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Resumen

La emergencia sanitaria que ha supuesto la pandemia de COVID-19 ha sido un desafio para la
sociedad en todos los &mbitos y un obstaculo a contrarreloj a superar por la comunidad
cientifica. SARS-CoV-2, virus causante de esta enfermedad, ha sido ampliamente estudiado en
estos ultimos afios ante la inminente necesidad de la busqueda de tratamientos y vacunas. Gran
parte de la literatura cientifica se ha centrado, con criterio, en la descripcion exhaustiva de la
proteina spike (S) y las mutaciones que dan lugar a las diferentes variantes. Ademas, hay
multiples estudios sobre el mecanismo de entrada de SARS-CoV-2 y la unidn de la proteina S
al receptor celular ACE2. En este trabajo se describe la estructura del patégeno y como sus
proteinas interaccionan con la maquinaria celular para ponerla a su disposicion y producir
nuevos virus. En concreto, se detalla la sintesis de proteinas viricas mediante la via secretora
de la célula hospedadora y como el patdgeno moldea esta maquinaria, altamente conservada a
lo largo de la evolucidn, para el adecuado plegamiento, ensamblaje y transporte de proteinas.
Las interacciones entre las proteinas del virus y los componentes celulares de esta ruta presentan
posibles dianas terapéuticas antivirales para frenar o bloquear la biogénesis de SARS-CoV-2'y
otros virus en posibles estudios futuros debido a la importancia de la via secretora en el

ensamblaje, maduracion y liberacion de nuevas particulas viricas con capacidad infectiva.

Palabras clave: COVID-19, SARS-CoV-2, via secretora, diana terapéutica antiviral.

Abstract

The health emergency caused by the COVID-19 pandemic has posed a challenge to society in
all areas and has been a race against time for the scientific community to overcome. SARS-
CoV-2, the virus responsible for this disease, has been extensively studied in recent years due
to the imminent need for treatments and vaccines. A significant portion of the scientific
literature has wisely focused on the comprehensive description of the spike (S) protein and the
mutations that give rise to different variants. Moreover, there are numerous studies on the entry
mechanism of SARS-CoV-2 and the binding of the S protein to the cellular receptor ACE2.

This work describes the structure of the pathogen and how its proteins interact with the cellular
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machinery to make it available and produce new viruses. Specifically, the synthesis of viral
proteins through the host cell's secretory pathway and how the pathogen shapes this highly
conserved machinery throughout evolution for proper folding, assembly, and protein transport
are detailed. The interactions between the viral proteins and the cellular components of this
pathway present potential therapeutic targets for antiviral intervention to inhibit or block the
biogenesis of SARS-CoV-2 and other viruses in future studies due to the importance of the

secretory pathway in the assembly, maturation, and release of new infectious viral particles.
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INTRODUCCION

SARS-CoV-2 (severe acute respiratory syndrome coronavirus 2) es un 3-Coronavirus (f-CoV),
patdgeno zoonotico responsable de la enfermedad COVID-19, patologia respiratoria inusual
que surgié en Wuhan (China) a finales de 2019. El 30 de enero de 2020, la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS) declaré la situacion como “Emergencia de Salud Publica de
Importancia Internacional” (ESPII) y el 11 de marzo se anunci6 que el brote de COVID-19
habia alcanzado un nivel global de propagacion y, oficialmente, se consideré como pandemia
(Bhat et al., 2021).

Esta enfermedad se transmite entre humanos por las gotas respiratorias y, en menor medida, a
través de aerosol, transmision fecal-oral y el contacto directo con superficies contaminadas
(Figura 1) (Harrison et al., 2020). El virus entra en el organismo por el tracto respiratorio y
causa sintomas similares a la gripe, tales como fiebre, tos, disnea, dolor de cabeza, ademas de
problemas gastrointestinales. Los casos mas graves evolucionan a neumonia, fallo renal y
muerte. Asimismo, pueden aparecer sintomas menos comunes entre las enfermedades
provocadas por otros SARS como la inflamacion del miocardio, encefalitis, codgulos o

sarpullidos, entre otros (Jadaun and Chatterjee, 2022).
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Figura 1: Mecanismos de transmision de SARS-CoV-2 entre humanos mediante gotas respiratorias, contacto con

superficies contaminadas, aerosoles y transmision fecal-oral (Harrison et al., 2020).
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COVID-19 es la tercera epidemia grave causada por coronavirus. La primera ocurrié en 2002
por SARS (Severe Acute Respiratory Syndrome) y la segunda, en 2012, por MERS (Middle
East Respiratory Syndrome). Hay que destacar que el patdgeno SARS-CoV-2 es menos letal
gue SARS-CoV-1y MERS-CoV, su severidad se debe a la facilidad y rapidez de transmision,
a los largos periodos de incubacion y la existencia de variantes asintométicas de COVID-19
que dificultan el seguimiento de la enfermedad (Gusev et al., 2022).

En la biogénesis de cualquier virus de RNA el primer paso es la adsorcion y penetracién en la
célula hospedadora. SARS-CoV-2 reconoce el receptor ACE2 en las membranas plasmaticas
celulares a través de la proteina spike (S), una glicoproteina transmembrana ampliamente
distribuida sobre la superficie de la envoltura del virién (Mironov et al., 2023). Una vez en el
interior celular, se procede al desnudamiento, el genoma del virus se libera en el citoplasma.
Este tipo de patdgenos reprograma todos los mecanismos celulares para la expresion y
replicacion de su material genético. A través de los procesos celulares se sintetizan las
diferentes proteinas viricas y mediante la ruta de exocitosis se procede al ensamblaje y
maduracion de las particulas virales para, posteriormente, liberar nuevos virus que propaguen

la infeccion.

Ante la emergencia sanitaria del COVID-19 que nos ha sacudido en estos ultimos afios, la
bibliografia cientifica sobre este microorganismo patdgeno se ha desarrollado extensamente.
En este trabajo se describe la estructura de SARS-CoV-2 y las interacciones entre sus proteinas
y los elementos de la via secretora celular. Debido a la relevancia que tiene esta ruta en el ciclo
viral es posible estudiar diferentes dianas terapéuticas viables para nuevos tratamientos frente
a SARS-CoV-2 y otros virus (Jackson et al., 2022; Sicari et al., 2020).

-
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ESTRUCTURA DE SARS-COV-2

Taxonomia

El patégeno SARS-CoV-2 se clasifica dentro de la taxonomia de virus en el reino Riboviria,
orden Nidovirales, suborden Cornidovirineae, en la familia Coronaviridae y la subfamilia
Orthocoronavirinae (Kirtipal et al., 2020). Esta subfamilia la conforman los denominados
coronavirus (CoVs). Se caracterizan por ser virus con envoltura que infectan a diversos
mamiferos y aves, con un genoma entre 27-32 kb de RNA de cadena simple y sentido positivo
(+ssRNA), siendo asi de los genomas mas largos entre los virus de RNA. Pueden tener forma
esférica, oval o pleomérficay su didmetro oscila entre 60-140 nm (Kadam et al., 2021). Reciben
ese nombre porque, observando al microscopio electronico, la gran cantidad de glicoproteinas
spike que estdn embebidas en su envoltura le dan la impresion de una corona solar (Bhat et al.,
2021; Ravi et al., 2022).

En funcién de sus caracteristicas genotipicas y seroldgicas los CoVs se dividen en cuatro
géneros: AlphaCoV, BetaCoV, GammaCoV y DeltaCoV. Dentro de esta clasificacion se
encuentran los coronavirus humanos (HCoVs) que originan diferentes enfermedades
respiratorias. Se han identificado 7 coronavirus que pueden infectar a humanos: HCoV-229E y
HCoV-NL63 son AlphaCoV, mientras que, HCoV-HKU1, HCoV-0OC43, SARS-CoV Yy
MERS-CoV pertenecen al género BetaCoV (Kirtipal et al., 2020) (Figura 2).
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Figura 2. Taxonomia de los virus, sefializadas en naranja la posicion de los siete HCoVs conocidos (Kirtipal et
al., 2020).

Genoma y transcripcion de SARS-CoV-2

Como sugiere el estudio de Zhu (2020), citado por Kadam et al. (2021), el genoma de SARS-
CoV-2 (gRNA) tiene una longitud aproximada de 29,9 kb. Presenta una estructura con caperuza
en el estremo 5’ y una cola de poliA en el extremo 3°. Tiene 14 marcos de lectura abierto (ORFs)
y en total codifica 29 proteinas virales conocidas. Contiene dos ORFs principales, ORFla y
ORF1b, que se superponen con un cambio de marco ribosomal (-1) y que, aproximadamente,
constituyen dos tercios del genoma en el extremo 5°. ORFla y ORFI1b se traducen,
respectivamente, en las poliproteinas ppla (440-500 kDa) y pplb (740-810 kDa) utilizando
directamente como patron la cadena de sentido positivo que es el genoma. Las proteasas virales
nsp3, que contiene un dominio proteasa tipo papaina (PLP™); y nsp5, con un dominio proteasa
tipo 3C (MP) digieren estas dos proteinas, ppla y pplb, dando 16 proteinas no estructurales
(Nsps 1-16) (Kim et al., 2020; Sabbah et al., 2020). Hay otros cuatro ORFs superpuestos en el

extremo 3’ del gRNA que codifican proteinas estructurales: proteina de la membrana (M),
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proteina de la nucleocépside (N), proteina spike (S) y proteina de la envoltura (E). Entre los
genes estructurales se encuentran una serie de genes que codifican proteinas accesorias: ORF3a,
ORF3b, ORF6, ORF7a, ORF7b. ORF8b, ORF9b, ORF14 (Arya et al., 2021; Yang and Rao,
2021) (Figura 2).

En los virus de RNA, por seleccion natural, se producen rapidas tasas de sustitucion de
nucleotidos, lo que significa una elevada tasa de error. Esto junto a una evolucion rapida de las
poblaciones de virus causa la acumulacion de mutaciones en los aminoacidos que afectan de
forma directa a la transmisibilidad, el tropismo celular y la patogenicidad. En concreto los CoVs
tienen un mecanismo de correccion de errores durante el proceso de replicacién, por lo que son
bastante estables. A pesar de ello, se han registrado diversos cambios en su genoma. La
aparicion de mutaciones adaptativas en el genoma de SARS-CoV-2 alteran su potencial
patogénico y son responsables de la dificultad encontrada en el desarrollo de vacunas y
tratamientos (Giovanetti et al., 2021).

Los vertebrados a los que infectan los CoVs tienen una proteina antiviral de dedos de zinc
Ilamada ZAP que identifica las secuencias CpG en el genoma viral y promueven su
degradacidn. Es por esto que el genoma de SARS-CoV-2 suprime las islas CpG. El ORF que

codifica la proteina E es el que presenta mayor cantidad de motivos CpG (Kadam et al., 2021).

En la replicacion y transcripcion del gRNA de SARS-CoV-2 esta implicada la proteina no
estructural nsp12, que contiene el sitio activo de la polimerasa dependiente de RNA (RdRp)
(Kim et al., 2020). Dentro de los Nidovirales, el proceso de transcripcidn esta muy conservado
y recibe el nombre de transcripcién anidada de RNAmM subgendmicos. Para la sintesis de estos
RNAm, la formacion de la caperuza 5’ y la correccion de errores, las proteinas no estructurales
se agrupan formando el complejo de replicacion-transcripcion (RTC). En el centro de este
complejo se encuentra nspl12 y necesita nsp7 y nsp8 para ser activa enzimaticamente. Se piensa
que al complejo RTC también se unen subunidades adicionales como nspl3, con actividad
helicasa; nsp14, metiltransferasa con capacidad de correccion de errores y exonucleasa; nsp16,
otra metiltransferasa; nsp9 y nspl0 (Figura 3). Los RNAm subgenomicos anidados que se

sintetizan tienen diferentes tamafios porque son productos de una transcripcion discontinua.
11
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Estos RNAm subgendmicos presentan una secuencia lider igual a la del extremo 5’ del genoma
y una secuencia codificante principal procedente del extremo 3’. En esta transcripcion
discontinua la polimerasa salta de un extremo a otro. Estos transcritos del virus tienen, al igual
que los RNAm celulares, una caperuza de metil-guanosina N en el extremo 5’ para protegerlo
de la degradacion, facilitar la traduccién y, ademas, mediar el escape del sistema inmune del
individuo infectado. Para la formacidn de esta caperuza se ha sugerido que nsp13 podria actuar
como TPasa y que nsp16 y nsp14 podrian metilar el OH-2' de la ribosa y N’ de la guanosina,
pero hasta la fecha no se ha registrado actividad GTasa en el virus necesaria también en el
proceso de formacién de esta caperuza (Hillen, 2021).
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Figura 3. Esquema representativo del genoma de SARS-CoV-2. Sefializadas las regiones codificantes para cada

una de las proteinas virales y una breve descripcion de sus funciones (Arya et al., 2021).
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Proteinas estructurales de SARS-CoV-2
En el virion de SARS-CoV-2 la proteina N forma la nucleocapside con simetria helicoidal que
rodea al genoma, éste se encuentra muy empaquetado por la proteina E, asociada a la envoltura

y a otras dos proteinas estructurales: M y S (Figura 4).

Proteina de membrana (M)

La proteina M es la mas abundante entre las proteinas estructurales. Es una glicoproteina
transmembrana de tipo Il con 222 aminoacidos. Tiene tres dominios principales: el
ectodominio N-terminal, tres hélices transmembranas (TMH1-TMH3) y el endodominio C-
terminal. Esta proteina tiene dos tipos de interacciones esenciales para la fusion entre las
membranas del virus y la célula hospedadora y como punto de control para ensamblar nuevos
virus. Una de esas interacciones es homotipica, pues interacciona consigo misma; la otra
interaccidn es heterotipica, interacciona a través del dominio C-terminal con otras proteinas
estructurales. Hay dos residuos importantes para el empaquetamiento de la nucleocépside: L218
y L219(Arya et al., 2021).
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Figura 4. Representacidn de la estructura del virus SARS-CoV-2. Created with BioRender.com
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Proteina de envoltura (E)

Esta proteina es la mas pequefa de las proteinas estructurales, con 75 aminoacidos. Es una
proteina transmembrana con tres dominios: un ectodominio hidrofilico N-terminal, un dominio
transmembrana hidrofébico (TMD) y un endodominio hidrofilico C-terminal. Mediante NMR
(nuclear magnetic resonance spectroscopy) se ha observado que la estructura del dominio TMD
estd formada por hélices pentaméricas que rodean un poro central cationico hidrofilico que se
asemeja a las viroporinas. La proteina E se sitla en las membranas del reticulo endoplasmaético
(ER) y el aparato de Golgi gracias a un residuo conservado, P54, y regula el bombeo de Ca?
fuera del ER, esto provoca la pérdida del potencial de membrana y activa el inflamasoma del
huésped (Arya et al., 2021; Yang and Rao, 2021).

Proteina de la nucleocapside (N)

La proteina N tiene 419 aminoacidos. Presenta dos dominios que se pliegan de forma
independiente, N-NTD que se encuentra como monomero y tiene forma de pufio diestro, en
este dominio los bucles que sobresalen estan cargados positivamente para unir RNA; y N-CTD,
que se encuentra en forma de dimero y forma rectangular. En la estructura primaria, N-NTD y
N-CTD estan conectados por LKR (region de union central flexible rica en Ser/Arg) y estan
flanqueadas por las regiones denominadas N-arm y C-tail. Su funcion principal es proteger el
gRNA viral y empaquetarlo en un complejo de ribonucleocépside helicoidal (RNP), ademés de
participar en el ensamblaje de particulas viricas mediante la interaccion con el genoma vy la
proteina M (Bai et al., 2021).

Proteina spike (S)

La proteina S es una proteina de membrana de tipo | formada por 1230 aminoacidos Se
ensambla formando homotrimeros sobre la superficie del virus aportandole la representativa
apariencia de corona. Esta compuesta por dos subunidades: S1 se encarga de la union al receptor
celular y S2 se ancla a la membrana virica e interviene en la fusion de membranas cuando

penetra en la célula (Jackson et al., 2022). Esta proteina esta altamente glicosilada, en concreto
14
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cada protomero tiene 22 sitios de glicosilacién asociados al extremo N-terminal. Estos residuos
glicosilados son importantes en diversos procesos como son el plegamiento o la neutralizacion

de anticuerpos.

La subunidad S1 presenta 4 dominios: un dominio N-terminal (NTD); un dominio de union al
receptor (RBD) que contiene 6 aminoacidos que son importantes durante el proceso de entrada
a la célula (L455, F486, Q493, S494, N501 e Y505) (Sanches et al., 2021); y dos dominios
carboxiterminales (CTD1 y CTD2). La subunidad S2 esta formada por el péptido fusion (FP),
la region proximal del péptido fusion (FPPR), HR1 y HR2 (secuencia de amino&cidos que se
repiten en un patrén de siete residuos), un segmento transmembrana (TM) y una cola

citoplasmatica (CT) (Figura 5).
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Figura 5. Representacion de la proteina spike (S) de SARS-CoV-2 (Jackson et al., 2022).

En la conformacion de prefusion S1y S2 permanecen sin union covalente (Wang et al., 2020).
S1 adquiere una estructura en V, con los dominios NTD en un brazo y los dominios RBD,
CTD1y CTD2 en el otro, envolviendo la hélice central que forma la subunidad S2. Ademas, la
region HR1 se orienta hacia la membrana viral. Los tres dominios RBD forman la ctspide del
homotrimero y podemos encontrarlo en dos conformaciones: “up “, es un estado accesible al
receptor y “down *“, como estado inaccesible al receptor (Figura 6). En la periferia del trimero
se encuentran los tres NTD conectando los dominios RBD con el resto de protébmeros. CTD1y
CTD2 intervienen en los cambios estructurales que son necesarios para la fusion de las

membranas.
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En la conformacion de postfusion, S1 sufre cambios conformacionales que disocian las dos
subunidades. S1 queda como mondmero, mientras que, S2 sufre una serie de cambios
estructurales adoptando la forma de trimero rigido y alargado (Jackson et al., 2022; Zhang et
al., 2021).

Spike (S) Protein

Subunit
s1

Subunit
S2

Full-length S trifer in the RBD-
down conformation (PDB 6XR8)

Figura 6. lzquierda: Estructura de la proteina spike (S) representando su disposicién en el virién y cada uno de

sus dominios (RBD: dominio de unién al receptor; NTD: dominio N-terminal; FP: proteina fusion; T.A.: anclaje
transmembrana; I.T.: cola intracelular) (Cosar et al., 2022). Derecha: representacion de la estructura completa del

homotrimero S de SARS-CoV-2 en la conformacion “down” de RBD, obtenida mediante cryo-EM (PDB ID:
6XR8) (Zhang et al., 2021).

MECANISMO DE INFECCION DE SARS-COV-2

Receptor de SARS-CoV-2: ACE2

El paso inicial de la infeccion viral es la union del virus al receptor de la célula hospedadora.
SARS-CoV-2 reconoce el receptor ACE2 (enzima convertidora de angiotensina 2) a través de

la glicoproteina S. Este paso de entrada de las particulas virales determina la severidad de la
infeccion y la transmisibilidad al huésped.
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Algunos de los sintomas que sufren los pacientes y los lugares de infeccion pueden explicarse
por la distribucion de los receptores ACE2 en los tejidos. Algunos de ellos son la disfuncion
olfatoria que provoca la pérdida transitoria de las sensaciones de olor y sabor debido al dafio
temporal en el epitelio olfativo. Se pueden justificar las complicaciones gastrointestinales y
cardiovasculares por la presencia de receptores en el intestino, el rifion y el endotelio. La fiebre,
la mialgia, el dolor de cabeza y los sintomas respiratorios son una consecuencia de la
multiplicacién del virus en las células pulmonares (Ravi et al., 2022). Existe una diferencia en
los niveles de expresidon de ACE2 a lo largo del tracto respiratorio, de manera que, en las células
ciliadas nasales se produce el mayor nivel de expresion y es por eso que en la etapa inicial de
infeccion éstas sean el principal objetivo de replicacion de SARS-CoV-2, seguido por el epitelio
bronquial superior y, por ultimo, en el pulmon inferior donde la expresion de receptor se limita
a las células alveolares tipo Il.

El receptor ACE2 es una proteina transmembrana constituida por 805 aminoacidos. Presenta
un dominio metalopeptidasa con motivo de union al zinc en su centro activo (HEXXH) y otro
dominio transmembrana. El sustrato habitual de este receptor es la enzima convertidora de
angiotensina (ACE), una carboxipeptidasa que actua eliminando un solo aminoacido del
sustrato y se expresa en los capilares pulmonares. Forma parte del sistema renina-angiotensina-
aldosterona convirtiendo la angiotensina | en angiotensina 1. Su funcion fisioldgica es regular
la presion arterial y la inflamacién, ya que la angiotensina Il estimula a las células de la capa

glomerular de la corteza suprarrenal para que liberen aldosterona (Jackson et al., 2022).

La interaccion del homotrimero y el receptor se produce a través del dominio RBD de la

proteina S en su conformacion “up”.

Entrada del virus a la célula

Ademas de la entrada principal mediante la fusion de la membrana virica con la membrana de
la célula hospedadora, se puede dar una ruta alternativa por via endosomal. En este caso la
proteina S se activa en el entorno &cido del endosoma para la fusion de la membrana viricay la
endosomal por la accion de proteasas como la catepsina L (Figura 7). Esto es posible para

SARS-CoV-2 porque se ha observado que otras moléculas pueden actuar como receptores no
17



Yolanda Orta Enriquez

especificos que aumentan la entrada de virus a la célula, pero no suponen una infeccion eficiente
en el caso de que esté ausente ACE2. Algunas de estas moléculas son las lectinas tipo C que
reconocen los glucanos de la superficie del virion, TIM1 y AXL que pertenecen a la familia de
receptores de fosfatidilserina 0 CD147 expresada en células epiteliales y del sistema inmune
(Gusev et al., 2022; Jackson et al., 2022).
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Figura 7. Mecanismos de entrada de SARS-CoV-2 a la célula hospedadora (Jackson et al., 2022).

Durante el proceso de entrada de SARS-CoV-2 a la célula, tras la interaccion RBD-ACEZ2, la
proteina S debe pasar a un estado metaestable con suficiente energia para superar la repulsion
natural entre el virus y las membranas celulares. Esta transicion se lleva a cabo por la escision
proteolitica, en primer lugar, en el limite S1-S2 por una furina y, posteriormente, en el sitio S2’
de la subunidad S2 por proteasas del huésped. El sitio S2” puede ser escindido en la superficie
celular por la proteina transmembrana de tipo Il con actividad serina proteasa (TMPRSS2) o en

los endosomas por la catepsina L (Figura 7).
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La fusion de las membranas sigue los siguientes pasos: en el estado de prefusion, la proteina S
fluctia entre la conformacion con los tres dominios RBD “down” y una conformacion en la que
presenta uno de los dominios RBD “up”. Cuando adquiere esta segunda conformacion FPPR y
el bucle 630 se desplazan y exponen S2’ cerca del péptido fusion (FP). La escision de S2” libera
el FP y se produce la liberacion completa de S1 que provoca una cascada de cambios
estructurales en S2 hasta alcanzar el estado de postfusion. Al mismo tiempo, HR1 se pliega y
provoca que el FP se inserte en la membrana celular, mientras que, HR2 se repliega colocando
FP y los segmentos transmembrana (TM) en el mismo extremo de la molécula. Esto provoca el
pliegue de las membranas que forman el poro de fusion y facilitan la entrada del virus en la

célula hospedadora (Figura 8) (Jackson et al., 2022).
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Figura 8. Modelo de fusién de las membranas a través de la proteina Spike (S) de SARS-CoV-2 vy el receptor
celular ACE2 (Jackson et al., 2022).
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El siguiente paso en el proceso de infeccion virica es el desnudamiento de las particulas virales.

Una vez en el citosol, el gRNA virico se traduce en las poliproteinas pplay pplb que mediante
proteolisis generan las diferentes proteinas no estructurales (nsps). Como ya se ha descrito,
estas proteinas forman el complejo de replicacidn-transcripcion (RTC) que se encarga de
replicar el genoma viral y de producir los RNAm subgendmicos. Posteriormente, utilizando la
maquinaria de la célula hospedadora, se traducen las cuatro proteinas estructurales y las
proteinas accesorias. Al igual que muchas proteinas celulares, las proteinas estructurales de
SARS-CoV-2 se someten a modificaciones postraduccionales en el reticulo endoplasmatico
(ER), tales como la formacion de puentes disulfuro o la glucosilacion para su correcto
plegamiento y posterior ensamblaje y liberacion por la via secretora de nuevas particulas virales
(Figura 9) (Sicari et al., 2020).

SARS-CoVs

= 4 \ -

\ y \ Genomic replication
\ e Genomic RNA (+)
ANANANANANANANANAN
Endosome/Lysosomal
trafficking 204 I
>~ O Genomic RNA () Assembly and
) ) ANANANANNANNANAN budding /
\NANANANANANANANAN
Hibosaimae Release of viral genome
L Subgenomic transcription \
W ANNANN Nucleocapsid (N) @ % s
RNA genome (+) ) .
ANANNAN Spik ERGIC
Y \ . %
j Translation of polymerase protein ANNNN Membrane (M) . ’ g
[ ANNANAN Enveloge (E) A @
ppla pplab 2
l Translation ;‘
' RCC NP A dditional replicase .
polymerase nonstructural proteins ‘4
sodyd
RNA genome (- ‘;"'X 1y oas,
RNA replication Y- A Y ‘0‘,2 ‘M
,e :
= L)
ndoplasmic iy
reticulum (ER) J ?b

Figura 9. Representacion del ciclo de vida de SAR-CoV-2. De forma esquematica estan representados los
procesos de adsorcion en la superficie celular, penetracion, desnudamiento en el citosol del genoma virico,

expresion, replicacion, ensamblaje y maduracién de las nuevas particulas virales y, por ultimo, la liberacién de los

nuevos viriones al exterior celular (Harrison et al., 2020).
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Via secretora

Las proteinas estructurales M, S y E de SARS-CoV-2 tienen una secuencia sefial para el
transporte y acumulacion en el ER que es reconocida por el complejo proteico SRP (particula
de reconocimiento del péptido sefial). Cuando el ribosoma de la célula hospedadora empieza la
sintesis de las proteinas viricas, SRP reconoce el péptido sefial y se une al ribosoma ralentizando
la traduccién. ElI complejo ribosoma-polipéptido-SRP se dirige a la membrana del ER e
interacciona con el receptor de SRP. La unién de SRP a su receptor transfiere el complejo al
translocon y libera al ribosoma, permitiendo que la sintesis de la proteina alcance su velocidad.
Se abre el canal de translocacion y se inserta la cadena de crecimiento del polipéptido a través
de la membrana del ER continuando su elongacidn. Las proteinas estructurales de SARS-CoV-
2 sufren un proceso de traslocacion co-traduccional donde quedan insertadas en la membrana
del ER, para eso presentan una secuencia stop que hace que la traduccién de la proteina se
detenga, los ribosomas se desprenden y queda encajada en la membrana (Figura 10). El dominio
qgue permanece en el lumen del ER se somete a la formacion de puentes disulfuro y la
glicosilacion entre otras modificaciones postraduccionales importantes para el tropismo viral y

la especificidad de la célula hospedadora (Alberts et al., 2019).
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Figura 10: Translocacion co-traduccional de las proteinas de SARS-CoV-2 y posterior maduracién, ensamblaje

y liberacion. Created with BioRender.com

Interaccion de las proteinas de SARS-CoV-2 con la via secretoria

La proteina S presenta un motivo citosélico KxHxx que es importante para su acumulacion en
el compartimento intermedio ER-Golgi (ERGIC) y para su interaccion con la proteina M y
correcto ensamblaje. Se han observado dos proteinas que interaccionan con este motivo y que
se localizan en la membrana del aparato de Golgi (GC) formando un complejo. Estas proteinas
son ZDHHCS5, una aciltransferasa que puede localizarse tanto en el GC, el ER 0 en la membrana
plasmatica y controla el trafico del GC; y GOLGA7, pertenece a la subfamilia golgina y
contribuye a la actividad de ZDHHC5 en la membrana y la unidén entre las cisternas de Golgi.
Por tanto, el complejo de estas dos proteinas podria contribuir a que la proteina S llegue a
ERGIC y se facilite su ensamblaje (Mironov et al., 2023; Sicari et al., 2020).

La proteina orf8 interacciona con mdltiples proteinas endogenas de la via secretoria. Por un
lado, interviene en procesos de glicosilacion en el ER, interacciona con dos O-
glucosiltransferasas, POGLUT2 y POGLUTS, y con una O-fucosiltransferasa, POFUT1. Estas
enzimas no solo se encargan de la glucosilacién, sino también de la presentacion del receptor
NOTCH en la membrana plasmaética, regulador clave en los procesos de comunicacion
intercelular y de la expresion génica. Ademas, se puede unir a dos peptidil-prolil cis-trans-
isomerasas, FKBP10 y FKBP7; y a una proteina importante en el control de calidad de
glicoproteinas, UGGT2. Por otra parte, estd implicada en la formacién de puentes disulfuro
esenciales para el correcto plegamiento de las proteinas del virus, el ensamblaje y
reconocimiento de la proteina S por parte de los receptores ACE2 de la celula. En este caso
interacciona con la oxidasa Erolf. Otro proceso en el que queda evidente la intervencion de
proteina virica orf8 es la proteostasis u homeostasis proteica. Se produce la interaccién entre
orf8 y EDEMS3, que retiene proteinas mal plegadas y actla sobre la via de regulacion ERAD
(degradacion asociada al ER). En esta ruta de degradacion, cuando se detecta una proteina mal
plegada en el ER, se marca con sefiales especificas que van a determinar su destino de

degradacion. Las proteinas marcadas que se han liberado al citosol se capturan y se empaquetan
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en vesiculas de transporte retrégrado procedentes del ER liso que se fusionan con el GC donde
se separan y terminan en el proteasoma para su degradacion. Durante la infeccion por SARS-
CoV-2 esas vesiculas se utilizan para la formacion de DMVs (vesiculas de doble membrana)
donde reclutan a RTC y protegen el genoma viral. Dentro de la homeostasis proteica, orf8
interacciona con el complejo de proteinas de membrana del ER, sobre EMC1. Esta proteina
actla junto a EMC4 y EMC7 sobre los endosomas tardios, posiblemente uniéndose a la GTPasa
Rab?7.

También se ha visto que las proteinas orf8, orf9 y M interaccionan, respectivamente, con
ERp44, SLC30A6 y SLC30A7. Los transportadores residentes de Golgi SLC30A6/znT6 y
SLC30ZnT7 aportan suficiente zinc para activar ERp44, que se encarga de devolver ciertos
polipéptidos al ER en un proceso regulado por el gradiente de zinc y el pH. Ademas, puede
interactuar con ERGIC53/ LMANZ1, ésta reconoce proteinas con una estructura concreta de
manosa en la region luminal de ERGIC y las retiene en el compartimento permitiendo que las
proteinas sufran las modificaciones postraduccionales necesarias para Ssu correcto
procesamiento. VIP36 y ERGICL1 tiene una funcién similar reconociendo secuencias de manosa
y reteniendo a las proteinas en ERGIC, en este caso interaccionan orf7 y nsp10, respectivamente
(Sicari et al., 2020).

Alteraciones celulares por SARS-CoV-2

El estrés por el exceso de trabajo de la maquinaria de plegamiento y transporte celular debido
a la gran cantidad de sintesis de proteinas viricas activa un programa transcripcional
denominado UPR a través de 3 rutas paralelas, estas estimulan la transcripcion de genes para
aumentar la capacidad del ER en el plegamiento de proteinas. Una de esas rutas activa IRE1
(proteina quinasa transmembrana en el ER). Otra de las rutas activa ATF6 (factor activador de
la transcripcidn 6) y la tercera ruta activa a PERK (una segunda quinasa transmembrana que se
localiza en el ER) (Alberts et al., 2019) (Sicari et al., 2020).

SARS-CoV-2 altera estos procesos mediante la interaccion de diferentes proteinas virales con

la maquinaria celular. La proteina S presenta un dominio activador de UPR. Orf3 puede activar
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a PERK, en esta ruta se fosforila eIF2a (factor de la iniciacion de la traduccion eucariota 2a,),
esto inhibe la traduccidn de la mayoria de RNAmM, pero si permite la traduccion de ciertos genes
clave como ATF4 (factor activador de la transcripcion 4) promoviendo la supervivencia celular

a situaciones de estrés.

Parece ser que la infeccion por SARS-CoV-2 mantiene inactiva la ruta IRE1. Sin embargo,
nsp6 se une a un receptor de membrana del ER denominado Sigma 1, que junto con SR2
(TMEMZQ7), interacciona con la proteina orf9, modula el flujo de Ca?* que bombea el ER y
activa a IREL. En la activacion de esta ruta, la molécula se oligomeriza y se autofosforila
presentando actividad endorribonucleasa en su dominio citosélico, puede cortar y degradar
moléculas de RNA (RIDD). IRE1 quita un intrén del factor de transcripcion XBP1 y lo activa,
se transloca al nucleo donde regula la transcripcién de genes involucrados en la ruta ERAD,
biogénesis de lipidos y tréfico de vesiculas. También, se produce la fosforilacion de JNK que
desencadena inflamacion y apoptosis (Sicari et al., 2020).

El estrés inducido por la replicacion del virus sobre el ER provoca la fusion de las mitocondrias
(Mironov et al., 2023).

Se ha observado una relacion entre la regulacion de la estructura y homeostasis del ER y la
infeccion por SARS- CoV-2 con el objetivo de limitar la induccion de estrés y la apoptosis de
la célula. Las proteinas M, nsp7 y orf3 (Miller et al., 2023) interaccionan con Rab7 y YIF1A.
Rab7 es una GTPasa que regula el transporte desde ER temprano hacia los endosomas tardios
y los lisosomas. YIF1A actla bloqueando a Rab7 e inhibiendo la fusién de las vesiculas de
transporte con otros compartimentos. También, se produce la interaccion entre orf9 y SCAP,
que permite la expansion del ER segun las necesidades de la célula. Cuando la demanda de
sintesis es alta, SCAP libera a las proteinas SREBP (proteinas de unién a elementos reguladores
de esterol), factores de transcripcién que, una vez liberados van al aparato de Golgi para ser
activados y regular la expresion de genes relacionados con la biosintesis de lipidos (Sicari et
al., 2020).
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La proteina nspl3 interactia con GORASP1 y GOLGAZ2, dos proteinas que se sitdan en el
extremo medial y cis, respectivamente, del aparato de Golgi y actian como factores de anclaje
para mantener las cisternas apiladas.

Otra alteracion causada por la infeccion por SARS-CoV-2 y relacionada con el aparato de Golgi
es el aumento de la expresion de TGN46 y la disminucion de la expresion de GRASP55 que

conlleva la fragmentacion del aparato de Golgi (Zhang et al., 2022).

POSIBLES DIANAS FRENTE A SARS-COV-2

Como parasitos intracelulares obligados, los virus hackean la maquinaria celular para su
replicacion y liberacion de nuevas particulas virales. Este hecho se refleja con claridad en la via
secretoria de la célula hospedadora durante la infeccion de SARS-CoV-2. De manera que, €s
plausible considerar ciertos componentes celulares tanto de la via secretoria como de UPR

como posibles dianas contra el virus.

Ya existen inhibidores de los receptores de estrés del ER que se utilizan en cancer y algunas
enfermedades metabolicas. Entre ellos hay inhibidores de PERK/elF2a, de la actividad RNasa
de IRE1 o el blogueo indirecto de ATF6.

Otra manera de luchar contra la infeccion seria ralentizar el ritmo de replicacion del virus
actuando sobre la maquinaria del control de calidad de las nuevas proteinas, tales como enzimas
implicadas en la glicosilacion, en la formacion de puentes disulfuro en el ER o que se
encuentran en el aparto de Golgi.

Algunas de las proteinas del huésped implicadas en el control de calidad y homeostasis de ER-
Golgi que interactdan con el virus y pueden ser diana de tratamientos son: GOLGBL1, una
proteina importante en la comunicacion intercisternal y la organizacion del aparato de Golgi.
Podria tratarse con catequinas, que son antioxidantes y antiinflamatorias, alteran la membrana
viral afectando a la maduracién de los nuevos virus. La cetirizina es un antihistaminico que
reduce en las células epiteliales nasales la expresion del receptor de molécula de adhesion

intercelular 1 de leucocitos, disminuyendo la union de SARS-CoV-2 a estos receptores.

25

-
4t



Yolanda Orta Enriquez

Ademas, se podria utilizar ganciclovir, un medicamento anti-Herpesviridae. Otra posible diana
es PDE4D1P, esta proteina esta implicada en la migracion de sacos de Golgi mediante el anclaje
de componentes de la ruta dependiente de AMPc, por lo que ayuda a la liberaciéon de las
particulas virales. Frente a esta proteina se puede utilizar estrona. Estas dos proteinas se saben
que interaccionan con nspl3 del virus. La tercera diana que se propone es TOR1, ATPasa
AAA+ que ayuda a la formacion de la envoltura virica. Por ultimo, HMOX1 y HYOUL1 son
proteinas del ER que interaccionan con orf8 y orf3a de SARS-CoV-2 para evitar la apoptosis y
que pueden ser diana de radicicol. Este compuesto natural de algunos hongos inhibe a HSP90

y la replicacion virica.

Aunque estas proteinas no son las mas importantes en el proceso de replicacion de SARS-CoV-
2, si intervienen en el ensamblaje, maduracion y liberacidn de las nuevas particulas virales por

lo que son interesantes de estudiar para bloquear el proceso.

CONCLUSIONES

Aunque el tratamiento ideal en cualquier ambito de la salud es siempre el preventivo, evitar en
la medida de lo posible las causas de enfermedad o dafio en el organismo, es igual de importante
la busqueda de herramientas para combatirlas una vez los pacientes han sido afectados y

aumentar las tasas de supervivencia y/o disminuir los posibles efectos adversos que conllevan.

En el caso de SARS-CoV-2, conocer en detalle las etapas del proceso de infeccion y las
interacciones que se producen entre los componentes celulares y las proteinas del virus ofrece

una ventana de estudio muy amplia para la busqueda de diferentes tratamientos.

Como se ha visto, la via secretora es esencial para la replicacion del virus y se producen
numerosas interacciones entre las proteinas viricas y la maquinaria celular. La proteina
accesoria orf8 interactta con proteinas implicadas en la glicosilacion y la formacién de puentes
disulfuro. Ademas, interviene en la proteostasis para el mantenimiento del equilibrio entre la
sintesis, transporte y degradacion de las proteinas, asi como la formacion de DMVs importantes

para proteger el gRNA del virus y permitir el proceso de transcripcion. La proteina S contiene

26

-
4t



Yolanda Orta Enriquez

un motivo KxHxx por el que se une a proteinas del aparato de Golgi que aseguran su

localizacion en ERGIC para su correcto ensamblaje.

La infeccion por SARS-CoV-2 no solo interviene en la sintesis y maduracion de proteinas, sino
que inducen estrés en el ER activando las rutas mediadas por IRE1, PERK y ATF6 a través de

las proteinas S, orf3 y orf9.

Por otro lado, interaccionan con la ruta de regulacion de la estructura del ER ampliando la red
de membranas para mayor volumen de sintesis de proteinas y se conoce que nsp13 actla sobre

factores de anclaje en el aparato de Golgi provocando la fragmentacion del organulo.

El estudio sobre como las proteinas del virus se relacionan con los componentes celulares y
ponen a su disposicion toda la maquinaria celular puede ayudar a caracterizar dianas
terapéuticas contra moléculas de la via secretora y UPR para activar respuestas antivirales de
la célula hospedadora y, de esta manera, no solo desarrollar tratamientos anti-CoV sino también

esclarecer futuros estudios sobre la biogénesis de virus.
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