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RESUMEN

Los coronavirus son virus ARN monocatenario que pertenecen a la familia
Coronaviridae, subfamilia Orthocoronaviridae, dentro del orden de los Nidovirales. Segin la
clasificacion taxondmica, la subfamilia se clasifica en cuatro géneros Alphacoronavirus,
Betacoronavirus, Gammacoronavirus y Deltacoronavirus siendo los primeros dos los que
infectan a los humanos. Se habian descrito seis coronavirus que ocasionan patologias en
humanos: 229-E, OC43, NL63, HKU1, MERS-CoV y SARS-CoV. Pero en el afio 2019 un
nuevo Betacoronavirus, SARS-CoV-2, seria descubierto como el causante de la enfermedad
COVID-19, que ha creado la enfermedad pandémica mundial del afio 2020. Aumentado el
interes cientifico y los esfuerzos de entender la inmunopatologia del COVID-19, por lo cual,
en esta revision se pretende explicar a través de revisiones narrativas los aspectos moleculares
de como el virus ingresa al interior celular al reconocer a la enzima ACE2, glicoproteina
transmembrana tipo I, que se distribuye y esta activa en la mayoria de los tejidos. Ademas,
se pretende informar de como la interaccion ACE2/SARS-CoV-2 actuaria en los mecanismos
inmundlogicos, explicando por qué los nifios han presentado una baja tasa de enfermedad
COVID-19. Adicionalmente, se busca determinar si el curso evolutivo desfavorable de la
enfermedad en los adultos que sufren de hipertension arterial puede o no ser por el consumo

de farmacos que acttan sobre el sistema renina angiotensina aldosterona.

Palabras Claves: SARS-CoV-2, ACE 2, Glicoproteina S, Nifios, IECA.



INTRODUCCION

En el ultimo mes del afio 2019 en la localidad de Wuhan, capital de la provincia de
Hubei, China comenzaron varios casos de neumonia atipica, que causa en cientos de
pacientes dificultad respiratoria y muerte. Esto generd preocupacion en la sociedad médica y
cientifica china, puesto que se creia que los sintomas que presentaban los pacientes eran
generados por el patdgeno coronavirus del sindrome respiratorio agudo grave (SARS-CoV)
que surgio en el afio 2002 en la provincia china de Cantén, y que generé el deceso de 916
personas Y la infeccion de 8422 personas en una treintena de paises (1). Pero tras intensas
investigaciones, el 9 de enero del 2020, el Centro Chino para el Control y la Prevencién de
Enfermedades identifico que la enfermedad era causada por un nuevo virus de la familia de
los coronavirus que fue nombrado provisionalmente como 2019-nCov, pero que mas tarde
seria nombrado por la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) como coronavirus del
sindrome respiratorio agudo grave (SARS-CoV-2) (2). Este nuevo virus es el agente causal
de un sindrome respiratorio ahora conocido como enfermedad por coronavirus 2019
(COVID-19), cuyos sintomas comunes al inicio de la enfermedad son fiebre, fatiga, tos seca,
mialgia y disnea. Ademas, ciertos pacientes tienen la posibilidad de padecer dolor de cabeza,
mareos, dolor abdominal, diarrea, nauseas y vomitos. Finalmente puede progresar hacia una
insuficiencia respiratoria progresiva e incluso la muerte debido al dafio alveolar. No ha sido
hasta el 30 de enero de 2020, con mas de 9.700 casos confirmados en China y 106 casos
confirmados en otros 19 paises, que el Director General de la Organizacion Mundial de la
Salud (OMS) declar6é que el brote era una emergencia de salud puablica de interés
internacional. Posteriormente el 11 de marzo de 2020 la OMS declara pandemia, al evaluar

la expansion globalizada de este virus (3).

Con la pandemia ha aumentado el interés cientifico y los esfuerzos de entender la
inmunopatologia del COVID-19, identificando los mecanismos moleculares que median la

entrada viral. Por lo que se realizd una revisién narrativa que integrd articulos que
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documentan los mecanismos moleculares de como el virus reconoce a su receptor ACE2 para
ingresar al interior celular, demostrando las diferencias moleculares que existe con SARS-
CoV en su interaccion. Adicionalmente, se revisd informacion de los mecanismos
inmunoldgicos que causa el ingreso del virus en las personas, para comprender por qué el
virus causa sintomas mas leves en nifios que en adultos sanos o con comorbilidades.
Sefialando ademas que como en los primeros informes del brote en Wuhan, China, indicaron
que una enorme cantidad de pacientes con COVID-19 grave tenian hipertension, se busca
determinar a través de la informacion disponible si el uso de inhibidores de la ECA (IECA)
y los bloqueadores del receptor angiotensina Il (ARA 11) tienen la posibilidad de incrementar
el riesgo de infeccion por este virus, por lo que determinar si su uso agrava la enfermedad
nos posibilita comprender si la hipertension es un factor de riesgo independiente o no de la

infeccion(4).
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OBJETIVOS

1. OBJETIVO GENERAL:

1.1 Analizar de acuerdo con la literatura el papel de ACE 2 en el ingreso del virus SARS-

CoV-2 a la célula, considerando aspectos moleculares para el reconocimiento

2. OBJETIVOS ESPECIFICOS:

2.1 Analizar y comparar los aspectos moleculares entre el reconocimiento de ACE2 con
SARS-CoV-2 y SARS-CoV.

2.2 Mencionar las posibles causas, que expliquen la baja tasa de infeccidon por SARS-CoV-
2 en nifos.

2.3 Analizar a partir de la literatura reciente las posibles implicaciones del consumo de

farmacos que actlan sobre el sistema renina-angiotensina, en la fisiopatologia del Covid-19
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METODOLOGIA DE BUSQUEDA Y ORGANIZACION DE LA INFORMACION

Se realizo una revision general de la informacion llevando a cabo un reconocimiento
de los aspectos cualitativos de estudios primarios para resumir la informacion que existe
sobre la enzima convertidora de angiotensina 2 como receptor celular del SARS-CoV-2,
ademas de la informacion acerca de las diferencias patoldgicas entre nifios y adultos y la
utilizacion de farmacos que acttan sobre el sistema renina-angiotensina, la cual se analiz
y compard con la informacion obtenida de las bases de datos o fuentes de informacién en

internet.

Se generd una busqueda general en Google académico para ubicar los documentos
académicos, asi como los articulos publicados sobre los temas “ACE 27, “RAAS”, “SARS-
CoV-2”, “COVID-19”, “NINOS Y SARS-CoV-2” y “IECA/ARA y SARS-CoV-2”. Una vez
obtenida la informacién que permitidé orientar la busqueda, se procedié a buscar articulos
publicados en las bases de datos PubMed, Science direct, Dialnet, Scielo, entre otras, donde
se procedio a realizar una busqueda avanzada para correlacionar a la ACE 2 como receptor
de SARS-CoV-2 con los aspectos moleculares implicados en la patogenicidad del virus,
busqueda que se realizd en idioma inglés y espafiol. Accion que se repitio con los otros temas

sefalados.

Se utiliz6 como criterios de inclusion los afios de publicacion, considerando los afios
2019-2020 a aquellos articulos con tema referencial a SARS-CoV-2 y su implicancia
fisiolégica y patoldgica asi como su ingreso al interior celular al utilizar el receptor celular
ACE 2, asi como su efecto en nifios y adultos, ademas se consideraron todos los articulos sin
limite de afios de publicacion a aquellos cuya referencia de tema es sobre las implicancias
fisiolégicas del sistema renina-angiotensina y los aspectos fisiolégicos de la enzima

convertidora de angiotensina, ademas de los temas relacionados a los medicamentos que
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actlan sobre el sistema. Finalmente, se considerara aquellos articulos investigacion sobre los

andlisis moleculares, filogenéticos, y genéticos sobre el SARS-CoV-2.

Se utiliz6 como criterio de exclusion todo aquel articulo de investigacion cuya

informacion no se relaciona con la investigacion entre la relacion de ACE 2 con SARS-CoV-

2 o las implicancias fisioldgicas del sistema renina angiotensina. Una vez seleccionados los

articulos a utilizar, se clasificaron segin informaciéon en tres categorias, la primera

relacionada a ACE 2, su funcidn fisiolégica, y su implicancia como receptor del virus. En la

segunda categoria se clasificaron a los articulos que explicaban las diferencias

fisiopatoldgicas del virus en nifios. Finalmente, en la tercera categoria se clasificaron a los

medicamentos que actlan sobre el sistema renina- angiotensina-aldosterona y su posible
implicancia en el COVID-19.

Articulos revisados (n = 162)

-

_p

Articulos originales (n = 46)

Articulos de revision (n= 39)

Textos excluidos
e Informacion no incluye informacion
para la memoria: (n = 25)
e Informacion repetida (n= 18)
e Informacion no especifica (n = 22)

Articulos de actualizacion (n=5)

Pagina Web (n =7)

Figura 1: Diagrama de flujo con analisis de publicaciones. Elaboracion propia. Ana
Reyes, 2021.
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MARCO TEORICO

1. ORIGEN E IMPLICANCIA CLINICA

1.1 Descripcion historica hasta SARS-CoV-2

Los coronavirus (CoVs) son virus ARN monocatenario (27 a 32 kb) pertenecientes a
la familia Coronaviridae, subfamilia Orthocoronaviridae, dentro del orden de los
Nidovirales(5). Los CoVs son virus esféricos y pleomorficos envueltos cuya caracteristica
estructural que le produce su nombre, son las proyecciones de espiga en forma de maza que
emanan de la superficie del virion, que le brindan el aspecto de corona solar y pueden medir
aproximadamente 120 a 160 nm (6). El primer coronavirus humano (HCoVs) se aislo por
primera vez de humanos en 1962, por Dorothy Hamre y John Procknow, en la Universidad
de Chicago, descubriéndose que producia un resfrio comun que no era letal y que se podia
transmitir entre seres humanos (7). Posteriormente, en el afio 1967 se descubre su estructura
de corona a través de microscopia electrénica. Los coronavirus de acuerdo al grupo de
Estudio de Coronavirus del Comité Internacional de Taxonomia de Virus, se clasifican en
cuatro géneros, divididos por agrupamientos filogenéticos, Alfacoronavirus (aCoVs) y
Betacoronavirus (BCoVs) (se divide en 4 linajes A,B,C,D) que infectan a los mamiferos,
ocasionando patologias respiratorias en humanos y gastroenteritis en animales, asi como los
Gammacoronavirus (yCoVs) que infecta a las aves al igual que Deltacoronavirus (6CoVs),

sin embargo, este Gltimo también puede infectar a los mamiferos (8).

Los CoVs son reconocidos como importantes agentes de infecciones respiratorias y
entéricas de animales domésticos y de compafiia, que ocasionan alrededor del 15% de todos
los casos de resfrio comin en humanos, pudiendo ocasionar enfermedades graves en los

recién nacidos, los ancianos y las personas con patologias subyacentes. La transmision
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zoonotica ha generado la aparicion de variantes altamente patologicas para los humanos. Las
infecciones por este virus involucran principalmente las vias respiratorias superiores y el
tracto gastrointestinal, pudiendo presentarse patologias leves y autolimitantes, como el
resfriado comuan, a manifestaciones méas graves, como bronquitis y neumonia con afectacion
renal (9).

Hasta previo a la enfermedad pandémica del 2019, provocada por SARS-CoV-2, se
conocian seis cepas diferentes de CoVs, conocidas (OC43), SARS-CoV, HCoV-NL63
(NL63), HCoV-HKUL1 (HKU1) y MERS-CoV (10). Estos virus tienen capacidad de infectar
a las personas por infectar a los humanos HCoV-229E (229E), HCoV-OC43 debido a los
saltos zoondticos desde animales a humanos. El virus 229E aCoVs y OC43 BCoVs del
linaje A, fueron aislados e identificados en los afios 1962-1967, especulandose que su salto
zoondtico fue de bovinos a humanos. Estos virus son identificados en humanos como
causantes de sintomas de resfriado comadn, aunque en individuos infectados con 229E se
observa que pueden presentar rinitis y pacientes con OC43 odinofagia (11). Por otra parte,
el salto zoondtico que involucro al BCoVs del linaje B, desde murciélagos, civetas de
palmeras y humanos, dio origen al SARS-CoV, virus responsable de la primera pandemia
del siglo XXI, la cual fue controlada el afio 2003, en China. (12,13). El linaje C involucra al
MERS-CoV y HKUL1 y que aparecieron en los afios 2004 y 2005 respectivamente, junto al

aCoVs NL63, que se cree que se originaron y son hospedados en los murciélagos (14).

El virus SARS-CoV-2 es un BCoVs del linaje B, subgénero Sarbecovirus. Virus ARN
monocatenario de sentido positivo, que tiene una nucleocéapside helicoidalmente simétrica
(9,15). La membrana viral tiene la glucoproteina de membrana (M) de 20 a 35 kDa, proteina
estructural mas abundante en el virion, existente como un dimero y que puede adoptar dos
conformaciones diferentes, lo que permite promover la curvatura de la membrana para unirse
a la nucleocépside; y la glucoproteina espiga (S), de 180 a 220 kDa, proteina de fusion de
clase I que media la unién al receptor del huésped y que utiliza una secuencia de sefial amino-

terminal (N-terminal) para obtener acceso al hospedero. Esta proteina constituye la
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estructura de espiga distintiva en la superficie del virus (16,17). Se proyectan a unos 17 a 20
nanometros de la superficie del virion, con una base delgada que se hincha hasta un ancho de
aproximadamente 10 nandmetros en la extremidad distal (18), es escindida por una proteasa
de la célula huésped en dos polipéptidos separados: S1 que constituye el gran dominio de
union al receptor y S2 que forma el tallo de la glicoproteina; se describe que esta proteina
exhibe una amplia flexibilidad conformacional al modular la exposicion de su sitio de union
a receptores y posteriormente someterse a un reordenamiento estructural completo para
impulsar la fusion de las membranas virales y celulares. Ademas, se hallan en la superficie
pequefias cantidades de proteinas transmembranas (E), que facilita el ensamblaje de la
liberacion del virus, aunque poseen otras funciones. Finalmente, la proteinas de la
nucleocapside (N), se une al genoma viral y se compone de dos dominios separados, un
dominio N-terminal y un dominio Carboxi-terminal (C-terminal), ambos capaces de unirse

al acido ribonucleico in vitro (9) (Figura 2C).

El genoma de ARN monocatenario del SARS-CoV-2 tiene un tamafio de 29891
nucleotidos, que codificaba 9860 aminoacidos (19). Su material genético esta relacionado en
alrededor de un 80% con SARS-CoV (20) y un 50% de identidad con MERS-CoV,
existiendo una mayor similitud genética con los virus bat-SL-CoVZC45 en un 99% Yy otro
BCoV similar al SARS de origen murciélago, bat-SL-CoVZXC21 en un 98%. Al comparar
las regiones de genes (E, M, 7, N y 14), cuya identidades de secuencia fueron superiores al
90%, siendo la mas alta el 98,7% en el gen E (Tabla 1) (21). En general, el analisis
comparativo de las secuencias gendémicas virales ayuda a rastrear el origen de los
coronavirus que infectan al humano determinando la relacién que guardan con otros virus
analogos (22). Aunque se ha determinado, que este nuevo coronavirus en comparacion con
los coronavirus similares al SARS de murciélagos, SARS-CoV y MERS-CoV codifica una
glicoproteina S mas larga (Figura 2A ) donde el dominio N-terminal como el dominio C-

terminal del dominio S1 pueden unirse a los receptores del huésped (21).
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Tabla 1. Identidad de secuencia entre SARS-CoV-2 y genomas representativos de
betacoronavirus. Tomado de Lu Ry col., 2020 (21)

Strain Complete Gene region (%)
genome

%) | @b 1a ®w S 3 E M 7 8 1b N B 14
Bat-SL-CoVZ(45 876 889 907 860 752 88 987 934 952 888 885 911 891 967

:‘”‘U'iitciie BatSLCVIXQL | 875 | 887 903 861 747 889 987 B4 952 891 885 912 895 967
“ SARS-CoVGZ02 90 | 795 754 863 727 756 B5 81 s 1 - 81 . .
Amioacid Bat-SL-CoVZ(45 -. 956 956 958 802 909 1000 986 934 86 942 943 732 929
ceauences Bat-SL-CoVzZX(21 : 952 951 955 796 920 1000 986 934 884 942 943 B2 99
L SARS-CoVGZ02 . 862 805 956 762 71 947 901 689 82 . 903 - .

Identidades de secuencia para SARS-CoV-2 en comparacion con SARS-CoV GZ02 y los
coronavirus de murciélago similares al SARS bat-SL-CoVZC45 y bat-SL-CoVZXC21.
Regiones codificantes lab, S, 3, E, M, 7, 8,9, 10b, N, 13y 1.

El ARN genomico no segmentado se traduce para generar 16 proteinas no
estructurales (nsps) a partir de dos marcos de lectura abiertos (ORF), ORFla y ORF1b. El
ORF1a crea polipéptido la (ppla, 440-500 kDa) que se divide en 11 nsps. EI cambio de
trama de -1 ribosoma se genera inmediatamente aguas arriba del codo de parada ORF1a, que
posibilita la traduccion continua de ORF1b, produciendo un polipéptido grande (pplab, 740-
810 kDa) que se divide en 15 nsps. La escision proteolitica esta mediada por proteasas virales
nsp3 y nsp5 que guardan un dominio proteasa similar al papaina y un dominio proteasa
similar a 3C, respectivamente. EIl genoma viral ademas se usa como la plantilla para la
replicacion y transcripcion, que esta mediada por nspl2 que aloja la actividad de ARN
polimerasa dependiente del ARN (RdRP). Los intermedios de ARN de sentido negativo se
crean para servir como las guias para la sintesis de ARN gendmico de sentido positivo
(JRNA) y ARN subgénemos (sgRNAs). EI gRNA es empaquetado por las proteinas
estructurales para ensamblar viriones de la progenie. Los sgRNAs mas cortos codifican
proteinas estructurales conservadas (S, M, E, N) y numerosas proteinas accesorias. Se conoce
que el SARS-CoV-2 tiene por lo menos seis proteinas accesorios (3a, 6, 7a, 7b, 8 y 10) (23)
(Figura 2C).
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Figura 2. Presentacion esquematica de la organizacion del genoma del SARS-CoV-2,
los ARNm subgenomicos candnicos y la estructura del virion. Adaptado de Lu R,y col.
2020, Kim Dy col., 2020 y Parks JM., 2020 (21,24,25)
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2. ESTRUCTURA MOLECULAR DE ACE 2 Y DE SU INTERACCION CON
EL VIRUS

2.1 Reconocimiento y funcion de ACE 2

Letko y Munster (26) desarrollaron un enfoque para detectar rapidamente los BCoV del linaje
B, tal como el SARS-CoV y SARS-CoV-2, durante la invasion del receptor y su capacidad
de infectar células de diferentes tipos de especies. El estudio evidencio que la entrada de
coronavirus es un proceso de varios pasos que involucra varios dominios distintos; la
glicoproteina S que median la union del virus a la superficie celular, la participacion del
receptor, el procesamiento de proteasas y la fusion de membranas, confirmando que la ACE
2 humana es el receptor del SARS-CoV-2, al sintetizar, clonar y probar el dominio de union
al receptor (RBD en sus siglas en inglés) con los receptores conocidos para los fCoVs, no
pudiendo este virus ingresar a la célula por ninguno de los otros receptores probados
Descubrimiento que fue apoyado por el estudio integrado genémico de Guzzi y cols. (27) al
integrar informacion de red complementaria de todo el genomay del transcriptoma sobre la
interaccion SARS-CoV-2/humano para proporcionar un mapa de las proteinas del huésped

afectadas por la infeccion viral.

La ACE 2 es el primer homélogo humano conocido de la ACE, enzima que actta en el
sistema renina-angiotensina-aldosterona (RAAS, sigla en inglés), un sistema importante de
regulacion de la homeostasis de la fisiologia humana. Esta formado por dos ejes que generan
efectos fisioldgicos opuestos, el eje clasico constituido por angiotensindgeno-renina-Ang |-
ACE -Ang ll-receptor de Ang Il tipo 1 (AT1)-aldosterona ejecuta una accion permisiva y
potenciadora del sistema nervioso simpatico, ocasionando vasoconstriccion, aumento de la
presion arterial y promocion de la inflamacién, fibrosis e hipertrofia miocardica. Dichos
efectos son regulados por el eje regulador negativo constituido por angiotensindgeno-renina-

Angl- ACE -Angll- ACE 2-Ang-(1-7)-receptor del protooncogén MAS, que antagonizan los
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efectos antes mencionados. Por lo cual, estas vias flexibilizan la respuesta del organismo para
responder de forma inmediata y coordinada a estimulos especificos (28). Este sistema es una
cascada hormonal que se inicia por medio de la sintesis de renina en el aparato
yuxtaglomerular (Figura 3). La renina convierte al precursor angiotensindgeno en
angiotensina | que es un decapéptido inactivo al que la ACE convierte en angiotensina 11,
péptido bioldgicamente activo. La angiotensina Il ejerce la mayoria de sus funciones, como
la vasoconstriccion y la reabsorcion de sodio en el tibulo renal, por medio del receptor de la
angiotensina Il tipo 1. En contraste, al receptor de la angiotensina Il tipo 2 se le atribuyen los
efectos opuestos, entre ellos, vasodilatadores y antiproliferativos. En el afio 2002, el hallazgo
de un mecanismo de degradacion de la angiotensina Il por ACE 2, permite entender otro
aspecto de la regulacion llevada a cabo por este sistema. La angiotensina Il puede degradarse
por lo menos en 3 metabolitos: desaspartil-angiotensina Il (angiotensina IlI), con
funcionalidades semejantes a la angiotensina Il pero menos eficaz por su acelerado
metabolismo in vivo; la angiotensina IV, que puede provocar vasodilatacion y natriuresis, 0
la angiotensina 1-7, que puede formarse de manera directa a partir de la angiotensina Il por
la accion de la ACE 2. La angiotensina 1-7 tiene funciones opuestas a la angiotensina Il, de
tipo vasodilatador y antiproliferativo. La ACE 2 ,ademas, degrada la angiotensina | a

angiotensina 1-9, un péptido inactivo (29).
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Figura 3. Representacion esquematica del sistema renina-angiotensina-aldosterona
(RAAS). ACE: enzima convertidora de angiotensina. ACE -2: enzima convertidora de
angiotensina 2.. APA: aminopeptidasa A. APN: aminopeptidasa N. PreProR: preprorrenina.
ProR: prorenina. AT4: receptor de angiotensina tipo 4. AT1: receptor de angiotensina tipo 1.
AT2: receptor de angiotensina tipo 2. Mas: receptor de Ang-(1-7). CarbP: carboxipeptidasa.
PO: prolil-oligopeptidasa. HAD: Hormona antidiurética. Tomado y adaptado de Bevacqua
RJy Col., 2020. (28).

La ACE 2, se identificé simultaneamente por Donoghue y Tipnis en el afio 2000 (30)
a partir de la secuenciacion 5 'de una biblioteca de ADNc de ventriculo de insuficiencia
cardiaca humana y en una biblioteca de ADNc de linfoma humano (31,32). La identificacion
de la secuencia gendmica de esta enzima demostro que su gen tiene 18 exones, intercalados
con 17 intrones, abarcando alrededor de 40 kb y esta situado en el cromosoma X, posicion
p22 (33). Al analizar el ADNc del ACE 2 humano, se codifica una proteina de 805
aminoacidos que tiene una homologia del 42% con el dominio catalitico N-terminal del ACE,
y una zona hidrofébica cercana al extremo C-terminal, que posiblemente ancla la enzima a
la membrana y que, igualmente, muestra un 48% de homologia con la colectrina, una
glucoproteina enzimaticamente inactiva que se presenta de forma exclusiva en el rifién y cuya

funcién se desconoce (32).
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Las enzimas convertidoras de angiotensina son metaloproteasas de zinc. La ACE 2

es una glicoproteina transmembranaria tipo |, primera carboxipeptidasa de mamiferos
identificada que tiene en el sitio de union, una secuencia canénica HEXXH (His-Glu-Xaa-
Xaa-His) (aminoécidos 374-378), donde Xaa puede ser cualquier aminoécido con carga,
excepto prolina (29). Ademas, a diferencia de la ACE, esta metaloproteasa tiene solo un sitio
enzimatico activo, por lo que funciona como una carboxipeptidasa en vez de una dipeptidil-
carboxipeptidasa (32) (Figura 4). Se ha definido que esta enzima es activa en la mayoria de
los tejidos y se distribuye ampliamente en el corazon, rifiones, pulmones, testiculos, células
epiteliales alveolares pulmonares (células epiteliales tipo I1). en células epiteliales del
intestino delgado, asi como en células endoteliales arteriales y venosas. La capa de células
basales epidérmicas de la piel y la capa basal del epitelio escamoso no queratinizado de la
mucosa nasal, oral y nasofaringea tienen, también, expresion de ACE 2, al igual que las
células sanguineas plaquetas y macrdfagos (28). Por su presencia a nivel pulmonar se ha
podido relacionar a esta enzima en la patogenia de infecciones respiratorias como VRS,
influenza A (H1N1), SARS-CoV y recientemente SARS-CoV-2 (30).

1 1306
e smsics 1 [] T —
1 805
£CA2 v [l [l . He
B Senal de secuencia B Dominio transmembrana
B Dominio catalitico ] Dominio citoplasmatico

Figura 4. Estructura del dominio de la enzima convertidora de angiotensina (ACE)
somatica y ACE -2. Proteinas integrales tipo 1, con un péptido sefial (blanco) y un dominio
transmembranario (negro). La proteina de union del Zinc (HEMGH) se repiten 2 veces en
ACE y solo aparece una sola vez el ACE 2 (region homdloga de color gris). Los aminoacidos
de cada cadena se representan por los nimeros. Tomado de Soler, M y col., 2008 (29)
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Es importante sefialar que funcionalmente hay 2 formas de ACE 2 (Figura 5), una
enzima de secuencia aminoacidica completa con un dominio extracelular que funciona como
receptor de la glicoproteina S, y una forma soluble existente en pequefias cantidades
circulantes ya que surge del desprendimiento desde la membrana celular por medio de la
proteina transmembrana desintegrina y metaloproteasa 17 (ADAML17), que se expresa en
varios tejidos, como musculo, pulmones, placenta, ovarios, testiculos, pancreas, rifidn,
intestino delgado, timo y corazon. (34,35) De hecho, el eje Ang II-AT1R activa ADAM17
que a su vez libera la forma madura de receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR,
sigla en inglés), la forma soluble de IL-6Ra (sIL-6Ra) y TNF-a (36). Se describe que la forma
soluble puede actuar como un competidor-interceptor del virus, previniendo la fijacion de la

glicoproteina S a las membranas celulares (30,37).
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Figura 5. Consecuencias fisiopatoldgicas de la sobre-activacion de ADAML17 en la
infeccion por SARS-CoV-2. Después de la union del virus a ACE 2, la glicoproteina S sufre
una escision proteolitica por TMPRSS2, y el virus entra en la célula huésped. La unién de la
proteina S a ACE 2 desencadena la activacion de ADAML17, aumentando la modulacién
descendente de la enzima a nivel de membrana. La activacion creciente de ADAM17
mediante ACE 2 exacerba el desequilibrio de RAAS, aumenta la inflamacion por TNF-a. el
receptor del citoquina IL6 (IL6R) y la hendidura de la anfirregulina del factor de crecimiento
(AREG). Finalmente, la liberacion de ACE 2 soluble por ADAML17 podria bloquear la
entrada de particulas virales. Tomado de Zipeto D y col., 2020 (36)
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2.2 Estructura molecular de la ACE 2

La ACE 2 de longitud completa consta de dos dominios (Figura 6A ), un domino
peptidasa N-terminal (PD, sigla en inglés) que escinde a la angiotensina-I1 y que corresponde
al dominio de la metalopeptidasa de zinc (Zn?") que se divide paralelamente en dos
subdominios (1y I1), y un dominio tipo C-terminal de tipo colectrina (CLD, sigla en inglés),
la cual termina en una hélice transmembrana Unica y un segmento intracelular de alrededor
de 40 residuos (38). Ademas, PD, proporciona un sitio de unién directa para las
glicoproteinas S de los coronavirus (39). Por medio de estudios de reconstruccion en 3D con
la union al transportador de aminoacidos neutros dependientes de sodio (BOAT1), se ha
asignado las cadenas laterales a los residuos 19-768 que tienen dentro la PD (residuos 19-
615) y el CLD (residuos 616 a 768) que consiste en un pequefio dominio extracelular; un
vinculador largo y un Unico dominio transmembrana (TM). En CLD existe un dominio de
cuello que presenta un pliegue similar a la ferredoxina (residuos 616 a 726) (Figura 6B). La
region extracelular esta altamente glicosilada (siete sitios de glicosilacion en cada

monomero) (40).
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Figura 6. Representacion del modelo atémico del complejo ACE 2-BOATL1. (A) El
complejo esta coloreado por subunidades donde se muestran el PD (cian), CLD (azul), el
protomero A de BOAT1 (rosa) y el protomero B de BOAT1 (gris) (B) Estructura del dominio
de cuello en CLD. Las cuatro a-hélices estan etiquetadas como N1-N4. El segmento que
contiene el sitio de escision proteolitica es de color naranja (residuos 697 a 716).Tomado y
adaptado de Renhong, Y y col., 2020 (40).
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Renhong Yan y colaboradores, a traves de la crio-microscopia electrdnica, definieron
que la homodimerizacién estd mediada por el dominio de cuello y PD, esta ultima
contribuyendo con enlaces solo en el suelo de hendidura del sitio activo (Figura 7A). Se
observo que ambos protémeros de ACE 2 que denominaron en lo sucesivo A y B, con
residuos en el protdémero B seguidos de un simbolo primo, generaban una vasta red de
interacciones polares que sugiere la formacién estable de dimeros, puesto que se asignan a la
interfaz entre la segunda (residuos 636 a 658) y la cuarta (residuos 708 a 717) de las hélices
del dominio del cuello. Arginina 652 (R652) y Arginina 710 (R710) en ACE 2-A (protometro
A) forman interaccion cation-z con Tirosina 641 (Y641”) y Tirosina 633’ (Y633') de ACE
2-B (protometro B), respectivamente. Mientras tanto, Arginina 652 (R652) y Arginina 710
(R710) estan respectivamente unidos por hidrégeno (enlace H) a Asparagina 638’ (N638') y
Acido glutamico 639’ (E639"), que interactiian simultaneamente con Glutamina 653 (Q653),
ademas de Asparagina 636’ (N636'). Serina 709 (S709) y Acido aspartico (D713) (41) de
ACE 2-A estan unidos por enlace de hidrogenos a Arginina 716 (R716") (Figura 7B).
Aunque se presentan interacciones débiles en la interfaz del dimero PD, con solo un par de
interacciones entre Glutamina 139 (Q139) y Glutamina 175’ (Q175”). Q139 esta en un bucle
que se estabiliza mediante un enlace disulfuro entre Cisteina 133 (C133) y Cisteina 141
(C141), asi como mdltiples interacciones polares dentro del bucle (Figura 7C), dando a ACE
2 una capacidad de transicién a una conformacion abierta, donde los dominios PD se
encuentran separados por ~ 25 A (Figura 7D), por lo que la proteina ACE 2 tiene dos

conformaciones, una abierta y otra cerrada (Figura 6A ) (40).
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Figura 7. Interfaz de dimerizacion de ACE 2. (A) ACE 2 se dimeriza a través de dos
interfaces, la PD (cuadro rojo)y el dominio del cuello.(cuadro cian) (B) La interfaz dimérica
primaria es a través del dominio del cuello en ACE 2. Las interacciones polares estan
representadas por lineas rojas discontinuas. (C) Una interfaz mas débil entre los PD de ACE
2. La Unica interaccion es entre Glutaminal39 (Q139) y Glutamina (Q175 ), que se destacan
como esferas. Los residuos polares que pueden contribuir a la estabilizacion de Glutaminal39
(Q139) se muestran como barras. (D) Los PD ya no se contactan entre si en estado abierto.
Tomado de Renhong, Y y col., 2020 (40).

Los dos subdominios | (residuos 19-102, 290-397 y 417-430) y Il (residuos 103-289,
398-416 y 431-615) de PD forman los dos lados de la hendidura larga y profunda del sitio
activo, tienen dimensiones de ~40 A larga por ~15 A ancha por ~25 A profunda, que se
conectan por una a-hélice prominente (hélice 17, residuos 511-531), y que forma la base del
dominio del cuello. Se definen como N-terminal para el subdominio | y C-terminal para el
subdominio Il (40). La estructura secundaria de PD se compone de 20 segmentos o-
helicoidales y nueve hélices 310 que juntos constituyen aproximadamente el 62% de la
estructura. Esto contrasta con solo seis segmentos cortos de hélice B que conforman ~3.5%
de la estructura (39) (Figura 8).
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Figura 8. Representacion molecular de la estructura secundaria de la metalopeptidasa
(PD), donde se puede observar las estructuras § y a-helicoidales, ademas de las estructuras
310 hélice (color gris) Tomado de Renhong, Yy col., 2020 (40)

El dnico sitio de unidn de zinc HEXXH, se encuentra ubicado cerca de la parte
inferior del subdominio I. El Zinc es coordinado por Histidina 374 (H374), Histidina 378
(H378), Ac. Glutdmico 402 (E402) y una molécula de agua (estructura nativa) (42).Existe
una dependencia a los aniones monovalentes, especificamente a los iones de cloruro (CI) para
la actividad catalitica, el cual se encuentra unido al ACE 2 nativo, coordinado por Arginina
169 (R169), triptofano 477 (W 477) y Lisina 481 (K481) en el subdominio Il (Figura 9 )(39).

616 768 789

C-terminal

Figura 9. Representacion lineal de ACE 2 que consta de 805 aminoacidos.

Muestra la regién extracelular en la que se encuentran dos dominios PD donde contiene los
sitios activos de union a Zn2+ en H374, H378 y G402, ademas de los sitios de union de
cloro (rombos amarillos) y el dominio colectrina.Autoria propia Ana Reyes, 2021
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2.3 Reconocimiento del virus por ACE 2

Para la union al receptor, la glicoproteina S trimero altamente glicosilado (21 a 35
sitios de adicion a carbohidratos) media el reconocimiento del receptor y la fusion a la
membrana. Durante la infeccion viral, la glicoproteina S es escindida en los puntos S1/S2
por la proteasa transmembrana de serina tipo 2 (TMPRSS2) ubicada en la membrana de
células epiteliales de las vias respiratorias (35). El sitio de escision de la furina incluye cuatro
residuos (P681, R682, R683 y A684) y se encuentra en el limite entre las subunidades S1y
S2. Funcionalmente, R682, R683, A684 y R685 constituyen el sitio de escision de furina
polibasica minima, RXYR, donde X o Y es una arginina o lisina cargada positivamente.
También se produce una segunda escision por el punto S2’°(sitio de escision secundario en
S2) motivo difasico conresiduo de argininay lisina, después del reconocimiento al receptor
y asi libera el peptido de fusion viral para insertarlo en las membranas del huésped (43)
(Figura 10). Ademas, se ha determinado que dichos sitios de escisién polibasica estan
presentes en las proteinas S de los coronavirus humanos de baja patogenicidad OC43 y
HKUL, y en la proteina S del coronavirus humano de alta patogenicidad MERS-CoV , pero
no estan presentes en los BCoVs del grupo b relacionados con el SARS-CoV que se
encuentran en los seres humanos, por lo que esto puede contribuir a la alta virulencia del
SARS-CoV-2 debido a que la serinas proteasas necesarias para la activacion proteolitica de
S son expresadas ubicuamente en humanos, proporcionando tropismo tisular expandido y

patogénesis (44).
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Figura 10. Proceso de penetracion del virus en la célula del hospedero. La ACE 2 y la
TMPRSS2 son esenciales en la células respiratorias para la infeccion por SARS-CoV-2
Tomado de Santos-Sanchez, NF y col., 2020 (45)

S1, trimero de ectodominio de 160 A de largo que contiene al dominio N-terminal
(NTD, sigla en inglés de N-terminal domain) y al dominio de union al receptor (RBD, sigla
en inglés de Receptor Binding Domain) (Figura 11B) que incluye el motivo de union con el
receptor (RBM, sigla en inglés receptor-binding motif), superficie concava que aloja la
hélice N-terminal de la ACE2 (46), mientras que S2 es responsable de la fusion con la
membrana, a través del péptido de fusion (FP). Ademas contiene al dominio repeticién de
héptada 1 (HR1), hélice central (CH), dominio del conector (CD), dominio repeticion de
héptada 2 (HR2), dominio transmembrana (TM) y la cola citoplasmatica (TC) (Figura 11C)
(44), lo que le permite cumplir su funcion y con ello generar la internalizacion viral por
endocitosis mediada por receptores de particulas de virion por proteasa serina unida a

membrana TMPRSS2 y L-cathepsina lisosomal con ACE 2 en el epitelio pulmonar (34).
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Figura 11. Estructura de la glicoproteina S. (A) Estructura cristalina de la glicoproteina
S (PBD ID: 6VXX). La glicoproteina S es una proteina trimérica grande decorada con
glucanos (violeta). Los protdmeros de la glicoproteina S, todos los cuales estan en
conformacién descendente, se muestran en amarillo, azul y gris. (B) Se muestra la estructura
del protomero de la glicoproteina en su conformacion hacia abajo. Dominios de un protomero
S; NTD, RBD, FP y HR1, CD y glucanos se muestran en azul, rojo, mostaza, naranja, verde
y morado, respectivamente. (C) Figura representativo de dominios funcionales en la proteina
S SP, peptido sefial; NTD, dominio N-terminal; RBD, dominio de union al receptor; FP,
péptido de fusion, HR1, repeticién 1 de heptada; HR2, repeticion 2 de heptada; TM, dominio
transmembrana; CP, dominio citoplasmatico, ademas, se muestra los sitios de corte S1/S2:
sitio de escote proteasa; S2': sitio de escote proteasa y los sitios de destino para el desarrollo
de vacunas, anticuerpos e inhibidores de fusion / entrada. (D) Esquema representativo de los
dominios funcionales en la glicoproteina S de SARS-CoV-2. Adaptado de Gur M y col.,
2020, Mendes SC., 2020, Huang Y y col., 2020. (47-49)

Los trimeros de prefusion S en la superficie del virus pueden estar
predominantemente en la conformacion cerrada inaccesible al receptor o abierta inducida o
estabilizada solo con la unién al receptor. En el estado cerrado todos los RBD estan en la
posicién hacia abajo cubriendo las subunidades S2; mientras que, en el estado abierto, al
menos un RBD esta en una posicién hacia arriba y se gira hacia afuera desde S2, exponiendo

asi su superficie de unién al receptor, por lo tanto, el sitio de unién al receptor esta
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estocasticamente expuesto (Figura 12A) (50). Con respecto a su distribucién, estas
glicoproteinas estdn repartidas aleatoriamente en la superficie viral, existiendo
aproximadamente un trimero por cada 1.000 nm2 de la superficie de la membrana, y se
encuentran inclinados hasta un 90° hacia la membrana (Figura 12B) ya que las estructuras
analizadas revelan que la region membrana-tallo proximal actla como una bisagra con

suficiente flexibilidad para permitir la inclinacion en todas las direcciones (43).

(A)
—_>
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Estado cerrado de la proteina S Estado abierto de la proteina S
de SARS-CoV-2 de SARS-CoV-2
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Figura 12. Estructura Crio-EM de la glicoproteina S de SARS-CoV-2. (A)EI estado
cerrado (PDB: 6VXX) de la glicoproteina SARS-CoV-2 S (izquierda) del estado abierto
(PDB: 6VYB) de la glicoproteina SARS-CoV-2 S (derecha) (B) Tres conformaciones del
trimero de prefusion observadas en viriones intactos. Tomado de Wang MY y Col., 2020 y
Kirchdoerfer RN y col., 2020 (43,44)
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La entrada celular es un componente esencial de la transmision entre especies,
especialmente para los BCoVs ya que se sabe que una sola region de la glicoproteina S, RBD,
media la interaccion con el receptor de la célula huésped, siendo el dominio Unico y continuo
que contiene toda la informacion estructural necesaria para interactuar con el receptor
huésped (26). Aunque hasta el momento se sabe que a pesar de que los virus estén
clasificados como al mismo género o especie, estos no necesariamente reconocen a los
mismos receptores, pues tal como se observa en la tabla 2, los coronavirus pertenecientes a
los géneros aCoVs y BCoVs, reconocen a diferentes receptores para ingresar al interior
celular (51). Siendo asi que la ACE 2 media la entrada a las células del huésped de tres cepas
de coronavirus: SARS-CoV, NL63 y SARS-CoV-2 (52). Esto se explica debido a que se ha
determinado que la filogenia de la glicoproteina S del SARS-CoV-2 esta firmemente
arraigada a otros coronavirus similares al linaje b del género pCoVs. Sefialandose que las
secuencias entre la glicoproteina S del SARS-CoV (aislado humano, civetas o murcielago) y
el SARS-CoV-2 son de alrededor del 76% al 78% para la proteina completa, del 73% al 76%
para la RBD, y del 50% al 53% para el RMB (53).
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Tabla 2. Receptores de los géneros aCoVs y pCoVs. Tomado y adaptado de Fehr AR.y
Perlman S.,2015 (9)

Virus Receptor Referencias

Alfacoronavirus

HCoV-229E APN Yeager CL, 1992 (54)
HCoV-NL63 ACE -2 Hofmann H, 2005 (55)
TGEV APN Delmas B, 1992 (56)

PEDV APN Li BX, 2007 (57)
FIPV APN Tresnan DB, 1996 (58)
CCoV APN Benbacer L, 1997 (59)
Betacoronavirus
MHV mCEACAM Nédellec P, 1994;Williams
] RK, 1991 (60,61)
BCoV Acido N-acetil-9-O- Schultze B, 1992 (62)
acetilneuraminico
SARS-CoV ACE -2 Li W, 2003 (63)
MERS-CoV DPP4 Zust R, 2007 (64)
SARS-CoV-2 ACE -2 Lukassen S, 2020 (20)

APN aminopeptidasa N, ACE 2 enzima convertidora de angiotensina 2, MCEACAM murino
carcinoembrionario molécula de adhesion antigeno relacionado 1, DPP4 dipeptidil peptidasa
4, HCoV humano coronavirus, TGEV transmisible gastroenteritis virus, PEDV porcino virus
de la diarrea epidémica, FIPV peritonitis infecciosa felina virus, CoVC canino coronavirus ,
Virus de la hepatitis murina MHV , coronavirus bovino BCoV , coronavirus del sindrome
respiratorio agudo severo SARS-CoV , coronavirus del sindrome respiratorio MERS-CoV
Medio Oriente, SARS-CoV-2 , coronavirus del sindrome respiratorio agudo grave.

Estudios previos demostraron que RBD (residuos 319-541) de SARS-CoV- 2
contiene una estructura central y un RMB (residuos 438-506) que se une a una estructura en
forma de garra del ACE 2 (65). Existiendo puntos especificos de unién para el virus, cuyos
aminoacidos especificos en la posicion 455, 486, 493, 494 y 501 que mejoran la union viral
al ACE 2 humano (66) (Figura 13).
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Human-SARS-20032 306 RVVTS CDVVEFPHIT HLOPFGEVPH ATEFPSVYAW EREREISHCVA DYSVLYNSTF 360
Clvet=SARS=2002 d06 RVVPS QDVVRFPHIT HLCPFGEVEN ATEFPESVYAW ERERISHCVA DYSVLYNSTE 160
Bat=5ARS=2013 307 RVAPE KEVVAFPHIT HLCPFOEVFH ATTFPSVYAW ERERISHCVA DYSVLYHSTE 1&1
2019-nCoV 319 RVQPT ESIVRFPHNIT HLCPFGEVFN ATRFASVYAR HRERISHCVA D¥SVLYNEAS 373

Human=SARS=2002 FSTFRCYGVS ATEKLMDLCFS MVYADSFVWE GDOVRQIAPG QTOVIADYNY ELPDDFHGCY 420
Clvet-SARS=-2002 FSTFECYOVE ATKLHDLCFS HVYADSFVWE GDODVRQIAPG QTOVIADYHY ELPDODFHGCY 420
Bat-3ARS-2013 FPRTFRCYGVS ATELMDLCFS HVYADSFWWE GDDVROQIAPG OTCVIADYNY ELPDDFTGCV 421
2019=nCoV FETFRCYGVS PTELHDLCFT HVYADSFVIR GDEVRQIAPG QTUNIADYHY ELFDODFTGCY 433
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Human-SARS-2002 LAWHTRNIDA TSTONYNYKY RYLAHOKLRF FERDISHNVPF EFDOEFCTP-F ALNCYWFLED 420
Clvet=SARS=2002 LAWNTRNIDA TSTONYNYKY RYLRHOKLRF FERDISNVPF SPDOEPCTIP=F ALNCYHFLED 420
Bat=-SARS=-2013 LAWNTRNIDA TOTONYHYEY RSLAHOKLAF FERDISHVFF SFDOEFCIF-F AFHCYWNFLED 421
2019=nCoWV IAWHSHNLDE EVOONENYLY RLFRESNLEF FERDISTEIY QAGSTPCHOVE GFECYFFLOS 454

Human-8ARS=2002 YOFYTTITOIO E¥OPYRVWVLE FELLHAPATY COPEL 515
Clvet-SARS-2002 YOPYTTSGIO TQPYRVVVLS PELLHAPATV COPEL 515
Bat-SARS-2013 YOFRITNGIC ¥OPYRVUVLE FELLHAPATY CGPEL 516
2019=nCov YOFQPINGVG EQPYRVVVLE FELLHAFATV COPKK 529
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Figura 13. Comparacion de secuencias de 2019-nCoV y SARS-CoV. Alineacion de
secuencia de SARS-CoV y 2019-nCoV RBD. Los residuos de RBM estan en magenta. Los
cinco residuos criticos en el reconocimiento de ACE 2 estan en azul. Los residuos que entran
en contacto con ACE 2 estdn sombreados. Los asteriscos indican posiciones que tienen un
solo residuo totalmente conservado. Los dos puntos indican posiciones que tienen residuos
fuertemente conservados. Los periodos indican posiciones que tienen residuos debilmente
conservados. Tomado de Wan, Y y col., 2020 (53)

El RBD del SARS-CoV-2 incluye dos dominios estructurales, el nucleo y los
subdominios externos. El subdominio central esta muy conservado. Estd compuesto por
cinco hebras 3 dispuestas de manera antiparalela y un enlace disulfuro entre dos hebras f. El
subdominio externo estd dominado principalmente por el bucle que esta estabilizado por el
enlace disulfuro. En cambio, el nicleo consta de cinco laminas B dispuestas de manera
antiparalela (B1, B2, B3, p4 y B7) y conectadas por bucles y hélices cortas. Entre las hebras
B4 y B7, en el nucleo, hay una insercion extendida que contiene las hebras cortas 5 y p6,
hélices y bucles 04 y a5, conocida como RBM que contiene la mayoria de los residuos en
contacto del SARS-CoV-2 que se unen a ACE 2 (Figura 14 A). Un total de nueve residuos
de cisteina se encuentran en el RBD, ocho de los cuales forman cuatro pares de enlaces
disulfuro que se resuelven en el modelo final. Entre estos cuatro pares, tres estan en el nlcleo
(Cys336-Cys361, Cys379-Cys432 y Cys391-Cys525), que ayudan a estabilizar la estructura
de la hoja de B el par restante (Cys480—-Cys488) conecta los bucles en el extremo distal del
RBM (Figura 14B) (67).
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Figura 14. Estructura general de RBD de SARS-CoV-2. (A) Secuencia y estructuras
secundarias del SARS-CoV-2 RBD. La secuencia de RBM se muestra en rojo. (B),
Estructura general del RBD del SARS-CoV-2. El nicleo RBD del SARS-CoV-2 se muestra
en cian y el RBM en rojo. Los enlaces disulfuro en el RBD se muestran indicados por
flechas. Tomado de Lan J. y col., 2020 (67).

Se ha determinado que el modo de combinacion general del complejo SARS-CoV-2
RBD-ACE2 es muy similar al del complejo SARS-CoV RBD-ACE?2 identificado en estudios
anteriores. Sin embargo, hay sutiles interacciones distintas de ACE2 que conducen a la
variacion en la afinidad de union entre ambos virus donde del total de 17 residuos del SARS-
CoV-2 RBD contactan con 20 residuos del ACE2. El andlisis de la interfaz entre SARS-CoV
RBD y ACEZ2 revel6 un total de 16 residuos del SARS-CoV RBD en contacto con 20 residuos
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de ACEZ2. Entre los 20 residuos que interacttan con los dos RBD diferentes, 17 residuos son
compartidos entre ambas interacciones y la mayoria de los cuales se encuentran en la hélice
N-terminal (44) (Figura 15 A). Para identificar y comparar los residuos que interacttan con
ACE2, se utilizo alineacion de secuencia guiada por estructura y los mapeamos en sus
respectivas secuencias RBD. Entre las 14 posiciones de aminoacidos compartidas utilizadas
por ambos RBM para la interaccion ACE2, ocho tienen residuos idénticos entre los SARS-
CoV-2/RBD y SARS-CoV/RBD, incluidos Tirosina 449 (Y 449) / Tirosina 436 (Y436),
Tirosina 453 (Y453) / Tirosina 440 (Y440), Asparagina 487 (N487) / Asparagina 473 (N473),
Tirosina 489 (Y489) / Tirosina 475 (Y475), Glicina 496 (G496) / Glicina 482 (G482),
Treonina 500 (T500) / Treonina 486 (T486), Glicina 502 (G502) / Glicina 488 (G488) y
Tirosina 505 (Y505) / Tirosina 491 (Y491). Cinco posiciones tienen residuos que demuestran
propiedades bioquimicas similares a pesar de tener diferentes cadenas laterales que incluyen
Leucina 455 (L455) / Tirosina 442 (Y442), Fenilalanina 456 (F456) / Leucina 443 (L443),
Fenilalanina 486 (F486) / Leucina 472 (L472), Glutamina 493 (Q493) / Asparagina 479
(N479) y Asparagina 501 (N501) / Treonina 487 (T 487). La posicion restante se encuentra
en la ubicacion Glutamina 498 (Q498) / Tirosina 484 (Y484), en la que Q498 del SARS-
CoV-2y Y484 del SARS-CoV interactiian con Ac. Aspartico 38 (D38) , Tirosina 41 (Y41),
Glutamina 42 (Q42), Leucina 45 (L45) y Lisina 353 (K353) de ACE2. Entre las seis
posiciones de RBD con residuos modificados, los residuos de SARS-CoV Y442, L472, N479
y T487 han demostrado previamente ser esenciales para la union de ACE2. En la posicién
L455/Y442, L455 de SARS-CoV-2y Y442 de SARS-CoV tienen interacciones similares con
Ac. Aspartico 30 (D30), Lisina 31 (K31) y Histidina 34 (H34) de ACE2 (Figura. 16A). En
la posicion F486/L472, FA486 de SARS-CoV-2 interactlia con Glutamina 24 (Q24), Leucina
79 (L79), Metionina 82 (M82) y Y83 de ACE2, mientras que L472 de SARS-CoV tiene
menos interacciones con L79 y M82 de ACE2 (Figura. 16A). En la posicién Q493/N479,
Q493 del SARS-CoV-2 interactlia con Lisina 31 (K31) , Histamina 34 (H34) vy Ac.
Glutamico 35 (E35) de ACE2 y forma un enlace de hidrogeno con E35; N479 de SARS-CoV
interactlia s6lo con H34 de ACE2 (Figura. 16A). En la posicién N501/T487, ambos residuos
tienen interacciones similares con Y41, K353, G354 y D355 de ACE2 (Figura. 16A). N501
de SARS-CoV-2 y T487 de SARS-CoV forman un enlace de hidrégeno con Y41 de ACE2.
Fuera del RBM, hay un residuo Unico que interactia con ACE2 (K417) en el SARS-CoV-2,
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que forma interacciones puente salino con D30 de ACE2. Esta posicién es reemplazada por
una valina en el SARS-CoV RBD que no participa en la union a ACE2. Ademas, una
comparacion del potencial electrostatico superficial también identifico un parche cargado
positivo en el SARS-CoV-2 RBD aportado por K417 que esta ausente en el SARS-CoV RBD
(Figura 16B). Estas interacciones ACE2 sutilmente diferentes pueden contribuir a la
diferencia en la afinidad de unién del SARS-CoV-2 y el SARS-CoV al receptor ACE2
(constante de disociacion (KD) de 4,7 nM, aunque el del SARS-CoV es de 31 nM) (67). En
conjunto, estos resultados muestran que las interfaces SARS-CoV-2 RBD / ACE2 y SARS-
CoV RBD / ACE2 comparten una similitud sustancial en el &rea de la superficie enterrada,
el nimero de residuos que interactian y las redes de interaccion hidréfila, aunque se
identificaron algunas diferencias en el potencial electrostatico de la superficie. Tal similitud
aboga fuertemente por la evolucion convergente de las estructuras SARS-CoV-2 /RBD vy
SARS-CoV/RBD para mejorar la afinidad de union al mismo receptor ACE2 a pesar de estar

en diferentes linajes genéticos en el género BCoVs (68).
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Figura 15. La interfaz de enlace SARS-CoV-2 RBD / ACE2 en comparacion con la de
SARS-CoV RBD / ACE2. (A) Los residuos de contacto de RBD implicados en la unién de
ACE2 se indican mediante color rojo. (b) Alineacion de secuencia de SARS-CoV-2 RBD y
SARS-CoV RBD. Los residuos en contacto en el RBD SARS-CoV-2 se indican mediante
puntos negros; los residuos gue entran en contacto con el SARS-CoV RBD se indican con
puntos rojos. Tomado de Jun Ly col. 2020 (67)

39



Aunque de igual importancia, una caracteristica notable y comun que se encontro para
ambas interfaces RBD- ACE 2 son las redes de interacciones hidrofilicas. Hay 13 enlaces de
hidrégeno y 2 puentes de sal en la interfaz SARS-CoV-2 RBD-ACE2, y 13 enlaces de
hidrégeno y 3 puentes de sal en la interfaz SARS-CoV RBD-ACE2. Otra caracteristica
compartida es la participacion de mdltiples residuos de tirosina en la formacion de
interacciones de enlace de hidrdgeno con el grupo hidroxilo polar. Estos incluyen Tirosina
449 (Y449), Tirosina 489 (Y489), Tirosina 495(Y495) y Tirosina 505 (Y505) de SARS-CoV-
2/ RBD y Tirosina 436 (Y436), Tirosina 475 (Y475) y Tirosina 491 (Y491) de SARS-CoV/
RBD (Tabla 3). Por lo que un par de puentes salinos y un puente de hidrégeno conducen a
una unioén mas fuerte entre RBM de la glicoproteina S de SARS-CoV-2 con hélice N-terminal
de ACE 2 humano en la membrana de la célula huésped (68). La tercera caracteristica
compartida puede residir en los glicanos ligados a Asparagina 90 (N90) del ACE2 que se
unen a diferentes RBDs. En la estructura del complejo SARS-CoV RBD-ACEZ2, una cadena
de NAG-NAG-B-d-manosa ligada a N90 esta en contacto con T402 del SARS-CoV RBD y
se ha propuesto que esta interaccion glicano-RBD tiene un papel importante en la union del
SARS-CoV RBD por ACE2. En la estructura SARS-CoV-2 RBD-ACE2, la densidad
permitio solo el modelado del primer NAG vinculado a ACE2 N90, y no se observaron
interacciones entre este NAG y el SARS-CoV-2 RBD. Sin embargo, esto no excluye que los
glicanos después de la primera NAG pueden interactuar con el SARS-CoV-2 RBD y pueden
tener papeles importantes en la union del SARS-CoV-2 RBD por ACE2.

En comparacion con la interfaz RBM-ACE2 del SARS-CoV se producen cambios
estructurales sutiles, pero funcionalmente importantes cerca de los dos puntos criticos de
unién a virus en la interfaz RBM-ACE2 del SARS-Co. identificandose dos puntos criticos
de unidn (virus-blinding hotspots), el punto critico hotspot-31 en el puente salino K31y E35,
y el hotspot-353 en otro puente salino entre K353 y D38. Estos dos puentes salinos son
débiles, debido a la gran distancia en la interaccion, pero como estan encerrados en un
entorno hidréfugo, que reduce la constante dieléctrica efectiva, su energia de enlace es
mayor. En SARS-CoV-2 se produce que la L455 del RBM SARS-CoV-2 (correspondiente a

Y442 del RBM SARS-CoV) tiene una cadena lateral menos voluminosa, proporcionando
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menos soporte a K31 de ACE2. Como resultado, en la estructura del hotspot 31 se ha
reorganizado: el puente de sal entre K31 y E35 se rompe, y cada uno de los residuos forma
un enlace de hidrégeno con Q493 del RBM SARS-CoV-2 En segundo lugar, en la interfaz
SARS-CoV RBM-ACE2, el hotspot 353 requiere el apoyo del grupo metilo de la cadena
lateral de T487 del RBM SARS-CoV, mientras que el grupo hidroxilo de cadena lateral de
T487 forma un enlace de hidrégeno con la cadena principal de RBM (que fija la
conformacion de la cadena lateral T487). En comparacion, en la interfaz SARS-CoV-2 RBM-
ACE2, N501 del RBM SARS-CoV-2 también tiene su conformacion fijada a través de un
enlace de hidrégeno entre su cadena lateral y la cadena principal de RBM; en consecuencia,
su cadena lateral proporciona menos soporte al hotspot 353 que el T487 correspondiente del
RBM del SARS-CoV. En consecuencia, K353 de ACE2 toma una conformacion ligeramente
diferente, formando un enlace de hidrégeno con la cadena principal del RBM SARS-CoV-2
manteniendo el puente de sal con D38 de ACE2 (69). Este cambio estructural permite que la

cresta se vuelva mas compacta y forme mejores contactos con la hélice N-terminal de ACE2
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Figura 16. Comparaciones de interacciones en las interfaces SARS-CoV-2 RBD-ACE2
y SARS-CoV RBD-ACEZ2. (A), Interacciones alrededor de las posiciones del SARS-CoV-2
y el SARS-CoV en el RBM con residuos modificados. Los RBDs SARS-CoV-2 y SARS-
CoV se muestran en cian. ACE2 se muestra en verde. b, Interacciones alrededor de las
posiciones K417 y V404 de los RBDs SARS-CoV-2 y SARS-CoV, respectivamente, que
estan fuera de los mapas de RBM y potencial electrostatico de los RBDs SARS-CoV-2 y
SARS-CoV. Tomado de Jun L y col. 2020 (67)
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Tabla 3: Enlaces de hidrogeno y puentes de sal en las interfaces SARS-CoV-2 RBD-
ACE2y SARS-CoV RBD-ACE2. Tomado de Jun Ly col. 2020 (68)

SARS-CoV-2 Largo (A) ACE2 Largo(A) | SARS-
RBD CoV RBD
Enlace de N487(ND2) 2.6 Q24(OE1) 29 | N473(ND2)
hidrégeno K417(N2) 3.0 D30(0D2)
Q493(NE2) 2.8 E35(0E2)
E37(OEL) 3.4 | Y491(OH)
Y505(0OH) 3.2 E37(OE2)
D38(0D1) | 3.0 | Y436(OH)
Y449(0H) 2.7 D38(0D2) 3.0 | Y436(0H)
T500(0G1) 2.6 Y41(OH) 28 | T486(0GL)
N501(N) 3.7 Y41(OH) 3.3 T487(N)
G446(0) 3.3 Q42(NE2)
Y449(0OH) 3.0 Q42(NE2)
Q42(OE1) 27 | Y436(0H)
Y489(OH) 35 Y83(OH) 33 | Y475(0OH)
N487(0OD1) 2.7 Y83(OH) 28 | N473(ND2)
Q325(0E1) | 3.8 | R426(NH2)
E329(0E2) | 3.0 | R426(NH2)
N330(ND2) | 2.8 T486(0)
G502(N) 2.8 K353(0) 2.6 G488(N)
Y505(0OH) 37 R393(NH2)
Puente de K417(NZ) 3.9 D30(0D1)
sal K417(NZ) 3.0 D30(0D2)
E329(0E2) | 3.7 | R426(NHI)
E329(0E1) | 39 | R426(NH2)
E329(0E2) | 3.0 | R426(NH2)

Enlaces ND2, delta de nitrégeno 2; NE2, épsilon de nitrégeno 2; NZ, nitrogeno zeta; N,
nitrogeno; NH1, nitrégeno eta 1: NH2, nitrogeno eta 2; OH, eta de oxigeno; O, oxigeno;
OD1, delta 1 del oxigeno; OD2: delta de oxigeno 2; OG1, gamma de oxigeno 1; OEL, épsilon
de oxigeno 1; OE2, épsilon de oxigeno 2.
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Por otro lado, el haz de seis helicoidales (6-HB) que esta formado por HR1 y HR2,
es critico para la fusion de membranas. Tres dominios HR1 se unen para formar un trimero
de bobina espiral de manera paralela, mientras los tres dominios HR2 estan entrelazados
alrededor del centro de la bobina enrollada de manera antiparalela mediada principalmente
por la fuerza hidrofébica. Los residuos hidrofébicos en el dominio HR2 se unen con el surco
hidrofdébico formado por cada dos hélices HR1 vecinas. La estructura general de 6 HB del
SARS-CoV y el SARS-CoV-2 es muy similar, siendo la identidad del HR1 del SARS-CoV
y el SARS-CoV-2 del 96% y el HR2 del 100%. Existiendo solo ocho residuos distintos en la
region del nucleo de fusién del dominio HR1. En el dominio HR1 del SARS-CoV, la lisina
911 (K911) se une al &cido glutamico 1176 (E1176) en el dominio HR2 a través de un puente
salino. En cuanto al SARS-CoV-2, el puente salino se reemplaza por un fuerte enlace de
hidrogeno entre la serina 929 (S929) en HR1 y la serina 1.196 (S1196) en HR2. En el SARS-
CoV HR1, la glutamina 915 (Q915) no tiene interaccion con HR2. Sin embargo, en cuanto
al SARS-CoV-2, existe un puente salino entre la lisina 933 (K933) en HR1 y la asparagina
1.192 (N1192) en HR2. En el SARS-CoV, existe un puente salino débil entre el acido
glutdmico 918 (E918) en HR1 y la arginina 1.166 (R1166). Sin embargo, el acido aspartico
936 (D936) en el HR1 de SARS-CoV-2 se une a la arginina 1.158 (R1158) a través de un
puente salino. En el SARS-CoV, la lisina 929 (K929) se une al acido glutamico 1.163
(E1163) en el dominio HR2 a través de un puente salino y la treonina 925 (T925) no se une
al acido glutdmico 1.163 (E1163). Sin embargo, la serina 943 (S943) y la lisina 947 (K 947)
en el SARS-CoV-2 se unen al acido glutdmico 1.182 (E1182) en HR2 a través de un enlace
de hidrégeno y un puente salino (Figura 17). Estas diferencias pueden resultar en una mayor
infectividad del SARS-CoV-2 , al atraer a las membranas virales y celulares en estrecha

proximidad para la fusion (70).
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Figura 17. Interaccién entre HR1y HR2 de SARS-CoV-2 y SARS-CoV. Representacion
gue muestra la estructura 6-HB de SARS-CoV-2 y SARS-CoV. El dominio HR1 se muestra
en verde claro para SARS-CoV-2 y verde oscuro para SARS-CoV, mientras que el dominio
HR2 se muestra en cian para SARS-CoV-2 y naranja para SARS-CoV. Los residuos
importantes se muestran con puntos. Tomado de Xia Sy col., 2020 (70)
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3. RESPUESTA INMUNE E INFECCION DIFERENCIAL EN NINOS Y
ADULTOS

3.1 Respuesta inmune del hospedero

Durante la infeccién celular, la proteina S se une al receptor ACE2 de la célula
huésped a través de RBD. Se espera que la unién proteina-receptor inicie una serie de
reordenamientos estructurales en la proteina S. La escision en S2' promueve el
reordenamiento de HR1 en la subunidad S2 en una hélice a extendida y la insercion del FP
en la membrana del huésped. Posteriormente, se forma un paquete de seis hélices que
comprende HR2 y HR1 Esto completa la transicion de la proteina S desde su estado de pre-
fusion metaestable a un estado post-fusion altamente estable. La transicion conformacional
de la proteina S da como resultado la fusion de las membranas viral y del huésped, lo que

permite la liberacion del genoma viral en la célula huésped (71) (Figura 18).
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Figura 18. Proceso de fusion de SARS-CoV-2 con membrana celular del huésped. Los
trimeros de la proteina S se expresan en la superficie del virus. En la conformacion de
prefusion, una subunidad S1 se extiende hacia arriba. La union de la subunidad S1 a la ACE2
en la membrana celular estabiliza la orientacion "hacia arriba”, que probablemente induzca
la escision proteolitica. La escision desencadena cambios conformacionales en las
subunidades S2. Esta reconformacion implica la extension del péptido de fusion a la
membrana de la célula huésped, después de lo cual S2 une la membrana de la célula huésped
y la membrana viral. Tomado de Sasisekharan R, 2021 (72)

Para describir el proceso de infeccion del SARS-CoV-2 con mas detalle, uno de los
estudios mas grandes que integran datos independientes de ARN unicelular y de un solo
nucleo, analiz6 datos de 107 estudios diferentes que evaluaron la expresion de ARN
especifico del tipo celular de ACE2, TMPRSS2 en pulmon y vias respiratorias, asi como en
otros organos diversos. Un hallazgo llamativo relacionado con las células del sistema inmune
es la alta expresion de TMPRSS2 y ACE2 en las células NK y T en comparacion con sus
células inmunes. Los principales eventos fisiopatologicos inmunes que conducen
gradualmente a una presentacion grave de COVID-19 incluyen un sindrome de respuesta
inflamatoria sistémica y una respuesta inmune desregulada. Tales eventos responden a una

hiperactivacion del sistema inmune innato causada por la inhibicion de la sefializacion del
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interferon por el virus y la produccion de citoquinas proinflamatorias, en particular IL-6 y
TNFa (73).

La unidn del virus a la ACE2 es el evento que inicia la replicacion viral en células
susceptibles, esta replicacion desencadena la respuesta inflamatoria primaria, que implica
apoptosis y piroptosis. El patron de apoptosis afecta la muerte celular para evitar la
replicacion viral en ausencia de inflamacion evidente, mientras que la piroptosis es una forma
violenta de muerte celular programada, seguida de una tormenta inflamatoria (74). En el
modelo de piroptosis estandar, cuando el patdégeno entra en la célula huésped, algunas
estructuras especificas en la superficie del patdbgeno PAMPs (patrones moleculares
asociados a patdgenos) asociado a ARN que se identifican mediante mediante receptores de
reconocimiento de patrones (PRRs), es decir, receptores que identifican moléculas
intrinsecas presentes en los patdgenos, son reconocidos por receptores tipo toll que
corresponden a proteinas transmembrana que presentan dos dominios, un dominio exterior
que se une a PAMP (patrones moleculares asociados a patdgenos) y un dominio interior que
inicia las vias o cascadas de sefializacion, induciendo diferentes respuestas biologicas.
Cuando la proteina (S) de los CoV se une al receptor ACE 2 de la célula huésped y se fusiona
con membrana celular, se forma una endosoma donde el virus ingresa junto con su RNA. Los
PAMPs son reconocidos por receptores tipo toll presentes en endosomas como TLR3, TLR?7,
TLR8 y TLR9. Este evento de reconocimiento lleva a la activacion de varias vias de
sefializacion y de factores de transcripcion, como el factor nuclear kappa B (NFkB), proteina
activadora (AP-1), factor de regulador del interferon 3 (IRF3) y factor regulador del
interferén 7 (IRF7) con su consecuente translocacion nuclear. NFKB y AP-1 estimulan la
expresion de genes que codifican muchas de las proteinas necesarias para la inflamacion,
tales como, factor de necrosis tumoral (TNF), citoquinas (IL-1, IL-6 e IL-12) y quimioquinas
(CCL2 y CXCLS8). IRF3 e IRF7 promueven la produccion de interferon tipo | (INF-a e INF-
b) los que son importantes frente a las respuestas antivi-rales, ya que, son capaces de suprimir
la replicacion y diseminacién viral en etapas tempranas y, ademas, inducir una respuesta

inmune adaptativa efectiva (75).
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Otro mecanismo propuesto que desencadena la respuesta proinflamatoria al SARS-
CoV-2 es el desequilibrio ACE/ACE2 en el sistema RAAS. Se ha especulado que cuando
ACE?2 es ocupado por el virus, sus efectos en la limitacion de la cantidad y la actividad en
Ang-Il se reduce; Ang-ll se incrementa en consecuencia induciendo un efecto
proinflamatorio a través del receptor AT1R. El sistema Ang-I1lI/AT1R activa a la ADAM 17,
que conducen a la produccion intracelular de ligandos del factor de crecimiento epidérmico
(EGFR) y la produccion de TNFa, con la posterior estimulacion del factor de transcripcion
NF-KB, un actor fundamental en la liberacion de citoquinas proinflamatorias. Ademas, la
activacion de ADAM 17 induce la produccion de la forma soluble de IL-6Ra., activa en la
via IL-6-STAT3, que a su vez amplifica la sefializacion de NF-KB. La convergencia en la
hiperactivacion del NF-KB parece ser crucial en la induccion de la tormenta de citoquinas.
El mecanismo es de autoalimentacion, dado que el NF-KB induce la expresion del gen
angiotensinogeno, amplificando la respuesta inflamatoria Ang-I1 (76). Se demostro que la
unién de SARS-CoV- 2 a ACE 2 induce el desprendimiento de ACE 2 como una forma
soluble. Ademas, la endocitosis de la proteina ACE 2 ocurre después de unirse al SARS-
CoV-2, lo que disminuye ain mas la actividad de este receptor. La glicoproteina S del SARS-
CoV-2 aumenta la expresion de Ang Il y la regulacion negativa de ACE 2, con la lesion
pulmonar resultante, aunque el bloqueo del AT1R regula al alza la ACE 2 a través de un
mecanismo de retroalimentacidn negativa y sirve como mecanismo de proteccion pulmonar
a través de la mayor conversion de Ang Il a Ang- (1-7), amortiguando efectivamente la lesion
pulmonar del virus. Estos hallazgos han llevado a los investigadores a postular que la via
ACE -2 / Ang- (1-7) puede servir como un objetivo terapéutico para combatir los efectos

patoldgicos de Ang Il (77).

En cuanto a la respuesta inmune humoral, este juega un importante papel protector en
las fases posteriores a la infeccion, especialmente con la produccion de anticuerpos, evitando
asi una reinfeccion futura por el virus. La respuesta inmune mediada por linfocitos T es
esencial en la inmunidad adaptativa frente a las infecciones virales. EI microambiente de
citoquinas generado por las células presentadoras de antigenos, como las células dendriticas,

dicta la direccion del tipo de respuesta de los linfocitos T. Los tipos de respuestas generadas
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por los linfocitos T son: Linfocitos T helper (CD4+), que organizan la respuesta adaptativa
activando a los linfocitos B en la produccion de anticuerpos y linfocitos T citotoxicos (CD8+)
que son esenciales para matar a las células infectadas por el virus. En el caso de la epidemia
de SARS-CoV del afio 2002, los epitopos o determinantes antigénicos para los linfocitos T y
B se establecieron para las proteinas estructurales del virus, es decir, las proteinas (S), (N),
(M) y (E). Aunqgue ain es muy limitado el conocimiento sobre respuesta humoral en SARS-
CoV-2, laevidencia muestra que las respuestas especificas de los linfocitos T son importantes
para el reconocimiento de SARS-CoV-2 y a su vez, en la destruccion de las células
infectadas, particularmente, en los pulmones de los individuos infectados. Los resultados de
un estudio con 128 casos mostraron que el nimero y funcion de los linfocitos T citotoxicos
(CD8+) fueron mayores que las respuestas de los linfocitos T helper (CD4+). Respecto a los
anticuerpos producidos por los linfocitos B, la inmunoglobulina M (IgM) se produce cuando
la infeccion es mas incipiente, mientras que, la inmunoglobulina G (IgG) se produce en
etapas mas tardias. Se han reportado limitados detalles serologicos de los anticuerpos frente
a la infeccion por SARS-CoV-2. Sin embargo, en un estudio preliminar, se mostrd, que
después del inicio de la enfermedad, se obtuvo un peak para IgM al 9no dia, mientras que,
para 1gG se obtuvo un peak en la 2da semana. Ademas, se ha reportado que SARSCoV-2
induce produccion de IgG contra la proteina (N), la que puede ser detectada en el suero a los

14 dias después del inicio de la enfermedad (75).
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3.2 Infeccion en nifios

Se ha descrito también que los niveles de ACE-2 disminuyen en la vejez y las
comorbilidades como la hipertension y la diabetes, lo que posiblemente explique una peor
lesion pulmonar y el prondstico del SARS-CoV-2 en ellos. En un ensayo clinico de fase 2 de
infusién recombinante de ACE-2 en adultos con sindrome de dificultad respiratoria aguda
(SDRA), hubo una disminucidn significativa de los niveles de angiotensina-2 y un aumento
de los niveles de Ang-(1-7). Los altos niveles de actividad de ACE-2 en nifios podrian ser
protectores en nifios con COVID-19, lo que llevaria a una enfermedad menos grave en este
grupo de edad en comparacion con los ancianos. La hipétesis del posible efecto beneficioso
de la ACE2 en la lesion pulmonar por COVID-19 se complica por el hecho de que la ACE2
también es un receptor primario para el SARS-CoV-2 en los pulmones (78).

No obstante, considerando la ACE2 como la puerta principal de la infeccion, la
primera hipdtesis de la susceptibilidad disminuida de los nifios al SARS-CoV-2 sugiere una
configuracién, concentracion o capacidad de unién de la ACE2 diferente o una respuesta de
las células epiteliales alveolares. Bunyavanich y colaboradores sugirieron que la expresion
ACE 2 en el epitelio nasal cohorte no refleja la expresion ACE 2 en el epitelio pulmonar, y
la expresion de ACE 2 en las vias respiratorias inferiores esta bajo una regulacion diferente.
Esto enfatiza la importancia de entender la distribucion de ACE 2 en células del epitelio

respiratorio, pero también entre las fracciones celulares y plasmaticas. (79).

Narjes y colaboradores a su vez determinaron que los niveles de expresion de ACE 2
y TMPRSS?2 fueron significativamente mas bajos en tejido epitelial nasal y bronquial de los
nifios en comparacion con los de los adultos, al evaluar los niveles de expresion génica del
tejido de las vias respiratorias de los receptores SARS-CoV-2, ACE 2 y TMPRSS2,
utilizando conjuntos de datos transcriptomicos disponibles publicamente del tejido nasal y

pulmonar de las vias respiratorias, asi como sangre y saliva. De hecho, mediante el analisis
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de 7.375 contactos, Zhang y col. (80) encontraron que los nifios son menos susceptibles a la
infeccion por SARS-CoV-2 que los adultos. Por lo tanto, la reduccién de la expresion del
tejido de las vias respiratorias de ACE 2 y TMPRSS2 notificada puede contribuir al menor
riesgo de infeccién y la reduccién de la gravedad de la enfermedad observada en la poblacion
mas joven (81).

Finalmente, Yixuan y colaboradores (82) para poder probar la relacién entre la
expresion del receptor ACE 2 y la infeccion por SARS-CoV-2, inocularon con el virus
cultivos epiteliales de células epiteliales nasales humanas, bronquios y células epiteliales de
las vias respiratorias bajas, glandulas submucosas, neumocitos tipo I y 11, células endoteliales
microvasculares y fibroblasto, demostrando que la cavidad nasal es el sitio inicial que media
la siembra del virus en el pulmon. Se conoce que la ruta principal de transmision es a través
de gotas respiratorias (>5 micrometros), que se generan cuando una persona infectada tose,
estornuda o habla. SARS-CoV-2 ha sido detectado por PCR y se ha encontrado que los nifios
arrojan altas cargas virales en las secreciones respiratorias. Existiendo datos actuales que
sugieren que los nifios pueden tener mas afectacion de las vias respiratorias superiores a las
inferiores (incluido el transporte nasofaringeo), lo que sugiere que podrian desemperfiar un
papel importante en la transmision. Aunque las limitaciones en la disponibilidad de pruebas
en muchos paises durante la pandemia han dificultado cuantificar con precision la verdadera
carga de infeccion en los nifios. En muchas zonas con grandes epidemias, las pruebas se han
limitado a pacientes hospitalizados sintomaticos o en estado critico, lo que ha dado lugar a
un sub-reconocimiento de casos en nifios que tienen mas probabilidades de tener una
infeccion leve o asintomatica y, por lo tanto, no buscan pruebas ni requieren atencion médica.
Sin embargo, se ha determinado que los pacientes pediatricos han comprendido
aproximadamente el 1-2% de todos los casos notificados en una variedad de paises que
experimentan transmision comunitaria generalizada. Las tasas han sido tan altas como 5-13%
en paises y regiones con pruebas mas extensas. La mayoria de los nifios presentan
enfermedades asintomaticas o de leve a moderada. Sin embargo, se han notificado muertes

pediatricas son raras en todo el mundo vy, al igual que en los adultos, el riesgo de enfermedad
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grave y muerte puede ser mayor en aquellos con comorbilidades subyacentes como las

enfermedades cardiovasculares, la diabetes y las enfermedades pulmonares (83).

Aunque las razones de la relativa resistencia de los nifios a algunas enfermedades

infecciosas siguen siendo desconocidas, se postula los posibles factores que protegen a los
nifios contra la infecciéon por SARS-CoV-19 (Tabla 4).

Tabla 4. Hipdtesis que explicarian por qué los nifios son menos susceptibles a la

infeccion por SARS-CoV-2 . Elaboracion propia. Ana Reyes, 2021.

Hipotesis

Referencia

Una menor expresion de ACE 2 en el epitelio

nasal en nifios en comparacion con los adultos.

Bunyavanish, S. 2020(84).

Bajas tasas de pruebas en nifios, o si los nifios

son menos susceptibles a la infeccion.

Bi, Q. 2020 (85).

Los nifios también estan inoculados con vacunas
antivirales debido a los programas nacionales de
inmunizacion. Como resultado, hay multiples
anticuerpos de alto valor en la sangre de los
nifios, que pueden ofrecer proteccion cruzada

contra la infeccion progresiva SARS-CoV-2.

Zimmermann P. 2020 (86).

Los nifios presentan una menor prevalencia de
aumento de la proteina C reactiva, lo que
significa una respuesta inmunoldgica mas suave

y menos dafio inmunoldgico.

Ludvigsson, JF. 2020 (87).

ACE puede traspasar la placenta, permitiendo a
la madre transferir al bebé su inmunidad y otros

tipos de factores solubles protectores

Grandhanfar, E. 2017 (88).

Movimiento limitado en el tiempo, con baja
exposicion de los nifios con las personas
infectadas, las que los hogares se encuentran

aisladas.

Jing, QL 2020 (89).
Luo, L 2020 (90).
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4. IMPLICACIONES DEL CONSUMO DE FARMACOS QUE ACTUAN
SOBRE EL SISTEMA RENINA-ANGIOTENSINA

4.1 Uso de IECA/ARAII y su posible implicancia con el COVID- 19

En relacion a los pacientes con hipertension se conoce que ACE 2 se sobre expresa,
en aquellos que han sido tratados con inhibidores de enzima convertidora de la angiotensina
(IECA) y bloqueadores del receptor angiotensina Il tipo-1 (ARA I1) (91). Esta condicion
puede generar en los pacientes con COVID-19 un curso clinico severo, lo que ha generado
especulacion, pues no esta totalmente comprendida la asociacion entre la sobreexpresion de
enzima convertidora de la angiotensina 2 y el riesgo de infeccion con SARS-CoV-2 o la
severidad de COVID-19 (92).

A pesar de la teoria fisiopatologica que fundamenta la relacion entre la ACE 2 y el
SARS-Cov-2, hasta la fecha no existen estudios que relacionen de forma estadisticamente
significativa el consumo de IECA o ARA con un curso evolutivo desfavorable de COVID-
19. Sin embargo, si se ha evidenciado la relacion entre la hipertensién arterial (HTA) como
patologia de base y las complicaciones en pacientes con COVID-19 (93). En una cohorte
retrospectiva, llevada a cabo por Zhou y colaboradores (94) con 191 individuos que
padecieron COVID-19 de Wuhan, China, la HTA se asocid de forma estadistica significativa
con el desenlace fatal pero este resultado no se repitié en el analisis multivariado, por lo cual
podria estar influenciado por otras covariables. Otro estudio chino con 1099 pacientes arrojo
que 23,7 % de los individuos que presentaron formas severas de la enfermedad tenian
antecedente de HTA, mientras que en los que no desarrollaron cuadros graves la HTA estuvo
presente en 13,4 %. La edad media también fue mayor en el subgrupo con evolucion
desfavorable (52 afios vs. 45 afios), asi como el antecedente de DM (16,2 % vs. 5,7 %) y de
Cardiopatia Isquémica (5,8 % vs. 1,8 %) (95).
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Un estudio con 201 afectados por COVID-19, mostro asociacion entre la HTA y el
desarrollo del sindrome de distrés respiratorio agudo (SDRA). Otras variables como la
diabetes mellitus (DM) y la edad mostraron asociacion muy significativa con esta
complicacion (96). Otro anélisis observacional en una cohorte de méas de 12.500 pacientes a
quienes se les realiz6 la prueba de COVID-19 en Nueva York, mostré que el tratamiento
previo con medicamentos que actlian sobre el RAAS no se asocié con un mayor riesgo de
resultados positivos para COVID-19 ni hubo un riesgo sustancialmente mayor de COVID-
19 grave asociado con cualquiera de los medicamentos estudiados entre los pacientes con
una prueba positiva en dicha cohorte (97).

Si bien el mecanismo patogénico subyacente que une la hipertension y la gravedad
de la infeccion por COVID-19 aln no se ha dilucidado, se ha planteado la hipdtesis de que
la activacion excesiva del RAAS podria contribuir a la progresion de la lesion pulmonar, al
promover la respuesta inflamatoria y la tormenta de citoquinas, estimular el sistema de
oxidasa NADH/NADPH vy desencadenar vasoconstriccion (77). Estudios recientes
concuerdan con las recomendaciones de las sociedades cientificas que plantean evitar la
suspension o cambio de medicacion antihipertensiva, pues no hay evidencia que muestre que
estos puedan ser tomados como factores de riesgo para gravedad o mortalidad por COVID-
19. Si bien las tasas de mortalidad mas altas entre los pacientes con enfermedad cardio
vascular también se asocian con otras enfermedades respiratorias (especialmente la gripe
inducida por el virus de la influenza o las epidemias anteriores de SARS), se planted la
pregunta de si las personas tratadas por enfermedades relacionadas con el corazén son mas
propensas al SARS-CoV-2 infeccion viral, basada en la primera evidencia epidemiologica,
pero particularmente basada en la presunta regulacion positiva del receptor de entrada del
SARS-CoV-2 (98).

55



Se ha especulado adicionalmente que los inhibidores de la ECA y los ARA I también
pueden aumentar el riesgo de infeccién por SARS-CoV-2 y COVID-19. Al igual que el
SARS-CoV original descrito en 2003, los datos sugieren que el SARS-CoV-2 se une a la
ACE 2 para lograr la entrada a las células huésped en el epitelio del tracto respiratorio. Como
estudios seleccionados en animales han demostrado un aumento de la expresion de ACE 2
con la administracion de IECA o ARAII, se ha propuesto un posible vinculo mecanicista

entre la infeccién por SARS-CoV-2 y estos medicamentos (99).

Los IECA son medicamentos orales antihipertensivos vasodilatadores efectivos que
previenen de forma competitiva, especifica y reversible la conversion de Angiotensina I, a
Angiotensina 11 (100). Esto genera que la inhibicion de angiotensina I1, no genere los efectos
esperados por la interaccion con los receptores AT1R (receptor de angiotensina Il tipol:
vasocontriccion, retencion de sodio y agua, activacion simpatica, crecimiento celular) y
receptores AT2R (receptor de angiotensina 2 tipo Il: vasodilatador, neurodegenerativo)
(102).

Los IECA inhiben a la enzima de conversion quinasa Il previniendo la degradacion
de bradiquinas, un péptido vasodilatador, por lo que se incrementan los niveles de este
péptido, generando la sintesis de prostaglandinas (PGI-2, PGE-2), generando el efecto
vasodilatador y antiproliferativos a nivel endotelial (100). Por tanto, los IECA actlan a través
de un doble mecanismo: reduciendo los agentes represores y aumentando los vasodilatadores.
Para poder comprender el efecto terapéutico de este medicamento en los pacientes con Covid-
19 es impotente recordar que la supresion de la ACE 2 acontece como parte del proceso de
internalizacion del receptor desde la superficie celular, lo cual disminuye tanto la presencia
tisular de ACE 2 como la generacién de Ang-(1-7). Por ende, esto incrementa los niveles de
Ang Il, y asi mismo la Ang-(1-7) se convierte en sustrato disponible para la ACE
convirtiéndolo en un péptido biolégicamente menos activo. En consecuencia, la activacion
del eje ACE /Ang Il desencadena una respuesta inflamatoria mediada por ATIR, e

incrementa la severidad de la lesion pulmonar aguda, asi como es posible exista un
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incremento en la expresion y la actividad de ACE 2, en drganos como rifién y corazon, que
finalmente incremente el riesgo de susceptibilidad a la infeccion por SARS-CoV-2 en
pacientes que utilizan regularmente IECA. O bien puede contribuir al incremento de Ang (1-
7) por ECA2, y la activacion de MasR (102) (Figura 19).

Mecanismo de infecciéon de SARS-

CoV-2 utilizando ECA2 Lesion pulmonar aguda
e
sin IECA L]
[ Ang i |
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Figura 19. Uso terapéutico de los IECA en pacientes con COVID-19. Hipotesis (A): el
uso de IECA en pacientes con COVID-19 aumenta la expresion del receptor ACE 2 en la
superficie celular; por ende, incrementa la replicacion y transmision viral. Hipotesis (B): la
activacion de angiotensina 1l (Ang Il) y del receptor de angiotensina Il tipol (AT1R)
promueve la severidad de la lesion pulmonar aguda y la inflamacion, la cual disminuye al
adicionar IECA/ARALII. Esto promueve la generacion de angiotensina (1-7) [Ang (1-7)] por

la ACE 2, lo cual finalmente disminuye la inflamacién. Tomado de Vallejo D y Col. 2020
(102)
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Aungue aun existe escasa informacion para aseverar que existe una relacion directa
entre la administracion prolongada de estos farmacos y un aumento de la actividad y/o
abundancia de la ACE 2. Ocaranza y colaboradores, describieron en un modelo preclinico de
infarto agudo al miocardio que la administracion de enalapril durante 8 semanas aumenta
tanto la expresion como de la actividad de ACE 2. Posteriormente, Yan y col., desarrollaron
un modelo experimental de hipertension arterial y evaluaron el efecto de enalapril en el
balance ACE / ACE 2, reportando que la administracién por 4 semanas aumentaba sélo los
niveles del mMRNA de ACE 2, pero sin cambios en los niveles proteicos de la enzima (103).
Es importante sefialar que incluso si existiese una mayor expresion de ACE 2 en pacientes
hipertensos, no significa necesariamente una mayor susceptibilidad a una infeccién viral.
Segun lo sefialado por Ramirez Ay col., un estudio del afio 2005 realizado con el SARS-
CoV en ratones muestra que la infeccion viral induce una disminucion de la expresion de
ACE 2 en tejidos pulmonares. Esto cobra relevancia pues la ACE 2 no solo se propone como
un mediador en la interaccion virus-célula, sino también en el desarrollo de la patologia
pulmonar. En ratones tratados con una glicoproteina espiga-Fc (conjugado con dominio Fc
de inmunoglobulina) se observé no solo una disminucion de la ACE 2 en tejidos pulmonares,
sino que también el tratamiento con este conjugado proteico empeoraba la severidad de la

insuficiencia pulmonar aguda (103).

Ademas, otros estudios han propuesto la hipotesis que entre los efectos de la IECA
estaria la capacidad de reprogramar la respuesta inmune en el microambiente tumoral,
disminuyendo la hipoxia y la acidosis tisular, regulando la cascada inflamatoria, la
disminucion del estrés oxidativo y posee efecto modulador de los linfocitos T (102) (Figura
20)
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Efecto mediado por IECA

Sindrome de distrés

Microambiente tumoral respiratorio agudo

Disminuye la hipoxia tisular
impidiendo la produccion de Ang
1l

Disminuye IL-6 e IL-17 reduciendo la
presencia de lesiones en vias areas y
fibrosis

Disminuye el estrés oxidativo
optimizando la funcion de los
linfocitos T

?

Incrementa linfocitos T CD3*y
CcD8*

linfocitos T doble-negativos
(DNT) incrementan
marcadamente

Figura 20. Efectos mediados por los IECA. Estudios sobre el efecto inmunomodulador de
los IECA en la respuesta tumoral puede ser un punto de encuentro entre las inmunoterapias
para cancer y nuevas estrategias terapéuticas para COVID-19. Tomado de Vallejo D y Col.,
2020 (102)

Los IECA impiden que se induzca la cascada de factores transcripcionales, factores
de crecimiento tumoral y citoquinas proinflamatorias, al impedir que se genere es estimulo
inicial disminuyendo la hipoxia tisular e impidiendo la produccién de Ang Il. EIl estrés
oxidativo, que impide el funcionamiento de linfocitos T, también es un efecto de la Ang
II/AT1R, el cual puede ser contrarregulado selectivamente con ARAII (102), farmacos que
interacttan con los aminoacidos del dominio transmembrana del receptor (AT1R y AT2R),
previniendo la union y efecto de la angiotensina Il, al producir un bloqueo no competitivo o
irreversible (104).

En relacién con el impacto que puede causar su uso en pacientes que presentan
infeccion por SARS-CoV-2, Gurwitz (105) y otros autores (106) sugieren que, la utilizacién
de estos farmacos pudiera tener un efecto beneficioso en la evolucién pulmonar de estos
pacientes, sea bien por su capacidad de aumentar los niveles de ACE 2, lo que contrarresta
la disminucién de sus niveles debido a la infeccion, o bien impidiendo la accidn de un posible

exceso de angiotensina I, al bloquear los receptores AT1 (107) Finalmente, Lopez- Oteroy
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colaboradores  (108) evaluaron la implicancia clinica del tratamiento previo con
IECA/ARAII en el prondstico del COVID-19 entre el 10 de marzo y 6 de abril, a 965
pacientes diagnosticados con COVID-19 de los cuales 210 estaban con tratamiento con IECA
0 ARA-II en el momento del diagndstico y, de ellos, 165 habian recibido esta medicacién
durante mas de 1 afio, concluyendo que el tratamiento previo con estos farmacos en pacientes
con COVID-19 no tendria efecto sobre la mortalidad, la aparicion de insuficiencia cardiaca,
ni la necesidad de hospitalizacion ni ingreso en UCI.
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CONCLUSIONES

El SARS-CoV-2 presenta mecanismos moleculares que les otorgan cierto nivel de
patogenicidad e infectividad superior al SARS-CoV, al mejorar la afinidad de unién al mismo
receptor ACE2. Debido a la presencia de interacciones mas estables y con mayor energia que

las que se encuentran en la interaccion SARS-CoV con ACE2.

Aun no se ha obtenido informacidn suficiente para asegurar que los nifios presentan
una menor tasa de infeccion por SARS-CoV-2 en comparacion a los adultos. Debido a las

limitaciones de realizar estudios experimentales o de intervencion deliberada.

Los estudios analizados sugieren que el uso de medicamentos que actuen sobre el
sistema renina-angiotensina-aldosterona, no tiene implicancia en la fisiopatologia del
COVID-19 sino que mas bien generarian una proteccion frente a la respuesta inflamatoria

agresiva.
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