mayor activacion de las vias para la produccion de IFN-I. Por otro
lado, el analisis de los niveles de IFN-a en suero mostré que los pacientes jovenes
alcanzan valores maximos mas elevados respecto a los pacientes de mayor edad,
aungque en ambos casos es probable que la produccién de IFN-a esté retrasada, pues

ocurre cuando la condicion de los pacientes ya es critica (Wei et al., 2020).

El grupo de Trouillet-Assant et al. (2020) desarroll6 un estudio en 26 pacientes
con COVID-19 en estado critico, todos ellos tratados en la ICU. El objetivo especifico de
esta investigacion fue el analisis longitudinal (a distintos tiempos) de la produccion de

IFN-I y otros marcadores inflamatorios a partir del inicio de sintomas de COVID-19.

La primera determinacién realizada con las muestras de sangre periférica
correspondié a los niveles plasmaticos de IFN-a2, con lo cual se clasificaron a los

pacientes en dos grupos: IFN-positivo e IFN-negativo.

Conjuntando los valores de los pacientes del grupo IFN-positivo (21 pacientes)
se construyd una cinética de la produccién de IFN-a2 (Figura 60A, curva negra). Para
este grupo, el maximo nivel de IFN-a2 (~1000 fg/mL) se alcanzé a los 8 dias después
del inicio de los sintomas y posteriormente, a partir del dia 10, disminuyé de manera
gradual permaneciendo en valores por debajo de 100 fg/mL (Trouillet-Assant et al.,
2020).
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Por otro lado, los niveles plasmaticos de IFN-a2 de los pacientes IFN-negativo (5
pacientes) fueron practicamente nulos durante el periodo de estudio. Por este motivo,
se les asigno un valor constante de IFN-a2 de 1 fg/mL y no fue posible determinar su

cinética de produccién (Figura 60A) (Trouillet-Assant et al., 2020).

También se determinaron los niveles plasmaticos de las citocinas
proinflamatorias IL-6, CRP (C Reactive Protein) e IP-10 (IFN-gamma-induced Protein
10) (Figura 60B, C, D). A diferencia de los resultados obtenidos con IFN-a2, no hubo
diferencias significativas entre los valores obtenidos con los grupos de pacientes IFN-
positivo e IFN-negativo. La sintesis de cada citocina comenzé desde los primeros dias
en que aparecieron los sintomas, y su produccion, si bien con variaciones, en general
se mantuvo elevada en ambos grupos de pacientes respecto a los niveles plasmaticos

de los voluntarios sanos (Trouillet-Assant et al., 2020).
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Figura 60. Niveles plasmaticos de (A) IFN-a2, (B) CRP, (C) IL-6 e (D) IP-10 en pacientes con
COVID-19 en estado critico. Los pacientes con COVID-19 en estado critico muestran distintos
perfiles de sintesis de IFN-a2 y presentan produccién elevada de CRP, IL-6 e IP-10. La barra
horizontal de color gris representa los valores de referencia en voluntarios sanos. Tomado de:
Trouillet-Assant et al. (2020).
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Estos datos se analizaron de forma conjunta con la informacion clinica de los
pacientes, incluyendo la carga viral (Tabla 1). Se observa que los pacientes INF-
positivo, tuvieron una carga viral menor (determinada por el valor Ct del método RT-
gPRC) en comparacién con los pacientes IFN-negativo. A pesar de que un menor
namero de pacientes productores de IFN-a2 requirieron ventilacion mecanica, los
registros indican que el porcentaje de fallecidos fue similar en ambos casos, siendo del
40% para los del grupo IFN-negativo y 38% en el grupo IFN-positivo (Trouillet-Assant et
al., 2020).

Tabla 1. Caracteristicas clinicas de pacientes con COVID-19 en estado critico, grupos INF-
negativo e INF-positivo. Tomado de: Trouillet-Assant et al. (2020).

Caracteristica clinica. IFN-negativo INF-positivo
(n=5). (n=21).
Edad promedio (afios) (min-max). 81 (63-83) 74 (28-91)
Tiempo promedio (dias) entre el inicio de 7 (1-11) 7 (0-15)

sintomas y admision a la unidad de cuidados
intensivos (min-max).

Carga viral promedio (Ct) al momento del
diagnéstico (min-méx).

20.9 (18-28.2) 25.1 (16.1-38)

Pacientes con ventilacion mecénica. 5 (100%) 9 (42%)

Pacientes fallecidos al dia 28 después del
inicio de sintomas.

2 (40%) 8 (38%)

Este reporte (Trouillet-Assant et al. 2020), reafirma que los pacientes con
COVID-19 en estado critico producen citocinas proinflamatorias en niveles elevados y
constantes. Por otro lado, existe la posibilidad de que no sélo el grupo de pacientes
INF-negativo presente desregulacion en la sintesis de IFN-a2, pues su produccién no
contribuy0 significativamente a la mejora clinica de los pacientes IFN-positivo (quienes
probablemente tuvieron una produccion retrasada de IFN-a2), lo cual se reflejé en la

similitud de las tasas de mortalidad entre ambos grupos de pacientes en estado critico.

A diferencia de las investigaciones anteriores en las que se analizaron muestras

de sangre periférica, el grupo de Liao et al. (2020) estudiaron muestras BALF de
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pacientes con COVID-19 en estado moderado (n=3) y severo (n=6), asi como de
voluntarios sanos (n=4). Las muestras BALF, al ser obtenidas directamente del sitio de
infeccion, permiten obtener informacién sobre el microambiente de los bronquiolos y
alveolos y, por ende, acerca de las variaciones en los niveles de citocinas y de la

respuesta inmune que ocurre in situ.

Con la finalidad de analizar con mayor detalle las distintas subpoblaciones de
células presentes en las muestras BALF, se empleo la técnica scRNA-seq, pues con
ella es posible diferenciar y agrupar cada célula segun la expresion diferencial de
genes. El primer andlisis general mostro que los pacientes en estado severo presentan
un mayor enriquecimiento de macrofagos y neutrofilos (aumento del 15.03% y 4.56%,
respectivamente) en comparacion con los pacientes del grupo moderado. Por el
contrario, las células mDC y pDC, asi como los linfocitos T y NK se encuentran en
porcentajes dos o tres veces mas elevados respecto a los valores de los pacientes en

estado severo (Liao et al., 2020).

Debido a que la poblacion de macrofagos fue la mas enriquecida en pacientes en
estado severo, se hizo una reclasificacion basada en la expresion de diversos genes.
Bajo este nuevo enfoque se identificaron cuatro grupos de macréfagos (Figura 61). En
pacientes en estado severo, el grupo 4 presenté menor densidad, mientras que los
grupos 1, 2 y 3 se enriquecieron respecto a lo obtenido en pacientes de condicion
moderada y voluntarios sanos. En los grupos 1y 2 se encontré una mayor expresion de
los genes codificantes para los factores de transcripcion NF-kB, STAT1, STAT2 e IRFs,
y quimiocinas CCL2, CCL3 y CXCL10. Por otro lado, los macréfagos del grupo 3
sobreexpresaron genes promotores de fibrosis tales como TREM2, TGFB1 y SPP1.
Estos resultados, proporcionan evidencia de que en pacientes en estado severo
predomina la presencia de macréfagos proinflamatorios (grupos 1 y 2) y profibréticos
(grupo 3) (Liao et al., 2020).

92



e Group 1
e Group 2
» Group 3
» Group 4

UMAP_2

UMAP_1

Figura 61. (A) Densidad celular de distintos grupos de macréfagos (segun su expresion
diferencial de genes) en voluntarios sanos (HC) y pacientes con COVID-19 en estado moderado
(M) y severo (S). Los pacientes con COVID-19 en estado severo muestran enriquecimiento de
macrofagos proinflamatorios. Tomado de: Liao et al. (2020).

Asimismo, se hicieron mediciones de los niveles de IL-6, IL-8 e IL-1p producidas
por macréfagos en las muestras BALF. Los pacientes en estado severo mostraron
niveles elevados de tales citocinas proinflamatorias. Para el caso de los pacientes en
estado severo S2 y S6 fue posible obtener muestras a diferentes tiempos. En ambos
casos, estos pacientes mostraron una disminucion en la produccion de IL-6, IL-8 e IL-1
en los dltimos registros y se reporté que clinicamente tuvieron una mejora en su estado
de salud (Figura 62) (Liao et al., 2020).
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Figura 62. (A) Niveles de citocinas IL-6, IL-8 e IL-1B en pacientes con COVID-19 en estado
moderado y severo. Los pacientes con COVID-19 en estado severo presentan mayor
produccion de citocinas proinflamatorias IL-6, IL-8 e IL-1B8. Los pacientes S2 y S6, tuvieron
determinaciones a distintos tiempos, mostrandose con un guion y un nimero que indica si es la
primera (1), segunda (2) o tercera (3) muestra. Tomado de: Liao et al. (2020).

De igual forma, después de analizar los niveles de transcritos de CCL2, CCL3,
CCL4, CCL7 y CCL8 se observo que los macrofagos de pacientes en estado severo
sintetizan una gran cantidad de quimiocinas requeridas para promover la migracion de

monocitos al sitio de infeccién. Por el contrario, los pacientes en estado moderado
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tuvieron una expresion considerablemente reducida de quimiocinas (Figura 63) (Liao et
al., 2020).
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Figura 63. (A) Niveles de quimiocinas CCL2, CCL3, CCL4, CCL7 y CCL8 en pacientes con
COVID-19 en estado moderado (M) y severo (S). Los pacientes con COVID-19 en estado
severo presentan mayor produccién de quimiocinas reclutadoras de monocitos (***p<0.001).
Tomado de: Liao et al. (2020).

La informacién recopilada en esta investigacion demuestra que el microambiente
bronco-alveolar de los pacientes en estado severo se caracteriza por la disminucién de
pDC (principales productoras de IFN-a) y linfocitos T y NK. Por otro lado, se identificd
que hay sobreproduccion de citocinas proinflamatorias y quimiocinas, las cuales
promueven la llegada de monocitos y macroéfagos proinflamatorios al sitio de infeccion.
Es muy probable que debido a que esta condicion se presenta de manera sostenida,
haya induccion de dafio tisular, y por tanto los pacientes con este perfil celular y
molecular presentan un peor prondstico frente a la infeccion por SARS-CoV-2 (Liao et
al., 2020).

Otros estudios desarrollados bajo condiciones similares han reportado resultados
consistentes con los hallazgos de Liao et al. (2020). En la investigacion realizada por
Zhou et al. (2020) igualmente se obtuvieron muestras BALF, las cuales provenian de
ocho pacientes con COVID-19. El andlisis de las muestras se efectué con diversos
métodos de metatranscriptomica, a través de los cuales se demostré que los principales
ISGs expresados durante la infeccion por SARS-CoV-2 corresponden a quimiocinas
como CXCL17, CXCL8, CCL2 y CCL7 cuya funcion es el reclutamiento de neutrofilos,
monocitos y macréfagos proinflamatorios. De igual forma, se observé que los transcritos
de dichos genes se encontraban en niveles mayores en los pacientes con mayor carga
viral, sugiriendo que un titulo viral mas elevado provoca una respuesta proinflamatoria

mas robusta.
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Figura 64. Resumen grafico del contenido. (A) Actividad antagonista de IFN-I de proteinas de
SARS-CoV, MERS-CoV y SARS-CoV-2. Las proteinas conservadas se muestran en rojo, y en
ocre las que Unicamente tienen actividad en SARS-CoV-2. (B) Consecuencias de la
desregulacion de IFN-I en la COVID-19.
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3.1 Conservacion entre las proteinas antagonistas de IFN-I de SARS-CoV,
MERS-CoV y SARS-CoV-2.

Los tres coronavirus revisados en este trabajo, SARS-CoV, MERS-CoV y SARS-
CoV-2, pertenecen al género Betacoronavirus, pero SARS-CoV y SARS-CoV-2 son
clasificados en el linaje B, mientras que MERS-CoV forma parte del linaje C.
Genéticamente, SARS-CoV-2 comparte 50% y 82% de identidad respecto al genoma
de MERS-CoV y SARS-CoV, respectivamente (Rabaan et al., 2020; Chan et al., 2020).
En el caso de MERS-CoV, la identidad genética se encuentra principalmente en las
secuencias codificantes de las proteinas estructurales y no estructurales, las cuales
igualmente comparte con SARS-CoV, ademas de algunas proteinas accesorias.

Entre las proteinas que comparten SARS-CoV, MERS-CoV y SARS-CoV-2, se
encuentran factores que, debido a su funcion durante el ciclo de replicacion, aumentan
la eficiencia del proceso replicativo y evitan el reconocimiento de estos virus por parte
de las células infectadas. Algunas de las proteinas que brindan tal proteccion son nspl,
la cual promueve la degradacion de mRNAs del hospedero (entre ellos transcritos de
IFN-I e ISGs), nspl12-16 que afiaden la modificacion cap al extremo 5 de los RNAs
virales para que no sean degradados por exonucleasas o reconocidos por RLRs, y nsp3
y nsp4 que generan DMVs en donde las proteinas virales escapan de la degradacion en

el proteosoma y con ello, a su presentacion en moléculas del MHC-I.

Tabla 2. Proteinas de SARS-CoV, MERS-CoV y SARS-CoV-2 y sus posibles mecanismos
como antagonistas de IFN-I.

Coronavirus en los
Proteina Probable mecanismo de gue posee actividad | Referencia.
Viral inhibicion. antagonista de IFN-I.

Unién al dominio SPRY de SARS-CoV, MERS- Hu et al.

TRIM25, para bloguear la| COYYSARS-Cov-2. | (2017).

Li et al

N ubiquitinacion y activacion de (2020).
Lei et al

RIG-I. (2020).
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Bloqueo del complejo SARS-CoV, MERS- Siu et al
CoV y SARS-CoV-2. | (2009).
TRAF3/TANK/TBK1/IKKe para vang et al.
M inhibir la activacion de IRF3/7. 2013).
Lei et al.
M de MERS-CoV y SARS-CoV- (2020).
2  también bloguean la Xia et al.
o (2020).
activacion de promotores con
elementos ISRE.
Mediante su actividad DUB SARS-CoV, MERS- Sun et al.
N CoV y SARS-CoV-2. | (2009).
desubiquitna a STING vy Matthews et
Nsp3 probablemente también a IRF3 al. (2014).
(PLpro) | para inactivarles. E’? |Iey-EIk;r|1
En SARS-CoV-2, el dominio (2014).
PLpro de la cepa Wuhan-WI1V04 Lei et al.
(2020).
carece de actividad DUB vy Yuen et al.
L, . (2020)
funcién antagonista de IFN-I.
Inhibe la activaciéon de IRF3 a| SARS-CoVy SARS- | Freundt et
. CoV-2. al. (2009).
través del blogueo de MAVS. Konno et al.
ORF3b | Es probable que ORF3b de (2020).
SARS-CoV-2 emplee otro
mecanismo debido a su
ubicacién exclusiva en
citoplasma.
Secuestro de KPNA2 y KPNB1 | SARS-CoVy SARS- | Frieman et
ara impedir la translocacion Cov-2. al. (2007).
P P Lei et al
ORF6 nuclear de STATL. (2020).
. Xia et al.
En SARS-CoV-2 también (2020).
bloquea la translocacién nuclear Li et al
de IRF3 (2020).
Nsp1l, Nsp6 y nspl3 bloquean a TBK1 SARS-CoV-2. Xia et al.
nsSn6 para inhibir la activacion de (2020).
PS | IRFs. Lei et al.
nspl2-14, | Nspl, nsp6, nspl3, ORF3a, (2020).
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ORF7a, ORF7b inhiben la fosforilacion Li et al

de STATL. (2020).
ORF7DY | Nsp6, nspl3, ORF7a y ORF7b
ORFs8. inhiben la fosforilacion de

STAT2.

Nspl2 inhibe sintesis de [FN-I.
ORF8 y nspl4 inhiben la
sintesis y sefalizacion de IFN-I.

Asimismo, SARS-CoV, MERS-CoV y SARS-CoV-2, comparten proteinas que
interfieren con la sintesis de IFN-1 y su sefializacion. Como se resume en la tabla 2,
SARS-CoV-2 conserva las proteinas N, M, PLpro, ORF3b y ORF6, cuya actividad
antagonista de IFN-I ha sido documentada en MERS-CoV y/o en SARS-CoV. Entre
estas proteinas, Unicamente para ORF6 se ha descubierto que su mecanismo de
inhibicién coincide con el descrito en ORF6 de SARS-CoV (Lei et al., 2020; Xia et al.,
2020; Frieman et al., 2007). Respecto a N, M, PLpro y ORF3b de SARS-CoV-2, los
estudios de Lei et al. (2020) y Konno et al. (2020) sugieren que estas proteinas también
actian sobre la misma via que sus ort6logas en SARS-CoV y MERS-CoV, pues inhiben

la sintesis de IFN-I.

Un aspecto que subyace al mantenimiento de la actividad anti INF-I en las
proteinas N, M, ORF3b y ORF6, asi como la pérdida de funcién en PLpro de la cepa
Wuhan-WIV04 de SARS-CoV-2, son las variaciones y la conservacion de estructuras y
funciones de ciertas regiones en las proteinas. Por este motivo, es importante analizar
coémo repercuten los diversos cambios en las proteinas de SARS-CoV-2 respecto a sus
ortélogas en SARS-CoV, MERS-CoV, e incluso en comparacién con las nuevas cepas
de SARS-CoV-2. De entre los casos antes mencionados, los mas ampliamente

estudiados corresponden a ORF6, PLpro y ORF3b.

Con base en los estudios realizados por Lei et al. (2020) ORF6 es la proteina con
menor identidad (66.6%) con su ortéloga en SARS-CoV, (Figura 65A). Los grupos de
Frieman et al. (2007) y Lei et al. (2020) reportaron que la region 53-61 del C-terminal de
SARS-CoV y SARS-CoV-2 son esenciales en su actividad antagonista de IFN-I. Las
sustituciones (E54D, Q56E e 160L; (Figura 65B) que se encuentran corresponden a

aminoacidos con caracteristicas fisicoquimicas similares a las que contiene su ortélogo
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y por tanto, su funcion antagonista de IFN-I no es afectada, tal y como se demostr6 en

las investigaciones de Lei et al. (2020).
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SARS-CoV-2 ORF6 MFHLVDFQVTIZ EILLIIMR1 FKVSIWNLDYIINLIIKNLSKSLTENKYSQLDEEQPMEID -~
SARS-CoV ORF6 MFELVDFQVTIAEILIIIMRTFRIAIWNLDVIISSIVRQLFKPLTKKNYSELDDEEPMELDYP

Figura 65. La proteina ORF6 de SARS-CoV-2 comparte un 66.6% de identidad respecto a su
ortéloga en SARS-CoV. (A) Identidad de amino&cidos entre proteinas de SARS-CoV y SARS-
CoV-2. Se asign6 un valor de 100% de identidad a todas las proteinas de SARS-CoV. (B)
Alineamiento de las secuencias de aminoacidos de ORF6 de SARS-CoV-2 y SARS-CoV.
Tomado de: Lei et al. (2020).

Un caso opuesto al de ORF6 es el del dominio PLpro de la cepa Wuhan-WIV04
de SARS-CoV-2, el cual a diferencia de sus ortélogos en SARS-CoV y MERS-CoV, no
cuenta con actividad antagonista de IFN-I. La proteina nsp3 de SARS-CoV-2 comparte
un 68.3% de identidad respecto a su ortdlogo en SARS-CoV (Figura 65A). Sin embargo,
en el dominio PLpro la identidad es mayor (83.0%) y solamente se identificaron dos
sustituciones cruciales en el dominio Ub2 (Ubiquitin-binding domain 2): S67V y L76T
(Figura 66). Estas dos sustituciones si representan cambios en el tipo de cadena lateral
de los aminoacidos y afectan la actividad DUB de PLpro perteneciente a la cepa

Wuhan-WIV04, y con ello se anula su actividad antagonista de IFN-I (Yuen et al., 2020).

A PLpro

Ub2-binding key residues catalytic core key residues

Y s\ N S B O T L RVEAFEYYHTTIDPSFLGRYMSAL NHTKKWKYPQVNGLTS! KMWADNN YLATALLTL

DY R\ S Wl 00 T L REIE AFEY Y HTOMES FLGRYMSALNHTKKWK[EP QVIEGL TS 1 KWADNNCY LR L B |

Figura 66. El dominio PLpro de la cepa Wuhan-WIV04 SARS-CoV-2 presenta mutaciones
cruciales que afectan su actividad DUB. (A) Alineamiento de las secuencias de aminoacidos de
PLpro de SARS-CoV-2 y SARS-CoV. Tomado de: Yuen et al. (2020).

Por otro lado, la ausencia de NLS en ORF3b de SARS-CoV-2 demuestra que la
delecién de una region, asi como la localizacion especifica de una proteina en la célula,

pueden potenciar la actividad antagonista de IFN-I. De igual forma, la nueva variante
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natural ORF3b Ecuador carece de la secuencia NLS (presuntivamente conformada por
los residuos 135-154 en ORF3b de SARS-CoV), ademas de presentar la mutacion
*23Q, con la cual hubo la pérdida de un codon de paro prematuro y se extendié su

longitud hasta 56 residuos de aminoé&cidos (Figura 67) (Konno et al., 2020).

El surgimiento de la variante ORF3b Ecuador es un claro ejemplo de que SARS-
CoV-2 esté evolucionando y que durante dicho proceso se pueden dar eventos en los
que las nuevas variantes conserven los elementos de la proteina paternal que
favorecen su actividad, por ejemplo, la ausencia de NLS, y a su vez, adquieran nuevas
caracteristicas como la regién adicional del residuo 23-56 que potencia su capacidad

para contrarrestar la respuesta del hospedero.

A “Ecuador variant” ORF3b
(accession IDs: EPI_ISL_422564 & EPI_ISL_422565):

ATGATGCCAACTATTTTCTTTGCTGGCATACTAATTGTTACGACTATTGTATACCTTACAATAGTA
i M M P T I F F A G I L I V TTTI V Y L T I V

CAAATGCTTCAATTGTCATTACTTCAGGTGATGGCACAACAAGTCCTATTTCTGAACATGACTACC
23 0 M L 0L S L L Q VMAOQOOOVLF L NMTT

AGATTGGTGGTTATACTGAAAAATGGGAATCTGGAGTAA
45 R L V V. I L K N G N L E ~*

Figura 67. La variante ORF3b Ecuador de SARS-CoV-2 carece de la secuencia NLS y presenta
una elongacién de 34 residuos de aminoacidos. (A) Secuencias de nucleétidos (superior) y
aminoacidos (inferior) de ORF3b de SARS-CoV-2 y la variante Ecuador. Los codones y
aminoacidos marcados en color naranja son las modificaciones presentes en ORF3b Ecuador.
Tomado de: Konno et al. (2020).

Los estudios de la funcion de las proteinas ORF6, PLpro y ORF3b, muestran que
las consecuencias que puede tener una modificacion sobre la actividad antagonista de
una proteina, dependen en gran medida de la regién o dominio que es afectado. De
esta manera, es posible que haya mutaciones, deleciones, u otro tipo de variaciones
genéticas que provoquen el mantenimiento, potenciacion, pérdida o ganancia de la
actividad anti-INF-I de las proteinas virales. Un probable ejemplo de ganancia de nueva
actividad antagonista podria ser el caso de la proteina M de SARS-CoV-2 pues en el
estudio de Xia et al. (2020) fue identificada como inhibidor de la fosforilacion de STAT1.

Asimismo, las mutaciones que ha sufrido el genoma de SARS-CoV-2 son las

responsables de que uUnicamente algunas de sus proteinas posean actividad
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antagonista de IFN-I en comparacién con aquellas que también estan presentes en
MERS-CoV y/o en SARS-CoV pero que carecen de tal funcién, como lo son nspl, nsp6,
nspl2, nspl3, nspl4, ORF3a, ORF7ay ORF7b . Este grupo de proteinas, aunadas a N,
M, PLpro, ORF3b y ORF6, confieren a SARS-CoV-2 mas ventajas tanto en su
replicacion como en su capacidad para evadir el reconocimiento y la respuesta antiviral
del hospedero (Figura 64A). Tales aspectos pueden contribuir de manera importante al
agravamiento de los pacientes con COVID-19 e incluso ser cruciales en el desarrollo de

diversas complicaciones como un sindrome hiperinflamatorio.

En conjunto, la informacién recopilada confirma la hipétesis de este trabajo, pues
existe evidencia de que SARS-CoV-2 posee proteinas que mantienen la actividad
antagonista de IFN-I respecto a aquellas proteinas con la misma funcién reportada en
SARS-CoV y MERS-CoV.

3.2 Determinacion de la actividad antagonista de IFN-I de proteinas virales.

Como se aprecié en la descripcion de las investigaciones enfocadas en el
estudio de las proteinas virales, existe un procedimiento general mediante el cual se
determina la actividad antagonista de IFN-I, asi como el posible factor del hospedero
que es afectado en la via de sefalizacion. Las técnicas principalmente empleadas son
el ensayo reportero dual de luciferasa, para evaluar la activacion de un promotor, y la
coinmunoprecipitacion, para elucidar la interaccién entre proteinas. Ambas técnicas,

aunadas a otros experimentos realizados, son llevados a cabo in vitro.

Un aspecto que se debe tener presente acerca de los ensayos in vitro es que no
necesariamente reflejan lo que ocurre durante la infeccion in vivo, pues en esta se ven
involucrados una gran cantidad de factores, tales como el complejo esquema de
replicacion de los coronavirus, el cual implica la expresién de proteinas virales a

diferentes tiempos y niveles, asi como su compartimentalizacion y localizacion celular.

Un ejemplo que muestra la generacion de conclusiones con cierto sesgo a partir
de los ensayos in vitro, son los estudios realizados con el dominio PLpro de nsp3 de
SARS-CoV y MERS-CoV. El grupo de Matthews et al. (2014) trabajé con el dominio
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PLpro de SARS-CoV y descubrio su capacidad para desubiquitinar a IRF3(5D)
(molécula mimética de IRF3 constitutivamente activa), con lo cual inhibe la sintesis de
IFN-I. De manera similar, Bailey-Elkin et al. (2014) demostraron que el dominio PLpro
de MERS-CoV bloquea la sefalizacion de IRF3(5D), y que la mutante de PLpro carente
de actividad DUB pierde su funcibn como antagonista. Sin embargo, al evaluar el
potencial de nsp3 para realizar la misma funcion se observé que la forma completa de

la proteina era incapaz de impedir la accion de IRF3(5D).

Una diferencia crucial entre nsp3 y PLpro es su localizacion celular. Debido a que
nsp3 participa en la formacion de invaginaciones para generar DMVs, durante el ciclo
de replicacion viral se encuentra anclada a membrana, mientras que el dominio PLpro
estudiado in vitro puede estar libre en citoplasma. De ambas investigaciones se deduce
que la actividad DUB de PLpro de SARS-CoV y MERS-CoV es inactivar a IRF3, sin
embargo, debido la localizacién de nsp3 en el contexto de la infeccion in vivo, es poco
probable que actle de esta manera para inhibir la sintesis de IFN-I como lo sugirieron
los resultados obtenidos por Matthews et al. (2014).

Por otro lado, en los estudios enfocados en las proteinas de SARS-CoV-2 se
observd que algunos resultados fueron consistentes entre las diferentes
investigaciones, como lo fue con la identificacion de la actividad anti IFN-I1 de ORF6,
mientras que en otros hubo discrepancia, o en su defecto, sbélo en algunas
investigaciones se les caracterizO como antagonistas de IFN-I, siendo un ejemplo
ORF3b.

La cantidad de plasmido empleada para expresar una proteina es uno los
factores que influyen en mayor medida sobre los resultados y las diferencias reportadas
por distintos grupos. Este factor repercute directamente sobre la cantidad de proteina
producida y, por tanto, en la determinacién de su actividad antagonista, asi como en las

interacciones con otras proteinas.

Debido al uso de promotores fuertes y constitutivos, la sobreexpresién de una
proteina puede favorecer su asociacion con alguno de los componentes de las vias de

sefalizacion y con ello, contribuir a la disminucién de la expresion génica, ya sea de
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IFN-1 o ISGs. De esta manera, es posible que ocurran variaciones en los niveles de
proteina reportados por los distintos grupos de investigacion y que esto se refleje en la

actividad antagonista de IFN-I.

Por esta razon, en algunas ocasiones, los estudios realizados por diversos
autores generaron resultados que son dificiles de analizar y comparar entre los tres
coronavirus incluidos en este trabajo. Asimismo, cuando la cantidad de una proteina en
estudio dista considerablemente de los niveles producidos durante la infeccién in vivo,

podria tenerse un sesgo en la informacion obtenida experimentalmente.

3.3 Desregulacion de IFN-I: Modelos animales y estudios en pacientes con
COVID-19.

Aunque es posible que los resultados obtenidos in vitro no reproduzcan en su
totalidad lo que ocurre in vivo durante la infeccién, si aportan evidencias sobre los
mecanismos que operan para explicar las observaciones realizadas tanto en modelos
animales experimentales como en pacientes con COVID-19, y que confirman que

ocurre desregulacion en la produccion y sefalizacion de IFN-I.

Estudios en ratones BALB/c infectados por SARS-CoV proporcionan un
panorama en torno al efecto que tiene a nivel sistémico la desregulacion de IFN-I,
particularmente el retraso de su produccion respecto al tiempo en que se alcanza el
maximo de la carga viral. Cuando ocurre un retraso en la sintesis de IFN-I se
desencadena una serie de eventos que concluye con el reclutamiento sostenido de
IMMs al sitio de infeccibn, mismos que provocan dafios al tejido alveolar por la
liberacion de ROS, sobreproduccion de citocinas proinflamatorias como IL-1, IL-6, IL-8 y
la sintesis de quimiocinas como CCL2 que refuerzan el flujo de IMMs (Channappanavar
et al. (2016).

Asimismo, estudios en pacientes infectados con SARS-CoV y MERS-CoV han
demostrado que el curso de ambas infecciones se caracteriza por la sobreproduccion
de IL-1, IL-6, IL-8, CXCL10 y CCL2, asi como la acumulacién de monocitos y
macrofagos (Nicholls et al., 2003; Wong et al., 2004; Kim et al., 2016; Min et al., 2016).
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Estas caracteristicas son consistentes con la desregulacion de IFN-I y apoyan el

planteamiento fisiopatolégico propuesto por Channappanavar et al. (2016).

De manera similar, las investigaciones en pacientes con COVID-19 (Tabla 3)

demostraron que las personas infectadas en estado severo y critico presentan niveles

elevados de TNF-a, IL-6 y factores quimiotacticos como CCL2 tanto en muestras de

sangre periférica como de BALF. Asimismo, el analisis de muestras BALF proporcioné

evidencia de que el microambiente bronco-alveolar de pacientes con mayor estado de

gravedad se caracteriza por la baja cantidad de linfocitos NK y CD8+, ademas de estar

enriquecido en macrofagos proinflamatorios. Al igual que en pacientes infectados por

SARS-CoV, este perfil de citocinas proinflamatorias y poblacion celular en el tejido

pulmonar concuerda con los hallazgos y el modelo de Channappanavar et al. (2016).

Tabla 3. Hallazgos relacionados con la desregulacion de IFN-I en pacientes con COVID-19.

Hallazgo en pacientes con COVID-109.

Referencia

Los pacientes en estado severo y critico presentan bajos niveles
plasmaticos de IFN-a2, baja expresion de ISGs y sobreproduccion de IL-
6, TNF-a y CCL2. Asimismo, en sangre periférica sufren de linfopenia y

acumulaciéon de monocitos.

Hadjadj et
al. (2020).

Durante su estancia en ICU, los pacientes en estado critico alcanzan el
maximo de la produccion de IFN-a (dia 7 después del inicio de sintomas).
También en esta etapa se detectd linfopenia y un aumento en la

densidad de monocitos en sangre periférica

Wei et al.
(2020).

Dos grupos de pacientes en estado critico presentaron perfiles distintos
de produccion de IFN-a2: IFN-positivo e IFN-negativo. Pese a que el
grupo IFN-positivo si produjo IFN-a (maximo nivel al dia 8 después del

inicio de sintomas), la letalidad fue de ~40% en ambos casos.

Trouillet-
Assant et
al. (2020)

El analisis de muestras BALF de pacientes con COVID-19 en estado
severo reveld que su microambiente bronco-alveolar esta enriquecido en
macroéfagos proinflamatorios, ademas de presentar niveles elevados de

IL-6 e IL-8 y sobreexpresar quimiocinas como CCL2.

Liao et al.
(2020)
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En lo que respecta al andlisis de IFN-I, en pacientes con COVID-19 en estado
severo y critico, los niveles plasméticos de IFN-a son considerablemente bajos,
encontrandose en el intervalo de 10%-10° fg/mL, en comparacion con el valor promedio
de 5x10° fg/mL registrado en los pacientes que cursan la COVID-19 en un estado leve-
moderado (Hadjadj et al. 2020; Trouillet-Assant et al. 2020). Un aspecto fundamental en
la produccion de IFN-I, es que debe ocurrir previa al tiempo en que se alcanza el
maximo de la carga viral, pues si ocurre simultaneamente o posteriormente, se anula su
efecto sobre el control de la infeccion y, por el contrario, contribuye al establecimiento

de una respuesta inmune exacerbada.

Este retraso se ha demostrado en varios estudios, por ejemplo, células Calu-3
(linea celular de epitelio pulmonar) infectadas con SARS-CoV-2 tuvieron un retraso en
la produccion del transcrito de IFN-B, cuyo maximo nivel se registré a las 24 hpi, mismo
tiempo en que se alcanz6é el méaximo del titulo viral. Estos resultados, sefialaron la
posibilidad de que al igual que en la infeccibn causada por SARS-CoV, en COVID-19
también existiera un retraso en la sintesis de IFN-I (Lei et al., 2020).

Con base en diversos estudios de meta-andlisis (Cevic et al., 2020; Walsh et al.,
2020) el maximo de la carga viral en pacientes con COVID-19 coincide con el inicio de
los sintomas, o0 en su defecto, ocurre entre el tercer y quinto dia posterior al comienzo
de los mismos. Considerando esta dinAmica de la carga viral de SARS-CoV-2, los
resultados obtenidos por Trouillet-Assant et al. (2020) sugieren un retraso en la
produccion de IFN-I en el contexto de la COVID-19, ya que el maximo de la produccién
de IFN-a2 en pacientes IFN-positivo ocurrié hasta el séptimo dia posterior al inicio de

los sintomas.

Por otro lado, el retraso de la sintesis de IFN-a2 explicaria el porqué pese a su
produccion los pacientes IFN-positivo también se encontraban en estado critico, aunado
al hecho de que su sefalizacion no contribuye de manera significativa a la recuperacion
de los pacientes, viéndose reflejando en un valor de letalidad muy similar al del grupo

IFN-negativo.
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El retraso de la sintesis de IFN-I, el bajo nivel de IFN-a y la expresion pobre de
ISGs en pacientes con COVID-19 en estado critico constituyen una evidencia
importante de que las proteinas antagonistas de IFN-I de SARS-CoV-2 (N, M, nspl,
PLpro, nsp6, nspl2, nspl3, nspl4, ORF3a, ORF3b, ORF6, ORF7a y ORF7b) si tienen
un impacto durante la patogénesis y contribuyen en ultima instancia al desarrollo de
hipercitocinemia y una respuesta inmune exacerbada, ambos considerados factores
que desencadenan y/o empeoran el sindrome de distrés respiratorio agudo en los
pacientes (Figura 64B). Por estas razones, la posibilidad de disefiar y emplear terapias
basadas en IFN-I es una cuestion que surge inevitablemente, por lo que es preciso
abordar y discutir algunos aspectos relacionados con tal planteamiento.

Uno de los primeros enfoques que podrian considerarse es el disefio de
antivirales para contrarrestar la actividad antagonista de IFN-I de alguna de las
proteinas de SARS-CoV-2. En primera instancia, es necesario identificar qué proteinas
contribuyen en mayor medida al bloqueo de la sintesis y sefializacion de IFN-I. En el
caso particular de SARS-CoV-2, nspl y ORF6 han destacado en todos los estudios por
su alta actividad anti-IFN-I. Asimismo, para que el antiviral sea mas efectivo es
importante dirigirle hacia una proteina que sea esencial para el ciclo replicativo de
SARS-CoV-2, pues el hecho de que promuevan la replicacion viral a través de la
interferencia de la sintesis de IFN-I y su sefalizacion, no implica que tales proteinas

sean estrictamente necesarias para completar la formacion de viriones.

Al respecto, estudios realizados con ratones infectados con el coronavirus MHV
WT y MHV-nsp1A99, demostraron que los ratones infectados con la cepa mutante de
nspl tuvieron un 100% de supervivencia a la infeccion, mientras que todos los
infectados con la cepa WT sucumbieron entre el dia 5 y 6 pi. Asimismo, esta
investigacion demostré que la mutante de nspl afecta de manera significativa la
replicacion de MHV (Zust et al. 2007).

Con base en las consideraciones antes mencionadas, al ser nspl un antagonista
de IFN-I y probablemente un factor esencial en la replicaciéon de SARS-CoV-2, podria
ser un blanco terapéutico adecuado para el disefio de algun antiviral para el tratamiento
de la COVID-19.
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Por lo que ya se presentd y discuti6 referente a la temporalidad y efecto de IFN-I,
es muy relevante evaluar el uso de IFN-a e IFN- recombinantes como terapias para el
tratamiento de pacientes con COVID-19, ya que su administracion a destiempo podria

reproducir una respuesta inmune aberrante, afectando asi el estado de los pacientes.

Debido a que el diagnéstico de COVID-19 y la atencion a pacientes en unidades
médicas ocurre frecuentemente tras la aparicion de sintomas (tiempo en que se alcanza
el maximo de la carga viral) no es conveniente recurrir a la administracion de IFN-I,
pues ya ha pasado el periodo durante el cual podria tener un efecto de proteccion para
el paciente. Aunado a este hecho, si existe un retraso en la produccion de IFN-I, el
suministrarle una dosis potenciaria sus efectos negativos como la sobreproduccion de

citocinas proinflamatorias y el reclutamiento sostenido de IMMs.

Por tales motivos, el uso de IFN-I probablemente solo sea recomendable como
profilactico, particularmente en personas que presenten mayor riesgo de contagiarse,
como lo puede ser el personal de la salud. Como argumento para esta propuesta, se ha
reportado que el pretratamiento de células Calu-3 con IFN-I disminuye de manera
significativa la infeccion por SARS-CoV-2 (Park & Iwasaki, 2020).

En la actualidad se estan llevando a cabo ensayos preclinicos y clinicos para
evaluar el uso de IFN-I recombinante como terapia para la COVID-19, entre ellos, un
ensayo sobre la inyeccion subcutanea de IFN-B1a en combinacion con antivirales como
lopinavir (identificador: NCT04315948) y un ensayo en fase Il relacionado con la
inhalacion de IFN-B1a (identificador: NCT04385095). Respecto al uso profilactico de
IEN-I, en la provincia de Hubei se administraron gotas nasales de IFN-a recombinante a
2944 trabajadores de la salud, reportandose nula incidencia de infectados ni efectos
adversos entre el personal tratado (Park & Iwasaki, 2020), lo cual presuntivamente
indicaria su eficacia como agente profilactico, aunque se requieren estudios clinicos

formales que lo confirmen.

Por otro lado, un aspecto a resolver en pacientes graves son las manifestaciones
clinicas causadas por la desregulacion de IFN-I, tales como la tormenta de citocinas e

hiperinflamacion. Entre los posibles farmacos se ha propuesto emplear inhibidores de la
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via Jak-STAT ya sea de manera individual o combinados con inhibidores de IL-1 e IL-6,
antiinflamatorios e inmunomoduladores (Figura 68). En particular, los inhibidores de IL-1
y de la via Jak-STAT han demostrado tener tiempos de vida media cortos, por lo que su
efecto ayudaria a aminorar rapidamente las complicaciones asociadas a una respuesta
inmune aberrante en pacientes con COVID-19 (Ingraham et al., 2020).
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Figura 68. Propuesta de farmacos y blancos terapéuticos para el control de tormenta de
citocinas e hiperinflamacion en pacientes con COVID-19. *Inhibidores de Jak: ruxolitinib,
tofacitinib, baricitinib, peficitinib, fedratinib y upadacitinib. Tomado de: Ingraham et al. (2020).
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4 CONCLUSIONES.

En la actualidad, se ha encontrado que el agente etioldgico de la COVID-19
conserva la actividad antagonista de las proteinas N, M, PLpro, ORF3b y ORF6, las
cuales interfieren sobre la activacion y/o translocacion nuclear de factores de
transcripcion como IRF3 y STAT1, blogueando asi la expresion génica de IFN-1 o ISGs.
Entre este grupo de proteinas ORF3b es de especial relevancia, ya que se ha
descubierto una nueva variante natural (ORF3b Ecuador) que inhibe aun mas la
sintesis de IFN-I. Esta variante es una prueba fehaciente de que SARS-CoV-2 esta
evolucionando rapidamente, con lo cual puede adquirir mayor capacidad para evadir la

respuesta del hospedero.

Asimismo, se han detectado proteinas cuya actividad antagonista sobre la via
Jak-STAT Uunicamente se ha descrito en SARS-CoV-2. Dichas proteinas se han
agrupado como inhibidores de la fosforilacion de STAT1: nsp1, nsp6, nspl3, ORF3a, M
y ORF7b e inhibidores de la fosforilacion de STAT2: nsp6, nspl3, ORF7a y ORF7b.

Los antagonistas de IFN-I en SARS-CoV-2 se han relacionado con la
desregulacion de IFN-I en pacientes con COVID-19 en estado severo y critico. Estudios
con estos pacientes han determinado que presentan una produccion retrasada y baja
de IFN-q, la cual es inoportuna para el control de la infeccion, pues ocurre después del
tiempo en que se ha alcanzado la carga viral maxima. Por otro lado, el retraso de la
sintesis de IFN-I promueve un estado hiperinflamatorio que en la COVID-19 se
caracteriza por la acumulacion de monocitos y macréfagos, asi como el desarrollo de
una tormenta de citocinas enriquecida en IL-6 y TNF-a, factores que se han asociado al

dafio tisular y agravamiento del sindrome de distrés respiratorio agudo.
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ANEXO 1. Rubrica para andlisis de articulos cientificos originales.

Datos del articulo

Autor(es), Afo, Titulo, Revista, Vol. Paginas.

I. Introducciéon y Antecedentes

¢ Cudles son los antecedentes
generales del campo de estudio?

¢ Cudles son los antecedentes
particulares que originan el estudio?

¢, Cudl es la pregunta de investigacion
que trata de responder el estudio?

Il. Materiales y Métodos

¢,Cuales son los métodos principales
empleados para responder la pregunta
de investigacion?

¢ Cuales son las ventajas y
desventajas de estos métodos?

Ill. Resultados

¢ Cudles son los principales hallazgos
novedosos en el estudio?

¢, Todos los experimentos se realizaron
con controles adecuados?

¢,Hay algun resultado que no haya
quedado claro?

IV. Discusién

¢, Cual es la principal conclusién del
estudio?

¢ Se respondi6 la pregunta de
investigacion?

¢, Se generaron hipétesis alternativas
nuevas para explicar los resultados?

¢, Qué perspectivas (estudios) nuevas
se pueden generar?
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