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Resumen: La pandemiapor SARS_CoV-2 es un problema sanitario a nivel mundial. El virus cursa
con cuadros clinicos variables, desde pacientes asintomdticos hasta neumonia con distrés
respiratorio del adulto y fallo multiorganico.

Este estudio pretende analizar mediante mecanismos moleculares, si los factores de transcripcion
activados durante la respuesta a proteinas mal plegadas, SXBP1, mantienen la transcripcion de
genes que codifican las citoquinas que intervienen enla hiperimflamacién asociada alatormenta
de citoquinas.

Estudiamos en muestras nasofaringeas y aspirados bronquiales de pacientes con (60) y sin (59)
Covid-19 ingresados en una unidad de criticos, la presencia o ausencia de infeccién activay sXBP1.
El SARS-Cov-2 presenta mecanismos patogénicos, asi como manejo diagndsticoy terapéutico no
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conocido, pretendemos estudiar la implicacion de TLR 7/8 y SxBP 1 en la sepsis viral perfilar el
paisaje transcripcional y controlar la cascada inflamatoria, identificando un factor patogénico
proporcionando un biomarcador prondstico temprano.

Palabras clave: COVID-19; citocinas; hiperinflamacion; ssRNA; TLRS.

Abstract: The SARS-CoV-2 pandemicisaglobal health problem. The virus manifests with variable
clinical outcomes, ranging from asymptomatic patients to pneumonia with adult respiratory
distress and multi-organ failure. This study aims to analyze, through molecular mechanisms,
whether the transcription factors activated during the response to misfolded proteins, SXBP1,
maintain the transcription of genes encoding cytokines involved in the hyperinflammation
associated with the cytokine storm. We studied, in nasopharyngeal samples and bronchial
aspirates from patients

Keywords: COVID-19; citocinas; hiperinflamacidn; ssRNA; TLRS.

INTRODUCCION

El coronavirus SARS-CoV-2 apareci6 a finales de 2019 en Asia,
desde donde se extendi6 rapidamente por todo el mundo causando una
pandemia

Al igual que otros integrantes de la familia de los coronavirus, este

virus causa diversas manifestaciones clinicas englobadas bajo el término
COVID-19, incluyendo cuadros respiratorios que varian desde el resfriado
comun hasta episodios de neumonia grave con sindrome de distrés
respiratorio, shock séptico y fallo multiorganico ().
La incidencia de neumonia grave y sindrome distrés respiratorio del adulto
(SDRA) entre pacientes que precisan de ingreso hospitalario por neumonia
asociada a COVID-19 alcanza en algunas series el 41.8%, con tasas de
mortalidad de aproximadamente el 50%. Los factores que se asociana un
mayor riesgo de mortalidad son la edad, la neutrofilia y la concurrencia de
disfuncion organica y coagulopatia (3.

La patogénesis del COVID-19 es, en su mayoria, desconocida. La
sintesisy liberacion exagerada de citoquinasy la activacion de larespuesta
celular inmune parece jugar un papel relevante en el desarrollo de lesion
en organos diana. La formaciony liberacion excesivade citoquinas resulta
del aumento brusco en los niveles circulantes de varias citoquinas
proinflamatorias como interleukina-6 (IL6), IL1,IL18, TNF-a e interferon
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gamma (IFN-y). Este pico en la concentracion circulante de citoquinas
induce la llegada al lugar de la infeccion de macréfagos, neutréfilos y
células T, causando extenso dafio tisular a través de la lesion directa del
endotelio vascular, dafio capilar y alveolar y disrupcion de la barrera
vascular, precipitando el desarrollo de disfuncidn multiorganica. A nivel
respiratorio, la tormenta de citoquinas induce lesion pulmonar aguda y
SDRA en los casos mas severos.

En varios estudios observacionales publicados hasta el momento se
haobservado una correlacion significativa entre los niveles plasmaticos de
estas citoquinas proinflamatorias como IL6, IL10 y TNF-a y una mayor
mortalidad en pacientes con neumonia asociada a COVID-I19.
Adicionalmente, la severidad del dafio pulmonar se ha visto asociada
también al incremento de neutrofilos, células encargadas de la produccion
de citoquinas, en sindromes similares como el Sindrome Respiratoria de
Oriente Medio (Middle-East Respiratory Syndrome, MERS).

Esta respuesta inflamatoria exagerada se perpetua por la
persistencia de la colonizacion por SARS-CoV-2. Un reciente estudio ha
revelado que el sexo masculino, el retraso en el ingreso hospitalario tras el
inicio de la clinica y el uso de ventilacién mecanica invasiva son factores
asociados con la persistencia prolongada de RNA de SARS-CoV-2. Tanto
el sexo masculino como la necesidad de ventilacidon mecanica son dos
factores especialmente frecuentes en pacientes con SDRA asociado a
COVID-19, exponiendo a esta poblacidon a una tormenta de citoquinas
prolongada en el tiempo debido a un aclaramiento reducido de la carga
viral.

El uso que hacen los virus de la maquinaria de traduccion del
huésped para producir sus materiales sobrecarga muchas funciones
celulares, incluido el plegamiento de proteinas y la secrecion en el reticulo
endoplasmico (RE). Dado que solo las proteinas correctamente plegadas
deben salirdel RE para mantener la homeostasis, las células organizan una
respuesta dirigida a retener y degradar las proteinas defectuosas. Esto
implica una via de sefializacion intracelular denominada respuesta de
proteina desplegada (UPR) 35.. La UPR incluye una regulacion a la baja
de la sintesis global de proteinas, la degradacion de algunas proteinas y la
induccion transcripcional de genes especificos asociados con la actividad
de sus tres ramas. El mas conservado depende de la actividad dual de la
enzima la (IREla) que muestra actividades de proteina quinasa y
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ribonucleasa (RNasa) ). La actividad de la RNasa escinde un fragmento
de 26 bases del ARNm de la transcripcion preformada de la proteina de
union a X-box-1 (XBP1), que es seguido por la ligadura de los exones
resultantes para producir sXBP1. Esto impulsa la traduccion del factor
funcionalmente activo sXBP1 que transactiva los genes que codifican las
proteinas proinflamatorias (7), el modificador similar a la ubiquitina ISG15
y las citoquinas IFNB, IL-6, IL-23 y TNFa (5.11).

Aunque el objetivo de la UPR es aliviar el estrés del RE, la rama
IRE10-XBP1 contribuye a la patogénesis de muchas dolencias, es decir,
cancer, aterosclerosis, infecciones y enfermedades autoinmunes (j2.is).
Investigaciones recientes han revelado que la rama IRE1o-XBP1 mejora
la transcripcion viral y contribuye a mantener los genomas virales latentes
en una gran cantidad de infecciones (6, 17).

La nocion de que las ramas UPR pueden mediar en el reconocimiento
inmunologico de los virus e impulsar la lesion pulmonar a través de la
inflamacion mediada por el estrés del RE fue revelada por Hrincius et al
(18), quienes reportaron la activacion de la UPR por infeccion con cepas
pandémicas del virus de influenza A.

Se ha encontrado evidencia de actividad de sXBP1 en monocitos
de pacientes con COVID-19 (19, 20), lo que sugiere una activacion selectiva
de la rama IRE1a-XBP1 en un marco de tiempo diferente al asociado con
la rama PERK-elF20-ATF4-CHOP. En cambio, sXBP1 sostiene la
produccion de citoquinas proinflamatorias comoIL-6, IFNB y TNFa ). Se
han reportado resultados similares sobre lainduccionde IL23 A, el gen que
codifica la cadena pl19 de la citocina proinflamatoria IL-23, tras la
activacion de TLR2 y dectina-1 por el sustituto fiingico zymosan (). El
agonista de TLR7 imiquimod también indujo la expresion de I123a en
c¢lulas dendriticas derivadas de médula 6sea de ratén en presencia de
palmitato mediante un mecanismo que involucra estrés mitocondrial y
sXBP1 1.

Estos hallazgos indican que la sefalizacion de TLR podria
impulsar la activacion de IRE1a-XBP1 durante la infeccion por SARS-
CoV-2 y exacerbar la hiperinflamacion (»;). El papel de la tormenta de
citoquinas en la enfermedad de COVID-19 esté respaldado por el efecto
beneficioso de tocilizumab, un anticuerpo anti-receptor de IL-6 humano
humanizado (27). Esto es notable dada la dependencia de la produccion de
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IL-6 en larama IRE1a-XBPI )y la presencia en el promotor proximal de
IL6 de al menos seis secuencias de union a sXBP1 (3.

La participacion plausible del tindem TLR7/8 en la enfermedad de
COVID-19 se deriva de su capacidad para unirse al ARN monocatenario
de sentido positivo (+ssRNA) como el ARN del SARS-CoV-2, y de los
informes clinicos que muestran que la pérdida de las variantes de funcion
en el TLR7 cromosémico X conducen a respuestas de IFN de tipo [ y II
alteradas asociadas con la enfermedad grave por COVID-19 en pacientes
jovenes (29).

1. JUSTIFICACION.

El proposito de este estudio ha sido determinar si el compromiso
de TLR7/8 y sXBP1 pueden contribuir a la sepsis viral en la enfermedad
de COVID-19. Con este fin, se estudiaron hisopos nasofaringeos y
aspirados broncoalveolares (BAS) en los pacientes ingresados en la
Unidad de Cuidados Intensivos (UCI) de Hospital Universitario. Durante
la terceray cuartaolapandémica, 60 pacientes con covid 19y 59 pacientes
con infeccion bacteriana y sin covid, para abordar la presencia de sXBPI,
la firma de citoquinasy la expresion de marcadores de células de linaje
monocitico y enzimas involucradas en el metabolismo energético. Después
de perfilar el paisaje transcripcional.

Todo ello se realiz6 con fines terapéuticos, tanto para el control de la
cascada inflamatoria, poder ser capaces con ello de frenar la progresion de
la inflamacién / infeccién viral, asi como identificar un factor patogénico
que pudiera proporcionar un biomarcador prondstico temprano.

Se postula identificar el desencadenante de la activacion de la tormenta de
citoquinas, en las muestras faringeas y alveolares de pacientes criticos, a
causa del covid-19, Tratando con ello de mejorar su manejo y pronostico,
identificando un factor patogénico que pueda proporcionar un
biomarcador pronostico temprano desde la activacion de TC a través del
receptor TLR8 y el sistema IRE1L-XBP1.

2.0BJETIVOS.

Estudiar e identificar los pasos involucrados en el desencadenante /

activacion de la tormenta de citoquinas, para poder intervenir, amortiguar
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y/o evitar dicha respuesta con el consiguiente efecto deletéreo que sobre el
paciente tiene.

El principal objetivo de este estudio es analizar, mediante estudios de
mecanismos moleculares,silos factores de transcripcionactivados durante
la UPR, en particular sXBP1, mantienen la transcripcion de genes que
codifican las citoquinas que intervienen en la hiperinflamacion asociada a
la TC.

3. OBJETIVOS SECUNDARIOS.
. Identificar perfil de pacientes con viremia elevada en plasma

subsidiarios de optimizacion terapéutica, medicina personalizada que sea
capaz de mejorar la morbilidad de dichos pacientes.

. Identificacion y caracterizacion de factores de riesgo y prondstico
de la enfermedad COVID-19.

. Definir abordajes terapéuticos en los que se bloquee de forma
combinada el efecto de varias citoquinas.

. Respuesta inmunologicaal virus SARS Cov-2 durante larespuesta
inmunitaria, umbral protector.

. caracterizacion de enzimas involucradas en el metabolismo y la

identificacion de huellas de diferenciacion de linaje mieloide.
4.MATERIAL Y METODO.

Los pacientes a estudio fueron aquellos pacientes ingresados en la
UCI del Hospital Universitario, durante la tercera y cuarta ola pandémica.
(Desde Julio -Noviembre 2020), en total se incluyeron 60 pacientes con
covid (26 mujeres y 34 varones) y 59 pacientes sin covid (36 mujeresy 23
varones).
Se obtuvieron muestras de nasofaringe de pacientes con sintomas
compatibles con infeccion por SARS-CoV-2 asi como broncoaspiados
traqueales (BAS) en pacientes en ventilacion mecéanica invasiva. Las
muestras se obtuvieron tan pronto como los pacientes fueron intubados y
se aspiraron las secreciones pulmonares, Tanto en los pacientes con covid
como sin covid. Esto permite la obtencién de material a nivel alveolary
bronquiolo respiratorio. Los BAS se transfirieron directamente al kit de
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extraccion de ADN/ARN MagMAX Pathogen RNA/DNA (Applied
Biosystems) para la maquina de extraccion automatizada Kingfisher Flex
(Thermo Fisher Scientific).

El diagnostico de la infeccion se realizé mediante elTagPath™ COVID-
19 CE-IVD RT-PCR Kit de Applied Biosystems, que se dirige a regiones
de ORF-lab, proteina de pico (S) y proteina de nucleocapside (N)
seleccionadas con el fin de mantener la especificidad y reducir el riesgo de
mutacion

(https://aslm.org/wpcontent/uploads/2020/05/ThermoFisher TaqPathCO
VID19 CEIVD KIT.pdf).

El diagnostico de la infeccion se confirm6 mediante el analisis de
muestras recogidas cuatro dias después de una prueba positiva, se
obtuvieron broncoaspirados de pacientes sin COVID-19 a partir de
muestras recogidas para diagnéstico microbioldgico en pacientes que
sufrian neumonia bacteriana que requerian soporte ventilatorio invasivo e
intubacion en la UCL

Se llevo a cabo mediante RT-PCR utilizando cebadores fuera de la
region empalmada. Las condiciones de PCR fueron 5 min a 95°C (hot
start), 45 ciclos de desnaturalizacién a 95°C por 15 s, hibridaciéon a 60°C
por 20 sy elongacién a 72°C por 1 min. La extension final se llevo a cabo
a 72°C durante 5 min. La electroforesis en gel se llevo a cabo en agarosa
al 3 % y las bandas sXBP1 y uXBP1 se visualizaron mediante tinciéon con
GelRed y se cuantificaron con GelDoc Go Image System (Bio-Rad).

El ARN total obtenido por extraccion automatica se utilizo6 para las
reacciones de RT. El ADNc resultante se amplifico en un equipo
LightCycler 480 utilizando una mezcla SYBR Green I que contenia
polimerasa Hot Start. Las condiciones de ciclo se adaptaron a cada
conjunto de cebadores. ACTB se us6 como un gen doméstico para evaluar
la abundancia relativa de los diferentes ARNm usando el método de
umbral de ciclo comparativo. El procedimiento se utilizd para analizar
XBP1, DDIT3, ERDJ4, EDEMI1, HERPUDI1, HSPA5, ASNS, CTH,
IL1B,IL6,IL10,IL23A, TNF, SLC25A11,GLUT1,HK2, PFKB3, PDK4,
IDH2, SDHA, MDH2, HIF1A, TLR7, TLRS, HLA-DRB1, CD300E,
CCR2, MMP9.

5. RESULTADOS.
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Los ensayos iniciales se realizaron en muestras nasofaringeas de

pacientes que recibieron asistencia médica por sintomas compatibles con
la enfermedad COVID-19. El analisis demografico de los pacientes con
SARS-CoV-2 RT-PCR positivo mostrd que eran mayores que aquello que
tenian una prueba negativa (rigura 14)-
Se observaron signos radiologicos de neumoniaen 31 de los 60 pacientes
con una prueba positiva de RT-PCR para la infeccion por SARS-CoV-2,
mientras que solo 5 de los 59 mostraron neumonia en la cohorte negativa
de COVID-19 (tabla complementaria 1) - - -El ARN extraido se us6 principalmente
para el diagnostico de la infeccion por SARS-CoV-2 y el material residual
se uso para el ensayo de sXBP1 mediante ensayos de RT-PCR.

Esto implica la separacion de los productos de la PCR por
electroforesis en gel de agarosa y andlisis densitométrico de las bandas
tefiidas. sXBP1 se distingue de XBP1 no empalmado (uXBP1) por su
migracion masrapida. Laposicion de los cebadoresy la region empalmada
se muestran en la Figura 1B. Estos corresponden a la secuencia de
GenBank NM_001079539.2, que se diferencia de la secuencia de uXBPI
NM_005080.4 por la delecion de 26 nucleodtidos. La secuenciacion
separada de las bandas confirm¢6 el empalme (rigura 10).

Una matriz seleccionada al azar de muestras positivasy negativas de RT-
PCR muestra la presencia de uXBP1 y sXBP1 (rigura 1D).

La presencia de tres bandas en algunos casos se explica por la formacion
de heteroduplex 3p). sSXBP1 se detecto en el 17,91 % de los pacientes con
SARS-CoV-2 negativo y en el 40,32 % de los pacientes con SARS-Co V-
2 pOSitiVO (Figura 1E)-

La cuantificacion de sXBP1 mostré valores mas altos en pacientes
positivos para COVID-19 en comparacion con los negativos (rigura 1F).
La incidencia de sXBP1 fue similar en hombres y mujeres igura 1G) Y
aumento con la edad (rigura 11). Se observo mortalidad en cuatro pacientes
que presentaron un grado de empalme superior al 10% del total de XBP1
(Figura 11)-

Estos hallazgos muestran que sXBP1 exhibe una mayor frecuencia
y extension en los exudados nasofaringeos de pacientes con infeccion
activa por SARS-CoV-2, particularmente en pacientes moribundos.
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La incidencia de sXBP1 fue similar en hombres y mujeres (igura 1G) ¥
aumento con la edad (rigura 11)-

Se observo mortalidad en cuatro pacientes que presentaron un
grado de empalme superior al 10% del total de XBP1 (rigura 11)- Incidencia
de sXBP1 fue similar en hombres y mujeres (igua 1) y aumento con la
edad (rigura 111). Se observo mortalidad en cuatro pacientes que presentaron
un grado de empalme superior al 10%.

6. DISCUSION.

Los puntos de vista patogénicos actuales sobre la neumonia por
COVID-19 se centran tanto en la hiperinflamacién como en la respuesta
adaptativa deficiente estudio de las secreciones respiratorias permiten la
identificacion de patdgenos y también pueden dar pistas sobre la
patogenia. Este enfoque se ha aplicado a la enfermedad de COVID-19
después de los estudios fundamentales de Zhouetal. (»5), quienes utilizaron
la broncoscopia y el lavado para identificar los tipos de células
inmunitarias en el tracto respiratorio. Nuestro estudio se centrd en
pacientes con soporte ventilatorio mecanico cuyas muestras se obtuvieron
durante la atencion habitual por parte del personal asistencial Estudio de
los BAS para evaluar el perfil transcripcional del tracto respiratorio
inferior en pacientes con COVID-19 en estado critico. Nuestros resultados
mostraron grados mas altos de sXBP1 en la enfermedad por COVID-19
que en pacientes con infeccion sin SARS-CoV-2, aunque los niveles de
ARNm de citoquinas proinflamatorias fueron mas altos en pacientes con
neumonia bacteriana. Esto no fue del todo inesperado, ya que la sepsis
viral depende de la genética y las condiciones fisioldgicas y los pacientes
con COVID-19 recibieron esteroides en un horario regular. Ademas, los
pacientes con COVID-19 mostraron una mortalidad global inferior a la
observada en la neumonia bacteriana. En particular, la inhibicion de la
RNasa IREla a través de la activacion de SIR por fluvoxamina protegio a
los ratones de la mortalidad durante la endotoxemia y la produccion de IL-
1B, IL-6 e IL-12 p40 por parte de los leucocitos humanos (14). De acuerdo
con los resultados experimentales, el tratamiento temprano con
fluvoxamina en personas con enfermedadleve de COVID-19 se asocio con
una reduccion de los signos de deterioro clinico.
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Los objetivos secundarios del estudio fueron la caracterizacion de
enzimas involucradas en el metabolismo y la identificacion de huellas de
diferenciacion de linaje mieloide. El cribado metabolico sugiri6 una
glucolisis activa durante la infeccion por SARS-CoV-2 respaldada por
HIF1 y elementos de la lanzadera de malato-aspartato. Sin embargo, el
predominio de las enzimas glucoliticas no puede interpretarse
directamente como una prueba de la glucolisis aerobica o del efecto
Warburg dado el compromiso del suministro de O2 asociado con la
neumonia. La fuerte induccionde ARNm de IRG1/ACODI1 concuerdacon
los efectos de IFN (56 27). En particular, el itaconato del producto ACOD1
ejerce actividad antiviral y se considera un objetivo farmacoldgico para
contrarrestar la hiperinflamacion.

Las células epiteliales de pulmén muestran una produccion
limitada de citocinas en respuesta al SARS-CoV-2, aunque pueden
participar en las vias antivirales de oligoadenilato sintetasa-ribonucleasa L
y proteina cinasa R. Esto explica por qué las células de linaje monocitico
se consideran actores clave de la respuesta inmune innata. Los BAS de
pacientes con infeccidon activa mostraron una baja expresion de
marcadores asociados con la presentacion de antigenos, seiales de
supervivencia y MX1 durante la infeccidn activa.

Fue notablelabajaexpresion de ARNm de HLA-DRB1, el gen que
codifica la subunidad f mas prevalente de HLA-DR. Esto concuerda con
la disminucion de la expresion de HLA-DR en monocitos de sangre
periférica de pacientes con COVID-19, lo que provoca hiperinflamacion y
presentacion defectuosa del antigeno mediada por IL-6.

Por el contrario, el aumento de la expresion de ARNm de
TMPRSS2 concuerda con el papel facilitador de esta proteasa
transmembrana en la infeccidn viral al escindir la glicoproteina S viral. De
manera reveladora, los polimorfismos de un solo nucleétido en el locus
21q22.3 dentro de TMPRSS2 y cerca de los genes MX1 se han asociado
con la enfermedad grave por COVID-19. El mecanismo por el cual los
patrones virales activan las células monociticas es objeto de una intensa
investigacion. Las células inmunes no expresan ACE2 o TMPRSS2,
aunque pueden contener incluso mas secuencias de ARN viral que las
células epiteliales (9. Del mismo modo, los monocitos pueden ser
inducidos durante la infeccion por SARS-CoV-2 para que expresen
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citocinas proinflamatorias mediante un mecanismo indirecto iniciado por
la union de la proteina del pico del SARS-CoV-2 a la plaqueta CD42b que
implica la activacion de la P-selectina y CD40L e impulsa la sefializacion
de los monocitos a través de la P- ligando-1 de glicoproteina de selectina
y CD40.

La interaccion directa de las células dendriticas convencionales con
el SARS-CoV-2 regula a la baja la expresion de los genes implicados en
la presentacion de antigenos y aumenta la respuesta proinflamatoria,
imitando asi el agotamiento inmunitario y la hiperinflamacién observados
en los pacientes. Ademasde losinformes clinicos sobre elpapelde TLR7,
los estudios experimentales respaldan la participacion de los TLR.
TLR7 y TLRS8 son genes duplicados en tindem en el cromosoma X, cuya
funcion muestra similitudes y especificidades. TLR8 no es funcional en
ratones, y TLR7 expresado en pDC y monocitos produce una tormenta de
citoquinas impulsadapor IFN tipo I en la influenza murina grave. Mientras
que TLR7 esta presente en monocitos, macrofagosy pDC, la expresion de
TLRS es un sello distintivo de las MDDC humanas.

El ARN rico en GU de la proteina espiga del SARS-CoV-2 desencadend
la mayor respuesta inflamatoria en los macrofagos humanos a través de
TLR8 en comparacion con el ssRNA40 derivado del VIH. En particular,
el ssRNA derivado del SARS-CoV-2 activé el inflamasoma y produjo la
secrecion de IL-1p.

Nuestros estudios BAS e in vitro muestran a TLR8 como un
elemento central en el reconocimiento del virus +ssRNA y sugiere una
participacion Unica de MDDC y TLR8 en el empalme y Ila
hiperinflamaciéon de XBP1.

Imiquimod indujo un conjunto limitado de respuestas MDDC. Sin
embargo, fue notable su efecto sobre el metabolismo energético, que
mimetizaba el efecto del LPS. El efecto sobre las citoquinas
proinflamatorias y sXBP1 fue insignificante y solo alcanz6 valores
significativos en presencia de palmitato. Cabe destacar que la combinacion
con IXA4 indujo sXBP1 pero no aumento la expresion de citoquinas.

Desafortunadamente, nuestro estudio no responde preguntas abiertas
sobre el papel real de TLR7 en la inmunopatologia y la defensadel SARS-
CoV-2. Un estudio reciente mostr6 que, si bien algunas variantes de TLR7
exhiben una fuerte pérdida de funciénen la produccionde IFN tipo I, otras
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variantes solo tienen un efecto marginal. lo que sugiere que TLR7 da forma
a la respuesta antiviral a través de mecanismos adicionales (s).
Nuestros datos concuerdancon Ito etal. hallazgos 29), quien fue el primero
en revelar que el agonista de TLR7/TLR8 R848 era 100 veces mas potente
que el imiquimod en MDDC humanos.

La unioén de sXBP1 a los promotores IL1B, IL6 y TNF inducida
por ssRNA40, junto con el efecto sélido de la modulacion farmacoldgica
de la actividad de la RNasa IREla en la expresion de citoquinas, indica
ademas que la rama IRE1a-XBP1 sustenta la produccion de citoquinas a
través de TLRS8. Estos resultados se asignan a las capacidades de TLR8
informadas anteriormente para TLR2 y TLR4, donde se requiere sXBP1
para la produccién sostenida de citocinas proinflamatorias.

7. CONCLUSIONES.

Se trata de una enfermedad nueva, desconocida y con gran
repercusion a nivel mundial, que debe ser més estudiada.

La implicacion de TLR7/8 y SXBP1 contribuyen a la sepsis viral, perfilar
el paisaje transcripcional, nosayuda a controlar la cascada inflamatoria,
identificar un factor patogénicoy proporcionar un biomarcador prondstico
temprano.

Durante la infeccion viral, los niveles de ARNm de ILB e IL6 fueron
significativamente mas bajos que los detectados en la neumonia
relacionada con covid-19.

Se han detectado altas cantidades de PGE2 en pulmones de pacientes con
neumonia por SARS-Cov-2 parece probable la participacion del sistema
PGE2/AMP ciclico/CREB en una ruta dirigida a contrarrestar la
hiperinflamacioén. Se confirma el papel informado de SXBPI en la
activacion transcripcional de COX2, TNFL, IL-1B e II-6.

La activacion de TLR8 induce una firma de citoquinas como la
observada en los BAS y apunta a la participacion central de los MDDC en
la respuesta innata al SARS-Cov-2.

La senalizacion de TLR podria impulsar la activacion de IRE-1L-
XBP1 durante la infeccion por SARS-Cov-2 y exacerbar la inflamacion.

ANALES DE LA REAL ACADEMIA DE MEDICINA Y CIRUGIA DE VALLADOLID, 58 (2024):
71-87. ISSN: 2530-6421



La tormenta de citoquinas en la enfermedad COVID-19... 83

(Podria ser la inhibicion de la actividad RNAs IREL1 un enfoque
terapéutico para la enfermedad grave por covid?.

La aplicabilidad del conocimiento derivado del estudio se dirige a
la posible utilizacion de farmacos activos sobre larama IREL-XBP1 como
moduladores de la respuesta inmune innata y de la tormenta de citoquinas
en la enfermedad covid-19.

A COVID-19 + | Age Age n COVID-19 - | Age Age n P value
h\.%\ (mean £5EM) Range {mean £ SEM) | Range
- | | [years) | | (years) |
L Total | 62.0742.381 | 11-92 | 60 | Total 55.5442.679 | 18-91 |59 | n.s.
Females 60.3143.877 | 11-92 | 26 | Females 55.6143.492 | 18-89 | 36 | n.s.
| Males [ 563.41#3.008 | 22-88 | 34 | Males 55.43$4.263 | 21-91 | 23 | nss.
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FIGURA 1. Secuencias de los trascritos del mRNA de XBP1 en muestras nasofaringeas. (A) Departamentos
médicos implicados en la obtencién de muestras y datos demograficos. (B) El splicing de 26 nucledtidos en la
secuencia NM_005080.4 genera la secuencia 531-549 en NM_001079539.2. La posicién de los primers se
muestra incluyendo el primer reverso que abarca la secuencia eliminada. (C) Gel de electroforesis en agarosa y
secuenciacion de los amplicones obtenidos en las reacciones de RT-PCR con primers de XBP1 mostrando la
migracion de los productos con splicing (sXBP1) y sin splicing (uXBP1). (D) Patrén electroforético de XBP1
en una serie de muestras de pacientes COVID-19 negativos y positivos. La presencia de tres bandas en algunos
casos se debe a la formacion de heteroduplexes. (E) Distribucion de pacientes de acuerdo con la presencia o
ausencia de sXBP1 en pacientes SARS-CoV-2 negativos y positivos. (F) Cuantificaciéon de sXBP1 frente al
XBP1 total (XBP1T) en muestras de pacientes COVID-19 positivos y negativos. (G) Cuantificacion de sXBP1
frente a XBP1 T en varones y mujeres SARS-CoV-2 positivos con splicing de XBP1. (H) Distribucién por
edades de pacientes con sXBP1. (I) Cuantificacion de sXBP1 frente a XBP1 total en pacientes SARS-CoV-2
positivos de acuerdo con su evolucion. *p < 0.05, ***p<0.005, pareado o no pareado (dos-cola).
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