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Resumen:

Introduccién: La identificacion del amplio tropismo del SARS-CoV-2 puede ser critico para la fisio-
patologia viral, siendo relevante conocer los mecanismos de infeccidn e identificar nuevas dianas tera-
péuticas.

Métodos: De la cavidad nasofaringea de pacientes positivos al COVID-19, se obtuvo muestras clini-
cas que se inocularon en las células Vero E6 y se analizaron mediante Microscopia Electronica. Se ob-
tuvieron muestras de tejido pulmonar y renal de fallecidos por Covid-19, evaluandose mediante Micros-
copia Electronica y Confocal.

Resultados: Se identificd un extenso dafio en las células Vero E6 infectadas, observandose particulas
de virus y viriones extracelulares, demostrando un efecto citopéatico. Se detecté un predominio de las
etapas mas avanzadas del Dafio Alveolar Difuso. Se evidencid la pérdida abundante de las células epite-
liales alveolares, la presencia de la proteina de la nucleocapside del SARSCoV-2 en las mismas, en ma-
crofagos alveolares, en células intersticiales y en fibroblastos; lo que sugiere una participacion viral
directa en el dafio endotelial y en el proceso inflamatorio. Ademas se detecto la presencia de la proteina
de la Nucleocépsida (NC) viral co-localizada en las células intersticiales renales, en el aparato yux-
taglomerular y en una variedad de células que muestran caracteristicas como la sefializacién con el
PPARy.

Conclusiones: Se realizé por primera vez el aislamiento del virus SARS-CoV-2 en Cuba en exudados
nasofaringeos de pacientes con COVID-19 en la linea celular Vero E6. Se identificaron novedosos pro-
cesos celulares y fisiopatologicos involucrados en la infeccion del virus SARS-CoV-2 y potenciales
dianas terapéuticas que revelan farmacos prometedores para combatir la COVID-19 y sus secuelas.
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I. INTRODUCCION

En el 2019, los Centros para el Control y la Prevencion de Enfermedades comenzaron a monitorear el
brote de un nuevo coronavirus, SARSCoV-2 (del inglés severe acute respiratory syndrome coronavirus-
2), que causa la enfermedad respiratoria que conocemos actualmente como COVID-19.

La deteccion del SARSCoV-2 en diferentes 6rganos y diversas manifestaciones del COVID-19, como
complicaciones del Sistema Nervioso Central y cardiovascular, lesion renal y sintomas del tracto gastro-
intestinal, sugieren que los sitios de infeccion extrapulmonares contribuyen a la fisiopatologia de la en-
fermedad(1). EIl analisis post mortem y el posible impacto del SARSCoV-2 en diferentes drganos es
valioso para comprender la propagacién del virus y los mecanismos fisiopatolégicos de la infeccién.
Especialmente, la identificacion del tropismo celular viral puede ser critico para la patologia inducida
por virus, siendo relevante para conocer los mecanismos de infeccion del SARSCoV-2 e identificar
nuevas dianas terapéuticas.

Este trabajo se basa en la caracterizacion por Microscopia Electronica y Confocal del virus
SARSCoV-2; desde su aislamiento en exudado nasofaringeo reportandose el primer caso en Cuba del
virus SARSCoV-2; diagnéstico y caracterizacion viral en varios tejidos de pacientes con COVID-19 y
su relacion con la fisiopatologia, amplio tropismo, dianas moleculares y terapéuticas en autopsias de
fallecidos por COVID-19.

Esta investigacion consta de 2 bloques experimentales y objetivos:

1) AISLAMIENTO Y CARACTERIZACION DEL SARSCOV-2. Analisis por Microscopia Elec-
tronica (ME) del aislamiento del SARSCoV-2 de pacientes cubanos con COVID-19, en células Vero
E6.

2) FISIOPATOLOGIA, TROPISMO, DIANAS MOLECULARES Y TERAPEUTICAS

(@ Pulmon

(b) RifoNn

2.1 Potenciales Dianas Terapéuticas

2.2 Farmacos prometedores para combatir el SARS CoV-2

Il. METODO

Las muestras analizadas en ambos bloques experimentales fueron de pacientes (bloque 1) y fallecidos
(bloque 2) diagnosticados positivos al COVID-19, segun su anélisis de PCR en Tiempo Real (Reverso-
Transcripcion- Reaccion en Cadena de la Polimerasa), en el Hospital General Militar Dr. Luis Diaz So-
to, La Habana. 1) Se obtuvieron cuatro muestras de la cavidad nasofaringea y los hisopos (muestras
clinicas) se colocaron en Medio Esencial Minimo (MEM) y suero bovino fetal al 1%. Las células Vero
E6 se cultivaron en MEM vy se inocularon con muestras clinicas a 37°C. El efecto citopatico (ECP) se
registré diariamente bajo un microscopio invertido. Los pocillos en los que se observé un ECP se fija-
ron en glutaraldehido al 3.2%, tetroxido de osmio y se deshidrataron en concentraciones crecientes de
etanol. Las secciones ultrafinas de 50nm se examinaron con un Microscopio Electronico de Barrido
MIRA3-TESCAN, utilizando un detector de transmision de electrones a las 72 horas después de la in-
feccion. 2) Se estudiaron cinco pacientes que fallecieron por COVID-19. Se obtuvieron muestras de
organos viscerales, incluidos los pulmones y los rifiones dentro de las 3 horas posteriores a la muerte.
Para preparar criocortes, los tejidos se fijaron con paraformaldehido durante 2 horas. El SARSCoV-2 y



las caracteristicas patoldgicas se evaluaron mediante la Microscopia Electrénica (ME)(3) y la Micros-
copia Confocal (MC)(4). Las muestras se analizaron utilizando el Microscopio de fluorescencia de ba-
rrido laser OLYMPUS FV1000 1X81 y el software de imagenes FlowView Viewer v3.1.

I1l. RESULTADOS

A. Andlisis por Microscopia Electronica, del aislamiento del SARSCoV-2 de pacientes cubanos con
COVID-19, en células Vero E6.

Las células Vero E6 infectadas mostraron dafio extenso o muerte celular. En las muestras clinicas se
pudieron observar particulas de virus y viriones extracelulares, que variaban de 80 a 125 nm de diame-
tro (Fig. 1A). En particular, las particulas virales se mostraron en vesiculas lisas intracelulares y virio-
nes extracelulares en estrecho contacto con la membrana plasmatica y las protuberancias de filopodios
(Fig. 1B, 1D). Las células infectadas dafiadas contenian abundantes particulas virales ubicadas cerca de
las vesiculas de doble membrana (Fig. 1C). Estas particulas pueden encontrarse en varias vesiculas (Fig.
1C) que pueden detectarse en el medio extracelular.

Figura 1: Microscopia Electrénica de células Vero E6 infectadas con SARSCoV-2. Se muestran células Vero E6 no
infectadas (A), sin particulas virales, N: nucleo. Células Vero E6 infectadas con el aislamiento del SARSCoV-2 C2018 (B),
C2016 (C) y C2017 (D) (72 horas después de la infeccion). B: Parte de una célula Vero E6 dafiada. Obsérvese las vesiculas
lisas que contienen particulas virales (flechas) y viriones liberados extracelular (puntas de flecha grandes) cerca de la super-
ficie de los filopodios (F). Obsérvese las particulas virales dentro de una vesicula entre los restos de una célula dafada (pe-
quefas puntas de flecha). C: Parte de una célula Vero E6 dafiada, con particulas virales (flechas) cerca de vesiculas de doble
membrana (*). N: ndcleo. D: Parte de una célula Vero E6 con viriones extracelulares en contacto con la membrana celular
(flechas). (Barras: 1 pm).
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B. Nuevas dianas celulares y moleculares involucradas en la fisiopatologia de COVID-19 en tejidos
post-mortem de pulmén, rifidn e higado y cerebro

1) PULMON

Figura 2. Microscopia Confocal de secciones de pulmén del paciente R incubadas con varias combinaciones de anti-
cuerpos de conejo y raton contra la nucleocpside (NC) y las proteinas del huésped, seguidas de Alexa 647-(A647) e
IgG anti-raton / conejo conjugadas con fluoresceina / FITC solas o en diferentes combinaciones, o tefiido con Oil red
(ORO, canal Tx Red); y DAPI para tefiir el ntcleo (canal azul). A) Nucleocapside (NC)-(A647) localizado en células
de tipo endotelial CD34 + (FITC) (flechas). B) NC (FITC) y fibronectina (Fib) (A647) co-localizados (merge) en los
tabiques alveolares con un patrén de particulas (punta de flecha) o una tincién similar a fibrilar (flecha) relacionada con
las células productoras de Fibronectina (FiB9. C) Nucleocapside (NC) (FITC) co-localizado con vimentina (VMT) +
(A647) (puntas de flecha). D) Se detectdé NC (A647) en células que mostraban GL concomitantes (ORO) y PPARYy ac-
tivado (FITC) (puntas de flecha) y también en células que contenian gotitas de lipidos (GL) pero no PPARy activado
(flechas). E) NC (A647) localizado en macréfagos alveolares (puntas de flecha) e intersticiales (flechas) CD163 +
(FITC). Merge: colocalizacién. Barras: 50 pm.



Tanto las evidencias clinicas como patoldgicas indican el desarrollo del Sindrome de Dificultad Res-
piratorio Agudo (SDRA) en todos los pacientes estudiados. El tejido pulmonar mostrd evidencias de un
patrén distintivo de Dafio Alveolar Difuso (DAD) con fases avanzadas predominantes (fases fibroproli-
ferativas y fibroticas). A través de las técnicas de inmunohistoquimicas por MC, la proteina de la nu-
cleocapside (NC) del SARSCoV-2 fue localizada en el epitelio alveolar ACE2+, en las células de tipo
endotelial (CTE), en las células similares a Macrofagos (CSM), en las células epiteliales bronquiales y
en las alveolares (K10), en las células progenitoras endoteliales (CD34) (Fig. 2A) y en los monocitos /
macrofagos (CD68).

Para agregar evidencia de la interaccion del SARSCoV-2 con componentes de la matriz extracelular
(MEC) y en células similares a fibroblastos (CSF), analizamos la co-localizacién de la NC con las dia-
nas moleculares claves involucradas en la respuesta de reparacion tisular (RRT) y en la patologia pul-
monar. La NC se co-detect6 con la fibronectina en los tabiques alveolares (Fig. 2B), revelando una tin-
cién de tipo fibrilar y un patrén de particulas intracelulares en las células lipogénicas similares a
fibroblastos pulmonares (CLSF). En particular, se encontrd la NC en las células Vimentina+ (VMT+),
incluidas las células similares a fibroblastos (CSF) (Fig. 2C). A continuacion, se investigo la presencia
del SARSCoV-2 en lipofibroblastos (LPF). Sorprendentemente, la NC pudo identificarse en las células
intersticiales que mostraban la presencia simultanea de gotas de lipidos y PPARYy activado, lo que sugie-
re la presencia del SARS-CoV 2 en los lipofibroblastos (LPF) que muestran la sefializacion de PPARy
(Fig. 2D).
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Figura 3: Microscopia Confocal de secciones de rifién del paciente R incubadas con varias combinaciones de anticuerpos
de conejo y ratén contra nucleocépside (NC) y proteinas del huésped, seguidas de Alexa (A647)-e 1gG anti-ratn / conejo
conjugadas con fluoresceina / FITC ya sea solas o en diferentes combinaciones y DAPI para tefiir el nucleo (color azul).
Secciones de corteza renal que ilustran, A) 1,2: Se detectd nucleocépsides (NC)-(A647) en células epiteliales de tabulos
(flechas) y células intersticiales peritubulares (puntas de flecha); 3,4: nucleocépsides (NC)-(A647) se detectd en el aparato
yuxtaglomerular incluyendo células perivasculares y yuxtaglomerulares de la arteria aferente (flecha), macula densa y epite-
lio del tubulo distal (puntas de flecha con cola) y células mesangiales extraglomerulares (punta de flecha roja). También
nucleocapside (NC) localizada en células intersticiales (flecha curva). (G: glomérulo). B) Nucleocépside (NC)-(A647) loca-
lizado en las células intersticiales peritubulares de fibronectina (Fib) + (FITC) (flechas). C) Corte medular renal que ilustra
nucleocapside (NC)-(A647) localizado en el endotelio de los vasos CD34 + y las células intersticiales (puntas de flecha).
Merge: colocalizacion. Barras: 50 pum.

El andlisis de inmunofluorescencia de SARSCoV-2 mostrd una tincion citoplasmatica granular irre-
gular de la NC en las células epiteliales tubulares (Figura 3) que expresaban ACE2. Curiosamente, la
NC también se localizd en las células intersticiales peritubulares con fibronectina y ACE2+. Es impor-
tante destacar que se observo la NC predominantemente en el aparato yuxtaglomerular. Ademas, se pu-
do detectar la NC en los podocitos, en las células mesangiales y en las endoteliales de algunos gloméru-
los. Ademas, se detect6 la NC en la region medular, en el endotelio de los vasos CD34+ y en las células
intersticiales.

Otro hallazgo interesante fue la presencia de la NC tanto en la fibronectina cortical peritubular y me-
dular, como en las células intersticiales ACE2+. Las células lipogénicas similares a fibroblastos renales
(CLSF) forman la masa principal de células intersticiales y realizan una variedad de funciones endocri-
nas en diferentes zonas intrarrenales. Es interesante notar que la deteccién de la nucleocéapside (NC) en
las células intersticiales se relaciond con la acumulacién de fibras de colageno en el intersticio renal, lo
que sugiere el desarrollo de la fibrogénesis. Por otro lado, las células intersticiales del lecho capilar peri-
tubular de la corteza renal han participado en la deteccién del contenido del oxigeno arterial que esta
relacionado con la tensién del oxigeno alveolar y con el intercambio de los gases alveolares (16).

C. Fisiopatologia y Dianas terapéuticas

La lesion pulmonar directa mediada por el SARSCoV-2 se ha demostrado que es relevante en las
primeras etapas de la infeccidén, mientras que las etapas posteriores del desarrollo del DAD se han aso-
ciado principalmente con las respuestas del huésped. Se identificé un predominio de las etapas mas
avanzadas del DAD, respecto a la exudativa, en las muestras analizadas en este estudio. La presencia de
la NC en la interfaz del endotelio capilar y de las células epiteliales alveolares, asi como en el tejido
conectivo adyacente, implica directamente al SARSCoV-2 en el dafio sostenido y en la interferencia con
la interfase alveolar aire-sangre, en la desregulacién de la respuesta inmune que conducen a un aclara-
miento viral deteriorado, una regeneracion epitelial reducida y una remodelacidn tisular patoldgica. Esto
concuerda con otros estudios que describen la presencia de los componentes del SARSCoV-2 en el en-
dotelio capilar de los pulmones y un aumento de la expresion de ACE2 en el endotelio vascular(8). Los
nuevos hallazgos de este trabajo incluyeron la deteccion de los componentes del SARSCoV-2, que su-
gieren una infeccion viral en una variedad de células incluidas: las células lipogénicas similares a fibro-
blastos (CLSF) pulmonares que muestran caracteristicas de lipofibroblastos (LFP), como la sefializacion
con PPARY activado, las gotas de lipidos (GL) que expresan fibronectina y vimentina, siendo estas mo-
léculas posibles dianas de terapias antivirales.



Otro hallazgo interesante fue la presencia de la NC tanto en la fibronectina cortical peritubular y me-
dular renal, como en las células intersticiales ACE2+. Por otro lado, las células intersticiales del lecho
capilar peritubular de la corteza renal han participado en la deteccion del contenido del oxigeno arterial
que esta relacionado con la tension del oxigeno alveolar y con el intercambio de los gases alveolares.
Este proceso regula la produccion de eritropoyetina (EPO) y eritropoyesis por las células intersticiales
renales. Este hallazgo plantea la posibilidad de que el SARSCoV-2 pueda afectar directamente y desre-
gular funciones criticas de estas células, como la regulacion del sistema renina-angiotensina-aldosterona
(SRAA) que esta involucrado en la regulacion de la presion arterial y la homeostasis de electrolitos(9).

D. Farmacos prometedores para combatir el Sarscov-2

El CIGB 210 es un péptido de 18 aa derivado de la region 1A de queratina-10(11) y se ha asociado su
efecto a la vimentina. Actualmente se asocia a la vimentina como posible diana para el tratamiento de
COVID-19(12). Dado que la vimentina tiene un papel en la enfermedad, el uso de farmacos dirigidos a
la vimentina puede ofrecer una ventaja sinérgica para el tratamiento del SARSCoV-2.

IV. CONCLUSIONES

e Se realizo por primera vez el aislamiento del virus SARSCoV-2 en Cuba en exudados nasofarin-
geos de pacientes con COVID-19, en la linea celular Vero E6, utilizando la Microscopia Elec-
tronica para confirmar también su efecto citopatico.

e Se detecto la presencia de la proteina de la nucleocapside del SARSCoV-2 en células epiteliales,
endoteliales, en macrofagos alveolares, en células intersticiales y en los fibroblastos en: pul-
mones Y rifiones; lo que sugiere una participacion viral directa en el dafio endotelial y en el
proceso inflamatorio.

e Se detectd la presencia de la proteina de la NC viral co-localizada con moléculas claves tales
como: la Fibronectina, la Vimentina, el PPARY, involucradas en la respuesta de reparacion ti-
sular y en el ciclo de vida viral; lo que apunta a estas moléculas como potenciales dianas anti-
virales.

e Se detecto la presencia de la proteina de la NC viral co-localizada en las células intersticiales re-
nales, en el aparato yuxtaglomerular y en una variedad de células que muestran caracteristicas
como la sefalizacion con el PPARY, lo que sugiere que el SARSCoV-2 puede interferir direc-
tamente con las funciones renales criticas involucradas en la patogénesis del COVID-19.
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