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Resumen: Se ha informado que la infeccidn por SARS-CoV-2 tiene al menos tres aspectos: la capacidad patogénica del virus,
la susceptibilidad y la interaccién virus-huésped en un ambiente. Para varios virus, estd demostrado que tienen receptores
celulares especificos de unién con las células y son determinantes en la entrada o no del virus a las células. Para el virus SARS-
CoV-2, se conoce que el receptor ACE2 (Enzima Convertidora de Angiotensina 2), es clave para que el virus se adhiera a la
membrana celular del epitelio pulmonar, al neumocito. El receptor ACE?2 tiene su gen especifico con el mismo nombre localizado
en el cromosoma Xp22.2 y tiene a su vez interacciones con algunos genes. Nos propusimos encontrar interacciones de proteinas
que tengan relacién con la entrada, sintomatologia y progreso de la COVID-19 y con otras proteinas similares o coadyuvantes.
Estas interacciones son extremadamente importantes para entender la fisiopatologia de la enfermedad y los diversos grados
de afectacién que se han observado asintomaticos, leves, moderados, graves y criticos, lo que se conoce como heterogeneidad
clinica. La heterogeneidad en los sintomas es probable que refleje una heterogeneidad de interacciones de proteinas que se
encuentran interrelacionadas con la infeccién por el virus COVID-19 y su correlacion entre si. La meta final es encontrar los
genes que comandan estas interacciones proteicas y asociarlas con la variacion clinica. Este es un estudio inicial de interactoma
proteico para continuar con el analisis de proteinas especificas y sus variantes en la poblacion ecuatoriana.
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Abstract: The SARS-CoV-2 infection has been reported to have at least three aspects: the pathogenic capacity of the virus,
susceptibility, and virus-host interactions. For several viruses, it has been demonstrated that they have specific cell-binding
receptors and are determinant in whether or not the virus enters the cells. For the SARS-CoV-2 virus, the ACE2 receptor (Angiotensin
Converting Enzyme 2) is known to be critical for the virus to adhere to the cell membrane of the lung epithelium, the pneumocyte.
The ACE?2 receptor has its specific gene with the same name on the Xp22.2 chromosome and has interactions with some genes. We
set out to find protein interactions related to the entry, symptomatology, and progress of COVID-19 and other similar or adjuvant
proteins. These interactions are fundamental to understanding the disease's physiopathology and the different degrees of affectation
observed asymptomatic, mild, moderate, severe, and critical, known as clinical heterogeneity. The heterogeneity in the symptoms is
likely to reflect the heterogeneity of protein interactions related to the infection by the virus COVID-19 and its correlation between
them. The final goal is to find the genes that command these protein interactions and associate them with a clinical variation. This
is an initial study of protein interaction to continue with analyzing specific proteins and their variants in the Ecuadorian population.
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|
Introduccion

Existen informes que la infeccion por el coronavirus
SARS-CaV-2 a humanos tiene al menos tres aspectos inte-
rrelacionados, la capacidad patogénica del virus, la suscepti-
bilidad o resistencia del huésped a la infeccidn que tiene que
ver con la genética e inmunidad, y la interaccién virus-huésped
en un ambiente (micro o macro) determinado, es decir efectos
epigenéticos'®,

Se ha estudiado muchos procesos de infecciones virales,
bacterianas, micoticas y parasitarias, en que las propiedades
bioldgicas y moleculares del organismo infectante, no son las
Unicas para que se produzca una infeccién. Para los virus, se
conoce que los receptores celulares especificos de unién con
las células son determinantes en la entrada o no del virus a
las células. Asi por ejemplo el VIH, necesita de los receptores
CCR5y CXCR4 para que el virus se adhiera a la célula y deposi-
te su material genético en su interior“S. La interaccion, protei-
na viral con receptor celular en el SARS-CoV-2 es clave para la
enfermedad, aunque la totalidad de sus receptores especificos
no se los conoce con exactitud.

Se conoce que el receptor ACE2 (Enzima Convertidora de
Angiotensina 2) es clave para que el SARS-CoV-2 se adhiera a
la membrana celular del epitelio pulmonar, al neumocito®®. Por
tanto, encontrar las interacciones de esta proteina con otras si-
milares o coadyuvantes, es extremadamente importante para
entender la fisiopatologia de la enfermedad y los diversos gra-
dos de afectacién que se han observado®. Esta proteina esta
originada en un gen del mismo nombre que se localiza en el cro-
mosoma Xp22.2 y que interactua con muchos genes.

Esté descrito que el virus produce una heterogeneidad cli-
nica en los pacientes, quienes pueden ser asintomaticos, otros
con sintomas leves, moderados y los hay también con sinto-
matologia grave y criticao,

Considerando esta heterogeneidad clinica y la interrelacion
virus-huésped, es legitimo asegurar que los determinantes ge-
néticos individuales y poblacionales juegan un papel trascen-
dental en la presencia o no de la enfermedad, en la incidencia
etaria y geogréfica diferente®®, Las variantes proteicas del
huésped tienen sin duda relacién con las variantes genéticas
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que en Ultima instancia determinan la estructura de proteinas.

Para entender esta relacion virus-huésped y su compleja
heterogeneidad, se realizé un estudio in silico de la interaccion
de las posibles proteinas involucradas en la infeccién y la res-
puesta al virus, asi como estudiamos los datos de secuencia-
cién masiva en nuestro Centro.

|
Materiales y métodos

Busqueda Bibliografica

Al ser una enfermedad nueva, para el anélisis de genes
de resistencia y predisposicion y su posterior estudio de inte-
racciones, partimos de una amplia revision de la literatura que
sugiera o demuestre los factores que intervienen en la infec-
cion. Se realizd un interactoma que identifique las proteinas
especificas involucradas en la adhesion y entrada del virus, asi
como, los signos, sintomas y progresién de la COVID-19.

Se utilizé el programa STRING: functional protein asso-
ciation networks v. 11.0 (string.com)* en donde se ingresé las
proteinas encontradas segun literatura para de esta manera
ver si existe una posible relaciéon entre las mismas en el sof-
tware Cytoscape v3.8.1"° se ingreso la proteina y el virus para
conocer las relaciones que existen.

Toda la documentacion revisada parte de la proteina ACE2
descrita como la esencial en la infeccidn, por tanto, en el anélisis
es el eje central. Luego se correlaciond con los datos fisiopato-
légicos de la COVID-19 que resumen dos aspectos esenciales
en la clinica de la enfermedad: un cuadro similar a una reaccién
antifosfolipidica, y un cuadro asociado de hiperimflamacion me-
diada por una sobrecarga de macrocitos y citoquinas, estas co-
rrelaciones las profundizamos segun la agrupacion sindromica
mas evidente de la COVID como la respuesta inmune, sintoma-
tologia pulmonar, cardiovascular y renal.

Priorizacion de proteina

Se parte de una aproximacion inicial de 23 mil proteinas
encontradas luego de la revision bibliografica y el filtrado de
las proteinas que se han visto segun evidencia estan mas in-
volucradas en la entrada y respuesta inmune del virus. Pos-
teriormente se realizaron consecutivas priorizaciones mas
profundas, tomando en cuenta Unicamente las proteinas que
muestren interaccién entre si y que se encuentren relacio-
nadas directamente a COVID-19 y su cuadro clinico. Las in-
teracciones evaluadas fueron de primera linea de interaccion,
segunda linea de interaccion y proteinas probables de interac-
cion. El analisis prioriza bases de datos de proteinas determi-
nadas experimentalmente, con conocimiento de funciones de
genes originarios, coocurrencia de genes, genes vecinas, co-ex-
presiones de proteinas genéticamente determinadas y por ho-
mologia de proteinas.

Adicionalmente, realizamos el analisis de las bases de
datos de 10 individuos ecuatorianos, en quienes tenemos re-
sultados de secuenciacién masiva para 4813 genes, es decir un
andlisis de 48130 secuencias, aplicando la tecnologia del equi-
po Ilumina MiSeq. Para el grupo de individuos ecuatorianos, fil-
tramos la informacion de nuestra base de datos, de acuerdo a
la priorizacion de genes.

|
Resultados

Se realizé un analisis in silico usando el software String y
Cyoscape para la proteina multifuncion ACE2, descrita como

la principal via de entrada del virus al organismo. Esta proteina
tiene interaccidn con otras proteinas que actuan como recep-
toras o correceptoras para el virus las cuales son TMPRSS?2,
NRP1, AGTR1, MASI, IFITMs y las distintas interacciones con
secuencias especificas del virus SARS-CoV-2 y proteinas en el
citoplasma o extracelulares. También se analizan los medica-
mentos que se encuentran disponibles hasta el momento, de
acuerdo a su funcion especifica sobre las proteinas: cloriquina,
aloxistatina, camostat (Fig. 1).

Partiendo del andlisis inicial de proteinas receptoras y del
virus informadas en la bibliografia, se obtuvo un total de 23
mil proteinas, se priorizo la informacion tomando en cuenta
las proteinas que segun hibliografia mostraban estar envuel-
tas dentro de la adhesién a membrana celular y entrada del
virus y desencadenamiento de la enfermedad, se obtuvieron
101 proteinas correlacionadas entre si. Después de una poste-
rior priorizacién tomando en cuenta Unicamente las proteinas
que tengan interaccién entre si, se determind 45 proteinas, de
las cuales, 38 proteinas tienen fuerte o mediana correlacion
segun lo predicho por el software STRING.

Once de estas proteinas son las que mostraron interaccio-
nes y co-expresiones fuertes: ACE2 con AGT, AGTR1 y 2, REN,
MME, PRCP, MEP1A y B, XPNPEP2 y DPP4 (Fig. 2). EL andlisis
muestra que seis proteinas tienen homologia funcional y acttian
correlacionadamente. Solamente en DPP4 no ha sido probada
experimentalmente su funcién directa en asociacion con ACE2,
mientras que todos los demas tienen correlaciones tan altas
como 0,991 para AGT o las mas bajas de 0,858 para AGTR2. La
correlacién media de estas once proteinas es de 0,844. La Tabla
1, muestra los posibles genes especificos para las once protei-
nas interactuantes, asi como localizacién y funcion.

Las once proteinas mas correlacionadas estén involucra-
das en las funciones de renina-angiotensina, el agiotensing-
geno, carboxipetptidasas, beta meprina, por lo que controlan
funciones como la presién arterial sistémica, volumen sangui-
neo, produccion de aldosterona, degradacién de proteinas, se-
fializacion adrenérgica en cardiomiocitos, interaccion ligando
receptor neuroactivo, metabolismo de hormona peptidica e
implicacidn en el sistema de las rodopsinas.

En un segundo anélisis de priorizacion, se encontré in-
teracciones entre 21 proteinas, las cuales involucran nuevas
actividades sobre control hormonal de la presién sanguinea,
cuatro tienen funcién asociada a la adiccién a la morfina y su
degradacion, y dos tienen asociacién funcional con el glucagoén.
Todo esto con una correlacion de 0,74.

Los posteriores analisis del interactoma para 31 protei-
nas hasta 101, dieron una correlacion media de 0,748, eviden-
ciando asociaciones funcionales que participan en el volumen
sanguineo y la circulacion, sefializacion de las relaxinas y qui-
miocinas; dos proteinas tienen funcion en endotelios y cuatro
se relacionan con actividad proteasa similar a la tripsina, por
lo que participarian en la degradacién de tejidos. Se muestran
funciones relacionadas con la respuesta a farmacos sobre re-
nina y sobre respuestas farmacoldgicas a los moduladores de
renina-angiotensina. Todas estas funciones, descritas y asocia-
das a la fisiopatologia de la COVID-19.

El andlisis de asociacion de 101 proteinas (Fig. 3), dio
como resultado un coeficiente de correlacion de 0,676 y mues-
tra similares funciones a las descritas para el cluster de once
proteinas, pero se evidencia nuevas funciones como calidad
bioldgica (peso, talla, tamafno de dérganos, color, masa, etc.)
caracteristicas claramente epigenéticas con 83 proteinas, 54
proteinas tienen funcién en la membrana plasmatica celular.
A este nivel de correlacion se aprecian 21 proteinas que coad-
yuvan en la desregulacion de la renina-angiotensina, con los
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Figura 1. Interrelacion proteinas viricas con proteinas receptoras del virus SARS-CoV-2. Se muestran los farmacos y su inte-

raccion proteica. Construida en Cytoscape.

consiguientes efectos fitopatoldgicos descritos para la enfer-
medad. También encontramos 27 proteinas involucrados en
quimiorreceptores gue, como se conoce, estan involucrados en
el acoplamiento de proteinas, farmacos, etc. Se encontrd 15
proteinas incluidas en el desarrollo de cancer.

Al analizar las posibles proteinas de predisposicion y re-
sistencia al SARS-CoV-2, de las bases de datos de secuen-
ciacién masiva de individuos ecuatorianos, encontramos que,
existe una correlacién en 30 proteinas, de las cuales los si-
guientes: ACE2, ACE1, ACACA, HGD, TICAM1, TLR7, ROSI,
ACACA, XPNPEP2, MEP1B, PRCP, MME, REN, AGTR, AGTR1
y AGTR2, evidencian una mayor asociacion, con un coeficiente
de correlacion de 0,54, seguin se muestra en la Fig. 4.

|
Discusion

El presente trabajo consiste en un analisis in silico de prio-

rizacion de proteinas que parten de conocimientos previos bi-
bliogréficos y que se encuentran conexas directamente con la
infeccidn, sintomatologfa, severidad y progresion de COVID-19,
y revisa los datos de 10 individuos ecuatorianos a quienes se
realizd la secuenciacion masiva de 4813 genes. El andlisis par-
te de 23 mil proteinas y luego de varios filtros aplicados se fil-
tré 101 proteinas, luego 45, 38, 21, hasta llegar a 11 que se en-
cuentran mas fuertemente relacionadas con el receptor ACE2
adherente de la proteina de espiga (S) del SARS-CoV-21271213,
Este andlisis es importante en la actualidad, ya que al no existir
conocimientos previos de interacciones proteicas para la unién
virus-huésped, evidenciar interacciones nos llevan a entender
el proceso fisiopatoldgico de la enfermedad.

En el primer andlisis realizado en Cytoscape de proteinas
receptoras de entrada del virus con la interaccién con las pro-
teinas del virus se obtuvieron varias proteinas descritas tam-
bién en bibliografia: segin Mousavizadeh y Ghasemi (2020)
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Figura 2. Interactoma inicial de 11 proteinas a partir de ACE2. El nodo rojo es la proteina de consulta, los nodos blancos son
la segunda capa de interactores. La linea de union turquesa representa interacciones de bases de datos seleccionados; rosada,
determinada experimentalmente; verde oscuro gen vecino; rojo, fusiones de genes; azul, co-ocurrencia de genes; verde claro,
extraido de bibliografia; negro, co-expresion; celeste, homologia de proteinas.

Figura 3. Interactoma para 101 proteinas a partir de ACE2. El nodo rojo es la proteina de consulta, los nodos blancos son la
segunda capa de interactores. Linea de unidn turquesa, interacciones de bases de datos seleccionados; rosada, determinada
experimentalmente; verde oscuro, gen vecino; rojo, fusiones de genes; azul, co-ocurrencia de genes; verde claro, extraido de
textos; negro, co-expresion; celeste homologia de proteinas.
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Figura 4. Interactoma de personas infectadas por el SARS-CoV-2 que son asintomaticos, con sintomatologia leve, moderada y grave.

al igual que otras investigaciones, el virus SARS-CoV- 2 usa
la proteinaTMPRSS2 para completar la entrada a la célula,
debido a que la proteina S del receptor del virus se pega la
ligando de ACE2 mediante la activacién de TMPRSS2 como
proteasa:'*'® seguiin Cantuti et. al (2020) y Daly et. al (2020),
la proteina NRP1 actua en la entrada del virus a la célula en
vez de usar ACE2, esto debido a la gran expresion del mismo
en células epiteliales permitiendo la entrada celular, vascular
y tisular;!%% la proteina AGTR1, también encontrada dentro de
nuestras interacciones proteina-proteina, otras investigacio-
nes revelan que su expresion estd relacionada a posibles da-
fios pulmonares;”*?? algunas investigaciones han identificado
a la proteina MAS1 que se encuentra en células endoteliales
como un receptor del ligando ACE2, que incluso deficiencias
pueden causar insuficiencia cardiaca sistélica, incrementar la
presidén sanguinea, entre otras;?*?° las proteinas IFITMs han
mostrado en varias investigaciones que estan involucradas en
promover la infeccion causada por el virus??,

El analisis del interactoma ACE2 para COVID-19 arrojé pa-
ralelamente datos sobre actividad de algunos farmacos sobre
la enfermedad que fueron utilizados en algun momento para
tratar a pacientes, los resultados al reanalizarlos determina-
ron que se deje de usarlos por diferentes reacciones adversas.
Tres fdrmacos encontrados en el andlisis por software, llama-
ron nuestra atencién: cloriquina droga disefiada inicialmente
para la malaria, que se ha discutido mucho sobre su efectividad
para tratar la COVID-19, se han realizado varias investigacio-
nes in vivo, sin embargo, no puede considerarse hasta el mo-
mento como un medicamento definitivo para curar la enferme-
dad pudiendo incluso tener efectos secundarios graves como
toxicidad;?®* aloxistatina fue un medicamento inicialmente
disefiado para tratar la distrofia muscular y en varias investi-
gaciones se ha probado su efectividad para el tratamiento de la
CQVID-19, es un inhibidor de la cistina proteasa la misma que
ha sido confirmada su requerimiento para la entrada del virus
sugieren varias investigaciones que el tratamiento con este
medicamento reduce la entrada a la célula en un 92.3%:32%
camostat fue otro medicamento disefiado para tratar la pan-
creatitis pero re direccionado para tratar la COVID-19, es un
inhibidos de proteasa que segun varias investigaciones inhibe

a TMPRSS2 bloqueando el desarrollo y patogénesis del virus,
esto dependiendo de la dosis que vaya a ser usada en los pa-
cientes ha sido recomendado como antiviral*%,

Las proteinas que mostraron una correlacién fuerte ACE2,
han sido descritas en la bibliografia por tener alguna relacién
directa con la entrada o prondstico del virus, segun Xu, et. al,
(2020), AGT es de las proteinas principales que interactdan
con ACE?2 después de la unién del virus SARS-CoV-2;® se-
gun Milne et. al (2020), la expresién de la proteina AGTR1 ha
mostrado ser protectora ante dafios al pulmadn, por lo que en
pacientes con COVID-19 severo se ha visto que bajan los ni-
veles de AGTR1 mientras suben los de ACE2;"® seguin Cui et,
al (2020), la proteina AGTR2 tiene una interaccion importante
con ACE2, teniendo a si vez una gran afinidad con la proteina
Spike del virus 2019-nCoV, permitiendo su entrada, por lo que
podria ser considerado como una proteina de entrada del vi-
rus a las células;®® la proteina REN mostrd tener relacion con
ACE?2 después de un anélisis realizado por Tas et. al (2020), te-
niendo esta protefna un rol principal en la homeostasis de so-
dio, balance de fluidos y presion sanguinea;*® Zolfaghari, Falak
and Bahereini (2020), realizaron un estudio de asociacién para
la patogénesis de SARS-CoV-2 y encontraron que la proteina
MME tiene una asociacion directa con patogénesis en érganos
respiratorios, renales y sistema sanguinea debida que causa
una concentracion de CO, en la sangre lo que causa edema
pulmonar y fallo renal o pulmonar;*® Goothy y Kumar (2020)
realizaron una red de proteinas de interaccion con ACE2 simi-
lar al presente estudio, en donde encontraron que la proteina
PRCP esté relacionada a unién de la membrana del virus;* de
igual manera segun Goothy y Kumar (2020), las proteinas ME-
P1A, MEP1B, XPNPEP2 y DPP4son parte de la interaccién de
union de membrana junto con ACE?2 y otras proteinas con el
virus*.,

Quince proteinas del interactoma estan incluidas en el
desarrollo de céncer. lo que es llamativo porque el gen ACE2
participa también en la metilacién de ADN y ARN y esto a su
vez es camino esencial en la carcinogénesis de al menos 30
canceres. En este cluster de asociacion destacan la WDFY1
que estd involucrada en la reaccién inflamatoria inducida por
citoquinas, la TICAM1 involucrada en la inmunidad innata con-
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tra patogenos, la TLR3 componente clave en la inmunidad
innata y adaptativa, TBK1 que juega papel esencial en la regu-
lacion de la respuesta inflamatoria a agentes extrafos, la IRF7
regula la respuesta inmunitaria mediada por interferon, la IL10
que inhibe la sintesis de citoquinas producidas por macréfagos
activados y la SERPINAL que esté involucrada en la funcion de
coagulacion y la plasmina®!01L13,

ACE2, ACE1, ACACA, HGD, TICAM1, TLR7, ROS1, ACA-
CA, XPNPEP2, MEP1B, PRCP, MME, REN, AGTR, AGTR1 vy
AGTR?2, con coeficiente de correlacion de 0,54 (Fig. 3), estan
involucradas en algunos de los sintomas de la COVID-19 como
regulacion de la presion arterial (nodos verde), respuesta in-
munoldgica, volumen sanguineo (nodos en azul), regulacién de
renina-angiotensina (nodos en rojo), reaccion de trasplante in-
jerto contra huésped (nodos verde obscuro), apoptosis (nodos
amarillo), similares a inmunoglobulinas (nodos magenta)*?13,

Los datos presentados son un informe inicial del analisis
y muestra la metodologia empleada para llegar al interacto-
ma'?. Cada proteina del interactoma propuesto, tiene seguin
la evaluacion in silico que realizamos, un gen con el mismo
nombre y tiene la localizacion exacta en el genoma,'® lo que
nos impulsa a pensar en una interaccién genética, poligénica,
importante para las manifestaciones clinicas. Las variantes
genéticas que podriamos encontrar sugieren una variante de
reacciones y relaciones virus-huésped.

Entre los factores de predisposicion a la infeccion por
SARS-COV-2 se han descrito algunos como el grupo sangui-
neo, la etnia, el origen humano y la cantidad de genes neander-
tales, genes de autoinmunidad, HLA, genes de falla cardiaca
o renal, entre otros factores®’#415, En la busqueda de genes
de predisposicién se deben considerar al menos tres grupos:
genes con variantes raras, genes con variantes comunes y ge-
nes asociados con formas clinicas de la enfermedad“®, lo que
permitiria descifrar los diferentes pasos moleculares que el
virus y su patogenicidad producen. La poblacién del Ecuador
es trihibrida'® y sus componentes europeos, indoamericano y
afrodescendientes, con seguridad jugaran un papel en la pato-
genia y fisiopatologia de la COVID-19.

|
Conclusiones

La siguiente fase del estudio encontrara variantes genéti-
cas especificas a partir del interactoma proteico de los indivi-
duos afectados por la COVID-19 de la poblacién ecuatariana, y
asociar el estado de la enfermedad con las variantes genéti-
cas. Lo que esperarfamos es encontrar variantes que protegen
a los individuos que serian asintomaticos o con cuadro clinico
leve, otras variantes asociadas a sintomatologia moderada y al
menos un tipo de variantes extras asociadas a la gravedad de
la enfermedad o la muerte de los individuos. Aungue el camino
a encontrar genes de predisposicion es de manera retrograda
en el andlisis, es decir partiendo de proteinas hacia genes, la
ventaja es que las proteinas que hemos encontrado asociadas,
tienen genes especificos con su misma nomenclatura y estan
localizados en el genoma humano, por lo que es legitimo pen-
sar que el interactoma proteico de alguna manera refleja la
interaccién genética.

|
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