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RESUMEN

Introduccion: El agente etiolégico responsable de COVID-19, SARS-
CoV-2, es un virus ARN perteneciente a la familia Coronaviridae.
Durante la replicacion, los componentes virales interactian con la
maquinaria celular induciendo alteraciones en la fisiologia celular,
lo que contribuye a la patogénesis del virus. Método: Revision
bibliografica en NCBI/Pubmed sobre estrés celular y SARS-CoV-2
Hallazgos de interpretacion: Como respuesta a la infeccién, en la
célula hospedadora se activan vias de sefializacion, cuyo principal
objetivo es recuperar la homeostasis y de no lograrlo, inducir a
la activacion de la muerte celular. Entre las vias de sefializacién
mejor caracterizadas, destacan las rutas de estrés celular como
el estrés oxidativo, la UPR (Respuesta a proteinas no plegadas),
y la autofagia, las cuales son evolutivamente bien conservadas y
ademas estan interconectadas entre si. Hay fuerte evidencia tedrica
y experimental de diversas interacciones de algunos componentes
de estas rutas con distintas proteinas virales de los coronavirus, y
ya se han adelantado algunos estudios con SARS-CoV-2. En esta
revision, resaltamos algunas de las rutas celulares-virus que se han
caracterizado hasta el momento.

Reflexiones finales: Aun queda mucho por entender de estas rutas
y su relacion con las infecciones virales; esto pudiera constituir un
importante blanco para la investigacién y desarrollo de terapias
antivirales.

Palabras Clave: SARS-CoV-2, COVID-19, estrés celular, UPR,
estrés oxidativo, autofagia
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ABSTRACT

Background: SARS-CoV-2, the etiological agent responsible for
COVID-19, is an RNA virus belonging to the Coronaviridae family.
During the virus replication, viral components interact with the
cellular machinery, inducing alterations in cell physiology, which
contributes to viral pathogenesis. Methods: A bibliographical
research about cellular stress and SARS-CoV-2 was performed
at NCBI/Pubmed. Results: In response to the infection, signaling
pathways are activated in the host cell, the goal of these pathways
being to restore homeostasis. If homeostasis is not recovered, the
signaling leads to cell death activation. Among the best-characterized
signaling pathways, the cellular stress pathways such as oxidative
stress, UPR, and autophagy stand out, which are evolutionarily
conserved and are also interconnected with each other. There is
strong theoretical and experimental evidence of various interactions
of some components of these pathways with different viral proteins
of coronavirus, and some studies with SARS-CoV-2 have already
been performed. In this review, we highlight some of the cellular
pathways-virus characterized to date. Conclusions: The cellular
pathways and their relationship to viral infections remains unclear.
The study of these relationships might constitute an important target
for new research and the development of antiviral therapies.

Keywords: SARS-CoV-2, COVID-19, cellular stress, UPR, oxidative
stress, autophagy.

INTRODUCCION

Luego de la aparicion de SARS (2002) y MERS (2012), a
finales de 2019 se detectd en Wuhan la tercera enfermedad
infecciosa por coronavirus (CoV) humano, altamente
patogénico de este siglo, COVID-19. Esta caracterizada
por su alta tasa de infeccion, representando una fuerte
amenaza para la salud global (1). SARS-CoV-2, el agente
etiologico identificado, es un virus con envoltura con un
genoma de ARN monocatenario de polaridad positiva, y esta
compuesto por cuatro proteinas estructurales y 16 proteinas
no estructurales (NSP). Estas ultimas son elementos
criticos para el establecimiento del complejo de replicacion
y transcripcion (RTC) (2,3), y median el secuestro de la
membrana del reticulo endoplasmico (RE) promoviendo la
induccion del estrés en el RE (4).

Generalmente durante el transcurso de una infeccion por
CoV se sintetizan proteinas en grandes cantidades a nivel
del RE y estos eventos se convierten en un estimulo lo
suficientemente fuerte para perturbar la homeostasis del
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RE. Se generan proteinas mal plegadas, ya sea por estar
defectuosas, o porque se producen mas rapido de lo que el
sistema puede plegar y modificar correctamente (5-7). Las
células activan mecanismos de adaptacion y supervivencia
que se conocen en conjunto como la via de la respuesta de
proteinas no plegadas (UPR, por sus siglas en inglés), la
cual es una compleja cascada de transduccién de sefiales
que llevan a sobre-expresar chaperonas y otros factores
involucrados en la degradaciéon de proteinas, asi como a
disminuir considerablemente la sintesis de proteinas para
detener su acumulacion.

Se han descrito diversos mecanismos de control de la
UPR empleados por los virus, enfocandose en suprimir los
aspectos deletéreos y mantener aquellos aspectos que son
favorables a su replicacion (8). De no lograrse la restitucion
de la homedstasis, se inician programas celulares que
conducen a la muerte celular (9,10). La UPR y la autofagia
estan interconectadas y se ha descrito que la induccién
de la UPR podria potencialmente facilitar o promover la
autofagia (11,12). Estudios previos, han demostrado que los
CoV también inducen autofagia y, por lo tanto, es probable
que durante la infeccion por SARS-CoV-2 se lleven a cabo
procesos de autofagia, ya sea, por interaccion directa o a
través de la induccion de UPR (13-15).

Durante las primeras etapas de interaccion célula-SARS-
CoV-2, el virus ingresa a las células hospedadoras por
interaccion del receptor de la enzima convertidora de
angiotensina 2 (ACE2), y la proteina S (espiga) viral es
cebada por la serina proteasa 2 transmembrana (TMPRSS2)
(3,4). En condiciones fisiolégicas normales, ACE2 actua
convirtiendo a la angiotensina 2 en angiotensina 1, lo que
conduce a la produccion de ATP y la produccién de ROS
mediada por NADPH oxidasa 4 (NOX4) (15,16). Por ello,
se ha propuesto una relacion entre la infeccion con SARS-
CoV-2 y el estrés oxidativo (17).

Si bien ya se conoce la estrategia basica de replicacion
viral de SARS-CoV-2, se desconoce aun gran parte de la
interaccion virus-hospedero. La presente revision trata de
exponer la evidencia existente hasta el momento de la
interaccion del virus y los diferentes mecanismos de estrés
celular.

Hallazgos de interpretacion. Biologia del SARS-CoV-2 Los
CoV pertenecen al orden Nidovirales, familia Coronaviridae,
nombre asignado porque morfolégicamente presentan
espigas “en forma de corona” sobre la membrana
externa de los viriones, que son visibles por microscopia
electronica. Presentan un genoma ARN de sentido positivo,
monocatenario y con una envoltura grande. Se dividen en
cuatro géneros: Alfa, Beta, Gamma y Deltacoronavirus,
siendo hasta el momento virus de los géneros Alfa y Beta,
los responsables de infecciones en humanos (3,18).

El SARS-CoV-2 pertenece al género Betacoronavirus.
Posee un genoma de aproximadamente 30 kb, que codifica
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14 marcos de lectura abiertos (ORFs). Como en todos los
miembros del orden Nidovirales, se ha descrito que tiene una
organizacion genémica altamente conservada, con una ARN
polimerasa con alta capacidad correctora y expresa genes no
estructurales por cambio de marco ribosémico (18,19).

Una vez que la proteina S interactia con el receptor
ACE2 (Figura 1), en colaboraciéon con la serina proteasa
de superficie celular TMPRSS2, ingresa a la célula por un
mecanismo de endocitosis, liberandose el material genético
por fusién de la vesicula con lisosomas o mediante fusion
con un endosoma temprano (18,20).
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Figura 1. Replicacion del SARS.Cov-2. El SARS-CoV-2 se une a
factores de union celular y la interaccion de la proteina de la espiga
(S) con el receptor celular la enzima convertidora de angiotensina 2
(ACEZ2), junto con la serina proteasa de superficie celular TMPRSS2,
que promueven la absorcion por endocitosis. Después de la entrada
de la particula del SARS-CoV-2 por via endosomal, la particula
pierde la capside y la liberacion del ARN gendmico conlleva a la
traduccién inmediata de dos grandes marcos de lectura abiertos,
ORF1a y ORF1b por la ARN polimerasa dependiente de ARN
(RdRp). Las poliproteinas ppla y pp1b resultantes se procesan
co-traduccionalmente y post-traduccionalmente en las NSPs que
forman el complejo de replicacion y transcripcion viral. La replicacion
del ARN gendmico y la transcripcion de ARNm subgenémicos
(ARNm sg) se producen por transcripcion discontinua, donde todos
los ARNm poseen la secuencia lider en el extremo 5°. Las proteinas
estructurales traducidas se ftrasladan a las membranas del
reticulo endoplasmico (RE) y transitan a través del compartimento
intermedio del RE al Golgi (ERGIC), donde se liberan de la célula

infectada por exocitosis. Zambrano R. J 2021.

Revista de la Facultad de Ciencias de Ia Salud. Universidad de Carahoho. Septiembre/Diciembre 2021Vol. 25 N° 3



Estrés celular y SARS-CoV-2

El ARN gendmico en el citoplasma de la célula huésped
es traducido en su ORF1 para producir la polimerasa viral,
la cual se va a encargar, por transcripcion discontinua, de
generar los ARN mensajeros subgendmicos (sgRNAm).
Las proteinas estructurales S, E, M, traducidas a partir
de los sgRNAm, se trasladan a las membranas del RE y
transitan a través del compartimento intermedio del RE al
Golgi (ERGIC), donde la interaccion con el ARN genémico
recién producido encapsulado en N da como resultado la
gemacion en la luz de los compartimentos vesiculares
secretores. Finalmente, los viriones se secretan de la célula
infectada por exocitosis (18, 21,22).

El genoma también es sometido a traduccion inmediata
de dos marcos de lecturas abiertos, ORF1a y ORF1b. Las
poliproteinas pp1a y pplab resultantes se procesan co-
traduccionalmente y postraduccionalmente en las proteinas
no estructurales individuales NSP1-NSP11, que forman el
complejo de replicacion y transcripcion viral. La interaccién
de las proteinas no estructurales con la maquinaria celular
permite la biogénesis de organulos de replicacion virales que
consta de vesiculas de doble membrana (DMV), membranas
contorneadas (CM) y pequenias esférulas abiertas de doble
membrana (DMS) (21). En total, el genoma del SARS-CoV-2
codifica cuatro proteinas estructurales y dieciséis proteinas
no estructurales, y se ha descrito que algunas de estas
proteinas interactuan con las rutas de estrés celular, bien
sean en la activacién o modulacién de las mismas.

Estrés oxidativo y SARS-CoV-2. El estrés oxidativo
se ha definido como el resultado de un desequilibrio del
sistema oxidativo intracelular, que consiste principalmente
en radicales libres, especies reactivas de oxigeno (ROS),
especies reactivas de nitrégeno (RNS), y sistemas
antioxidantes que neutralizan estos radicales libres
conduciendo al dafio celular (23).

El sistema oxidante consiste de subproductos del
metabolismo aerdbico en varios organulos celulares,
incluidas las mitocondrias y el RE, y funcionan como
moduladores de numerosos procesos fisiolégicos normales.
Cuando los mecanismos que contrarrestan este sistema
fallan, se induce el estrés oxidativo y eso conlleva a
trastornos fisioldgicos celulares como disfuncion metabdlica
y activacion de la respuesta inflamatoria. El estrés oxidativo
ha sido descrito en determinadas patologias cronicas
como hipertension, diabetes mellitus, cancer, enfermedad
coronaria, enfermedad cronica renal, entre otras (24-26). Se
ha estudiado que algunas infecciones virales, especialmente
las causadas por virus ARN, inducen la produccion
desregulada de ROS, lo que lleva al reclutamiento de
células inflamatorias en el sitio de la infeccion, induccion de
la muerte celular y la liberacion de viriones, contribuyendo a
la patogénesis viral (25,27,28).

El estrés oxidativo, al promover la inflamacién, es un
activador de la respuesta inmunitaria antiviral, y cuando ésta
es desproporcionada, provoca una tormenta de citocinas
e inflamacién grave, perjudicial para tejidos y drganos
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diana de la infeccion (25,29). En los casos sintomaticos de
pacientes con COVID-19 se han encontrado efectos de la
activacion desproporcionada del sistema inmunitario, con
inflamacién y en los casos mas graves, con tormentas de
citocinas. Esto indicaria que el virus SARS-CoV-2, al igual
que otros virus ARN tendria la capacidad de desencadenar
estrés oxidativo.

Del receptor ACE2 y su implicacién en la produccion de ROS
se ha demostrado que la proteasa viral 3CLpro de SARS-CoV
aumenta significativamente los niveles de ROS y la activacién
del gen NF-kB en ensayos in vitro (Figura 2A) (30-33).

Estudios bioinformaticos han establecido que hay dominios
funcionales conservados en la proteina 3a de los virus SARS-
CoV y SARS-CoV-2, y que estos dominios conservados
pudieran ser los responsables de la activacion de NF-kB
durante el desarrollo de COVID-19, aunque estos estudios
todavia requieren de confirmacion experimental (34). Se
conoce que el factor de transcripcion NF-kB se produce como
respuesta inicial al estrés oxidativo. Sin embargo, durante
el estrés oxidativo sostenido disminuye la actividad de este
factor de transcripcion y se promueve la apoptosis (35). Por
ello, se propone que la activacion del factor por NF-kB, sea un
mecanismo de defensa viral para evitar la apoptosis.

Las proteinas 3a y N de SARS-CoV también se han
asociado con la activacion de las vias de muerte de las
células mediadas por mitocondrias, descubriéndose que la
proteina 3a lo hace a través de la via p38 MAPK (33, 36,37).
Ademas, se han detectado formas activadas de todos los
miembros de MAPK en células infectadas con SARS-CoV,
y la activacion de esta via es necesaria para incrementar la
produccién de citocinas proinflamatorias, como IL-6, TNF-a
e IL-1B, presentes en la tormenta de citocinas producida por
el SARS-CoV-2 (33,38).

Estrés del reticulo endoplasmatico y SARS-CoV-2. Hasta
ahora se conoce que los CoV producen estrés en RE de tres
maneras: 1. Formando vesiculas de doble membrana (DMV);
2. Por la glicosilacion de proteinas virales; y 3. Agotando
los lipidos de la membrana del RE (39). A excepcion de la
proteina N, todas las proteinas estructurales del CoV son
proteinas transmembrana sintetizadas en el RE. Proteinas
chaperonas como la calnexina, y las proteinas de choque
térmico (HSP), interactian con los polipéptidos virales
recién sintetizados en RE para garantizar el plegamiento
adecuado de las proteinas (40,41).

Para ello se induce el reordenamiento masivo del organulo
y se forman las DMV (21,42). Posteriormente, las proteinas
virales aun inmaduras se transportan a ERGIC, donde las
particulas virales estructurales se ensamblan para formar la
estructura viral (18). Ademas hay que considerar la gemacion
de CoV, que después de multiples replicaciones conduce
a su liberacion del RE al compartimento intermedio de
Golgi (ERGIC) de la célula huésped. La gemacion da como
resultado el agotamiento de los lipidos de la membrana del
RE, afecta la integridad del RE vy, por lo tanto, aumenta el
estrés del RE (42,43).
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Figura 2. Estrés celular y SARS-CoV-2. 2A. Estrés Oxidativo y SARS.CoV-2. El receptor ACE2 esta involucrado en la activacion de ROS.
La proteasa viral 3CLpro aumenta significativamente niveles de ROS y la activacion del gen NF-kB. Los dominios funcionales de la proteina
pudieran ser los responsables de la activacion de NF-kB y promueve la apoptosis. Las proteinas 3a y N se han asociado con la activaciéon
de las vias de muerte celular a través de la via p38 MAPK y la activacion de esta via es necesaria para incrementar la produccion de
citocinas proinflamatorias, como IL-6, TNF-a e IL-1§3 presentes en la tormenta de citocinas. 2B. UPR y SARS-CoV-2. La sobre-expresion
de la subunidad S2 incrementa los niveles de expresion del gen GRP94 y GRP78. Las células infectadas SARS-CoV presentan una
significativa fosforilacion de elF2a, PKR y PERK. PERK suprime la sefializacion del interferon tipo |I. ATF6, La proteina accesoria de 8ab
y la proteina ORF8 de SARS-CoV-2 inducen la protedlisis de ATF6. P50 se transloca al nucleo y promueve la sintesis de chaperonas del
RE, como GRP78 y GRP94. ATF6 promueve a la apoptosis, por la activacion de CHOP y la supresion de Mcl-1. 2C. Autofagia y SARS-
CoV-2. La autofagia se inicia mediante la formacion del fagéforo que envuelve al material que sera degradado y los secuestra dentro de
un autofagosoma. El autofagosoma maduro se fusiona con un lisosoma. Las proteinas Nsp6, p4b y p5 pueden limitar la actividad de los
autofagosomas. La Nsp14 favorece la degradacién lisosomal del IFN tipo |, y ORF3a previene la fusién autofagosoma-lisosoma y ORF7a
interfiere con la acidificacion del autofagosoma que logra fusionarse al lisosoma. Zambrano R. J 2021.

Como respuesta aestas constantes demandas de produccion
viral, se activa una via de sefializacion de compensacion: la
respuesta de la proteina desplegada (UPR). La UPR tiene la
capacidad de promover la supervivencia celular al aumentar
las membranas del RE y la capacidad de plegamiento, pero
también tiene la capacidad de inducir la muerte celular si
el estrés es persistente. Ademas, la UPR se asocia con
varias actividades celulares importantes que incluyen
apoptosis, angiogénesis, autofagia, rutas de la proteina
quinasa activada por mitégenos (MAP), inmunidad innata y
respuesta proinflamatoria (43,44)

La UPR consta de tres ramas mediadas por tres sensores de
sefalizacion transmembrana del RE: PERK (proteina quinasa
ER similar a PKR), IRE1 (inositol que requiere la enzima
1), y ATF6 (Factor de transcripcion activador 6) (44). En
condiciones normales, estas tres proteinas de sefalizacion
estan unidas por la proteina 78 regulada por glucosa (GRP78/
BiP), una proteina chaperona, que mantiene la UPR en un
estado inactivo, pero al acumularse proteinas mal plegadas
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en el RE, GRP78 se libera de los tres sensores activandolos
(45). Luego, se une a las proteinas mal plegadas para regular
su plegamiento y disminuye la traduccion de proteinas,
mientras que los tres sensores activados desencadenan una
compleja cascada de transduccion de sefiales (42-45).

Se ha encontrado que células infectadas con SARS-CoV,
0 que sobre-expresan la subunidad S2, presentan altos
niveles de expresion de los genes GRP94 y GRP78, lo
que sugiere que este virus tiene un efecto directo sobre
la UPR (Figura 2B) (46,47). También se ha detectado
una significativa fosforilacion de elF2a, PKR y PERK en
células infectadas con SARS-CoV quien, ademas, emplea
una estrategia para contrarrestar los efectos antivirales de
PKR y cuya inhibicién no afecta la replicacion viral (47,48).
Aunque el mecanismo de la apoptosis inducida por UPR es
bastante limitado, parece que el efecto de la rama PERK es
generalmente protector y que esta rama regula la inmunidad
innata suprimiendo la sefializacion del interferén tipo | (IFN
a/B) (48,49).
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Los resultados publicados sugieren que SARS-CoV, y
posiblemente SARS-CoV-2, usen la rama PERK como
un mecanismo para atenuar la inmunidad innata en la
célula huésped, promoviendo la supervivencia celular. A
pesar que la infeccion por el B-coronavirus MHV induce
corte y empalme de XBP1, SARS-CoV no ha demostrado
experimentalmente tener efecto sobre XBP1, por lo que
se ha propuesto que las proteinas virales del SARS-CoV
y posiblemente de SARS-CoV-2, sean antagonista de la
activacion IRE1-XBP1 (42,50).

El papel de la rama ATF6 en la infeccion por CoV no se ha
investigado en profundidad. Sin embargo, se ha comprobado
que las proteinas de espiga no son capaces de activar esta
rama, aunque la proteina accesoria de 8ab de SARS-CoV y
la proteina ORF8 de SARS-CoV-2 inducen la protedlisis de
ATF6 (42, 51,52).

Una vez ocurrida la protedlisis, el dominio bZIP de ATF6-p50
se transloca al nucleo y fomenta la produccion de chaperonas
del RE, como GRP78 y, de esta forma mejora la capacidad
de plegamiento de proteinas para reducir el estrés (42,43),
Cuando este mecanismo falla, las sefiales mediadas por la
rama ATF6 contribuyen a la apoptosis, muy probablemente
por la activacion de CHOP y la supresion de Mcl-1 (53,54).

Se ha demostrado que los agonistas de ACE2 contribuyen
a la reduccion del estrés del RE. Por ello se ha propuesto
que la ocupacion de ACE2 por la glicoproteina S puede
intensificar el estrés del RE mediante la inhibicion de la
sefializacion de ACE2, y siendo ésta una de las causas de
la fibrosis pulmonar observada en COVID-19 (44, 55,56).

Autofagia y SARS-CoV-2. La autofagia es un mecanismo
de control durante la infeccion viral que favorece la
degradacion mediada por lisosomas de acidos nucleicos,
lipidos, proteinas y organulos defectuosos, asi como
componentes de microorganismos invasores. Sin embargo,
también se ha descrito que algunas infecciones virales
pueden verse beneficiadas por este mecanismo que podria
facilitar el ensamblaje de proteinas replicasas, promoviendo
la replicacion viral (13,57). La induccion de autofagia en
células hospedadoras durante una infeccién viral puede
darse como una respuesta al estrés del RE durante la
replicacion, ya que se ha descrito que la UPR y la autofagia
estan interconectadas de forma que la autofagia es un
mecanismo de respuesta celular que se genera luego de la
activacion de la UPR, funcionando como un mecanismo de
control (57).

La autofagia se inicia mediante la formacién del fagéforo, una
estructura de doble membrana que envuelve al material que
sera degradado y lo secuestra dentro de un autofagosoma.
El autofagosoma maduro se fusiona con un lisosoma para
generar un autolisosoma donde finalmente el material se
degradara. Se ha sugerido un efecto inhibidor de SARS-
CoV y MERS-CoV sobre el proceso de autofagia, aunque
se desconoce si este efecto es necesario para la replicacion
viral. Las proteinas Nsp6, p4b y p5 han demostrado
tener poder de limitacion de los autofagosomas, siendo
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la proteina Nsp6 comun para otros betacoronavirus (13,
21,57). Ademas, se ha encontrado que la Nsp14 favorece
la degradacion lisosomal de IFN tipo I, ORF3a previene
la fusion autofagosoma-lisosoma, y ORF7a interfiere con
la acidificacién del autofagosoma que logra fusionarse a
lisosoma (Figura 2C) (57).

La Nsp6 es una proteina transmembrana implicada en la
formacion de DMV durante la infeccion por SARS-CoV.
La sobre-expresion de Nsp6 de IBV (gammacoronavirus),
MHV o SARS-CoV (betacoronavirus) activa la formacion de
autofagosomas del RE, pero estos autofagosomas tienen
diametros pequenos, indicando que esta proteina restringe
la expansion de los mismos (13).

Reflexiones finales. Hasta finales de octubre 2021 se
han reportado 244 millones de personas infectadas y
4,55 millones de casos de muertes en todo el mundo por
la pandemia por COVID-19. Se han desarrollado vacunas
que previenen las formas graves de la enfermedad pero
se siguen produciendo casos de infeccion, y se generan
nuevas variantes resistentes a la respuesta inmunitaria. Por
ello, habra que entender la fisiopatologia de la enfermedad
y los mecanismos de interaccion entre el virus y las
células huésped. Las rutas de estrés celular han sido bien
caracterizadas y constituyen una gran herramienta para
comprender la patogenia y biologia del SARS-CoV-2 e
identificar blancos terapéuticos.

Aunque se han demostrado algunas interacciones de
proteinas virales de CoV con componentes de las rutas
de estrés, se debe continuar la investigacion experimental,
para comprender las diferencias y similitudes entre los
componentes proteicos que ya han sido identificados en
esta familia viral, sus diversas acciones en las células
huésped y cuales son los mecanismos de respuesta celular
mas eficientes tanto para la progresion de la infecciéon, como
para su contencion.
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