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La infeccién por SARS-CoV-2 (coronavirus 2 del sindrome respiratorio agudo
grave) se basa en la unién de la proteina S (glicoproteina Spike) a la ECA (enzima


https://www.ahajournals.org/doi/10.1161/CIRCRESAHA.121.318902
https://www.ahajournals.org/doi/10.1161/CIRCRESAHA.121.318902
https://www.ahajournals.org/doi/10.1161/CIRCRESAHA.121.318902
https://www.ahajournals.org/doi/10.1161/CIRCRESAHA.121.318902
https://www.ahajournals.org/doi/10.1161/CIRCRESAHA.121.318902
https://www.ahajournals.org/doi/10.1161/CIRCRESAHA.121.318902
https://www.ahajournals.org/doi/10.1161/CIRCRESAHA.121.318902
https://www.ahajournals.org/doi/10.1161/CIRCRESAHA.121.318902
https://www.ahajournals.org/doi/10.1161/CIRCRESAHA.121.318902
https://www.ahajournals.org/doi/10.1161/CIRCRESAHA.121.318902
https://www.ahajournals.org/doi/10.1161/CIRCRESAHA.121.318902
https://www.ahajournals.org/doi/10.1161/CIRCRESAHA.121.318902
https://www.ahajournals.org/doi/10.1161/CIRCRESAHA.121.318902
https://www.ahajournals.org/doi/10.1161/CIRCRESAHA.121.318902
https://www.ahajournals.org/doi/10.1161/CIRCRESAHA.121.318902
https://www.ahajournals.org/doi/10.1161/CIRCRESAHA.121.318902
javascript:void(0)
javascript:void(0)
https://doi.org/10.1161/CIRCRESAHA.121.318902
https://www.ahajournals.org/doi/10.1161/CIRCRESAHA.121.318902
https://www.ahajournals.org/doi/10.1161/RES.0000000000000483

convertidora de angiotensina) 2 en las células huésped. El endotelio vascular
puede estar infectado por el SARS-CoV-2,1 que desencadena la produccion de
especies reactivas mitocondriales de oxigeno y el cambio glucolitico. z
Paradéjicamente, ACE2 es protectora en el sistema cardiovascular, y la proteina
SARS-CoV-1 S promueve la lesién pulmonar al disminuir el nivel de ACE2 en los
pulmones infectados. 3 En el estudio actual, mostramos que la proteina S sola
puede dafiar las células endoteliales vasculares (CE) al regular a la baja ACE2 y, en
consecuencia, inhibir la funcién mitocondrial.

Administramos un pseudovirus que expresa la proteina S (Pseu-Spike) a los
hamsters sirios por via intratraqueal. El dafio pulmonar fue evidente en los
animales que recibieron Pseu-Spike, revelado por el engrosamiento de los septos
alveolares y el aumento de la infiltracion de células mononucleares (Figura [A]).
AMPK (proteina quinasa activada por AMP) fosforila ACE2 Ser-680, MDM?2
(murino de doble minuto 2) ubiquitina ACE2 Lys-788, y la diafonia entre AMPK y
MDM2 determina el nivel de ACE2. + En los pulmones dafiados, los niveles de
pAMPK (fosfo-AMPK), pACE2 (fosfo-ACE2) y ACE2 disminuyeron, pero los de
MDM?2 aumentaron (Figura[B],i). Ademas, el aumento y la disminucion de la
fosforilacion complementaria de eNOS (NO sintasa endotelial) Thr-494 y Ser-1176
indicaron un deterioro de la actividad de eNOS. Estos cambios en la expresion de
pACE2, ACE2, MDM2 y la actividad de AMPK en el endotelio fueron recapitulados
por experimentos in vitro utilizando CE arteriales pulmonares infectadas con Pseu-
Spike que fue rescatado por tratamiento con N-acetil-L-cisteina, un inhibidor
reactivo de la especie de oxigeno (Figura[Bl.ii).
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Figura. SARS-CoV-2 (Coronavirus 2 del sindrome respiratorio agudo severo)
La proteina Spike exacerba la funcion de las células endoteliales (CE) a través
de la regulacion descendente de la ECA (enzima convertidora de
angiotensina) 2 y el deterioro mitocondrial. A, Histopatologia representativa de
H&E de especimenes pulmonares de 8 a 12 semanas de hamsteres sirios machos
de 5 dias después de la administraciéon de pseudovirus que sobreexpresa la
proteina Spike (Pseu-Spike) o virus simulado en el grupo de control (n = 3 ratones
por grupo, 1x108 PFU). Septos alveolares engrosados (punta de flecha roja) y
células mononucleares (flecha roja). Barra de escala=20 pum. B,Pseu-Spike (n = 4)
o virus simulados (n = 4) - pulmones de hamster infectados fueron sometidos a
analisis de Western blot para pAMPK (fosfo-AMPK) T172, AMPK, pACE2 (enzima
convertidora de fosfoangiotensina) S680, ACE 2, MDM2, peNOS S1176, peNOS
T494, eNOS (NO sintasa endotelial) y -actina(B,i). Las CE arteriales pulmonares
humanas (PAEC) se infectaron con Pseu-Spike o virus simulado durante 24 h con o
sin pretratamiento con N-acetil-L-cisteina (NAC; 5 mmol/L) durante 2 h. Los
extractos de proteinas fueron analizados por Western blot utilizando anticuerpos
contra proteinas segtn lo indicado (n=4; B,ii). C, Imagenes confocales
representativas de la morfologia mitocondrial de las CE tratadas con proteina S1
recombinante humana o IgG (4 ug/mL) durante 24 h (C,i) o infectadas con
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adenovirus humano ACE2 S680D (ACE2-D) o ACE2 S680L (ACE2-L; 10 MOI)
durante 48 h (C, ii). Las mitocondrias se visualizaron utilizando el anticuerpo
TOMZ20 (n = 4, 50 células contadas para cada réplica). Barra de escala=2,5 pm.
Tubular: la mayoria de las mitocondrias en las CE tenian >10 pm de longitud;
Intermedio: las mitocondrias fueron <10 um; Fragmento: la mayoria de las
mitocondrias eran esféricas (sin longitud ni anchura claras). D, Medicién de la tasa
de consumo de oxigeno (OCR, D,i y iii) y la tasa deacidificacién extracelular (ECAR,
D,ii y iv) en CE infectados con ACE2-D vs ACE2-L (10 MOI) durante 48 h (n=3) o
tratados con IgG vs proteina S1 (4 ug/mL) durante 24 h (n=3). E, Andlisis
cuantitativo en tiempo real de la reaccién en cadena de la polimerasa de los niveles
de ARNm indicados en ECs pulmonares de ratones KNOCK-IN ACE2-D (n=4)y
ACE2-L (n = 4). Se utilizaron ratones machos ACE2-D y ACE2-L de ocho semanas de
edad con fondo C57BL/6. F,Curvas dosis-respuesta de acetilcolina (ACh,
izquierda)y nitroprusiato de sodio (SNP, derecha)-relajacién mediada por la
tension de fenilefrina (1 pmol/L) rayas arteriales intrapulmonares precontraidas
de Pseu-Spike-(ACh n=8, SNP n=5) o simulados (ACh n=6, SNP n=5) hamsteres
sirios infectados por el virus (1x108 PFU; F,i) y ratones ACE2-D (n=6) o ACE2-L
(n=5)(F,ii). Los experimentos con animales fueron aprobados por el comité ético
de la Universidad Xi'an Jiaotong. 2-DG indica 2-Desoxi-D-glucosa; ACE2-D, un ACE2
fosfo-mimético con mayor estabilidad; ACE2-L, un ACE2 defosfo-mimético con
estabilidad disminuida; AMPK, proteina quinasa activada por AMP; AA/R,
antimicina A&Rotenona; ENOZ2, enolasa 2; FCCP, cianuro de carbonilo-p-
(trifluorometoxi)fenilhidrazona; H&E, Hematoxilina y Eosina; HK2, hexoquinasa 2;
HO1, hemo oxigenasa-1; MDM2, doble minuto murino 2; MOI: multiplicidad de la
infeccion; NRF1: factor respiratorio nuclear 1; peNOS, fosfo-eNOS; PFKFB3, 6-
fosfofructo-2-quinasa/fructosa-2,6-bifosfatasa 3; Resp, respiracion; y TFAM, factor
de transcripcién A, mitocondrial.

A continuacién, estudiamos el impacto de la proteina S en la funcién mitocondrial.
Las imagenes confocales de las CE tratadas con proteina S1 revelaron un aumento
de la fragmentacién mitocondrial, lo que indica una dindmica mitocondrial
alterada (Figura [C],i). Para examinar si estos cambios mitocondriales se debieron,
en parte, a la disminucién de la cantidad de ACE2, sobreexpresamos ACE2 S680D
(ACE2-D, un ACE2 fosfo-mimético con mayor estabilidad) o S680L (ACE2-L, un
defosfo-mimético con estabilidad disminuida)+ en las CE. Como se muestra en la
Figura [C],ii, las CE con ACE2-L tenian un mayor niimero de mitocondrias
fragmentadas en comparacion con aquellas con ACE2-D. Al realizar ensayos de tasa
de consumo de oxigeno y tasa de acidificacion extracelular, encontramos que las
CE que sobreexpresaban ACE2-L habian reducido la respiracién mitocondrial
basal, la produccidon de ATP y la respiracion maxima en comparacion con las CE
que sobreexpresaban ACE2-D (Figura[D].i). Ademas, la sobreexpresion de ACE2-L
causo6 un aumento de la tasa de acidificacion basal, glucélisis inducida por glucosa,
capacidad glucolitica maxima y reserva glucolitica (Figura [D],ii). Ademas, las CE
incubadas con proteina S1 tenian una funcién mitocondrial atenuada pero
aumentaron la glucolisis, en comparacion con las células de control tratadas con
IgG (Figura [D],iii y iv). También comparamos las expresiones de genes
relacionados con las mitocondrias y la glucélisis en CE pulmonares aisladas de
ratones ACE2-D o ACE2-L knock-in. «+ Se muestra en la Figura [E],los niveles de
ARNm de NRF1, HO1ly TFAM (genes relacionados con la biogénesis mitocondrial)
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aumentaron, mientras que los de HK2, PFKFB3y ENOZ (genes relacionados con la
glucolisis) disminuyeron en las CE pulmonares en ratones ACE2-D, en
comparacioén con las de los ratones ACE2-L.

La infeccion por SARS-CoV-2 induce inflamacion de la CE, lo que lleva a la
endotelitis. 15 Debido a que la proteina S disminuyo el nivel de ACE2 y deterior¢ la
biodisponibilidad de NO, examinamos si la entrada de proteina S es indispensable
para el endotelio disfuncional. Como se muestra en la Figura [F].i, la vasodilatacion
dependiente del endotelio inducida por la acetilcolina se vio afectada en las
arterias pulmonares aisladas de hamsteres administrados por Pseu-Spike,
mientras que la vasodilatacién independiente del endotelio inducida por el
nitroprusiato de sodio no se vio afectada. También comparamos la vasodilatacion
inducida por nitroprusiato de acetilcolina y sodio de los vasos pulmonares de
ratones ACE2-D o ACE2-L. Como se anticip9, la vasodilataciéon inducida por
acetilcolina se vio obstaculizada en las arterias pulmonares aisladas de ratones
ACE2-L en comparacion con los ratones ACE2-D (Figura [F],ii). Sin embargo, hubo
poca diferencia en la vasodilatacién inducida por el nitroprusiato de sodio entre
los animales ACE2-D y ACE-L.

Aunque el uso de un pseudovirus no infeccioso es una limitacidn para este estudio,
nuestros datos revelan que la proteina S sola puede dafiar el endotelio,
manifestado por una funcién mitocondrial deteriorada y la actividad de eNOS, pero
una mayor glucdlisis. Parece que la proteina S en las CE aumenta el estrés redox
que puede conducir a la desactivacién de AMPK, la regulacién ascendente de
MDM2 y, en dltima instancia, la desestabilizacién de ACE2. + Aunque estos
hallazgos deben confirmarse con el virus SARS-CoV-2 en el futuro estudio, parece
paradojico que la reduccion de ACE2 por la proteina S disminuya la infectividad del
virus, protegiendo asi el endotelio. Sin embargo, un sistema renina-angiotensina
desregulado debido a la reduccion de ACE2 puede exacerbar la disfuncion
endotelial, lo que lleva a la endotelitis. En conjunto, nuestros resultados sugieren
que el dafio ec ejercido por la proteina S anula la disminucion de la infectividad del
virus. Esta conclusion sugiere que el anticuerpo generado por la vacunacion y/o el
anticuerpo exégeno contra la proteina S no solo protege al huésped de la
infectividad del SARS-CoV-2, sino que también inhibe la lesiéon endotelial impuesta
por la proteina S.

Abreviaturas y acronimos no estandar

AS enzima convertidora de angiotensina
Ecs células endoteliales
Enos NO sintasa endotelial

pACE2 fosfo-ACE2
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pAMPK fosfo-AMPK
Proteina S Glicoproteina espiga

Disponibilidad de datos

Los datos que respaldan los hallazgos de este estudio, incluidos los analisis
estadisticos y los reactivos utilizados, estan disponibles en el autor
correspondiente previa solicitud.
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