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Resumen

Hiper-inflamacion, hiper-coagulacion y dafio endotelial son hallazgos principales
en el Covid-19 agudo o persistente. La proteina S del SARS-COV-2 se ha aislado
de pacientes y es el producto final de las vacunas mRNA de Covid-19. En esta
revision se analiza como esta proteina puede disparar respuestas pro-inflamato-
rias y pro-coagulantes en cultivos primarios de dos tipos celulares muy afectados
por SARS-Cov-2, como son los monocitos y las células endoteliales. La proteina
S viral activa NF-«xB, libera citoquinas pro-inflamatorias y activa el sistema del
inflamasoma NLRP3, lo que produce la formacién de IL-13 madura. Esto se
acompana de aumento de factores de coagulacién, como el factor von Willebrand
(VWE), el factor VIII o el factor tisular. Sin embargo, no incrementa los niveles
de ADAMTS-13 para frenar la actividad pro-coagulante del vWEF. Nuestros
datos también indican que dichos efectos de la proteina S estdn mediador por
receptores del tipo “toll-like”-4 en monocitos, pero no en el endotelio. Por
otra parte, es conocido el papel del envejecimiento vascular prematuro y de
la senescencia endotelial como factores de riesgo para la patologia cardiovas-
cular y aterotrombdtica, complicaciones muy relevantes de la Covid-19 aguda
o crénica. La proteina S del SARS-CoV-2 aumenta la senescencia celular y los
marcadores de dafio del DNA (B-galactosidasa asociada a senescencia, YH2AX),
asi como los efectores de parada celular (p53, p21, pl6). También disminuye
la disponibilidad de proteinas citoprotectoras, como la proteina anti-envejeci-
miento kloto, el factor Nrf2 y la hemoxigenasa-1. En conclusién, la proteina
S actua como estimulo pro-inflamatorio y pro-coagulantes en monocitos y
endotelio humanos. Ademas, el tratamiento de las células con kloto recombinante
o angiotensina-(1-7) protege de sus acciones pro-senescentes, pro-inflamato-
rias y pro-oxidantes. Globalmente, nuestros datos sugieren nuevos mecanismos
patoldégicos para la Covid-19 y proponen dianas farmacoldgicas para prevenir
sus complicaciones.

Abstract

Hyperinflammation, hypercoagulation, and endothelial injury are major
findings in acute and post-Covid-19. The SARS-CoV-2 S protein has been
detected as an isolated element in human tissues reservoirs and is the main
product of mRNA Covid-19 vaccines. In this review, we analyzed whether the
S protein alone triggers pro-inflammatory and pro-coagulant responses in
primary cultures of two human cell types deeply affected by SARS-CoV-2, such
are monocytes and endothelial cells. Indeed, viral S protein activated NF-kB,
promoted pro-inflammatory cytokines release, and triggered the priming
and activation of the NLRP3 inflammasome system resulting in mature IL-1p
formation. This was paralleled by enhanced production of coagulation factors
such as von Willebrand factor (vWF), factor VIII, or tissue factor. Additionally,
S protein failed to enhance ADAMTS-13 levels to counteract the pro-coagulant
activity of vWF multimers. Our data also indicate that these effects of the S
protein are mediated by toll like-receptors-4 in monocytes, but not in endothe-
lial cells. On the other hand, it is known that premature vascular aging and
endothelial cell senescence are major risk factors for cardiovascular diseases
and atherothrombotic disturbances, which are main complications of both
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acute and long Covid-19. The S protein of SARS-CoV2 enhanced cell senescence
and DNA damage response markers (senescence-associated-B galactosidase,
YH2AX), as well as growth-arrest effectors (p53, p21, pl6). In parallel, the S
protein reduced the availability of cytoprotective proteins, such as the anti-aging
protein klotho, Nrf2 or heme oxygenase-1. In conclusion, S protein behaves
both as a pro-inflammatory and pro-coagulant stimulus in human monocytes
and endothelial cells. Furthermore, treating the cells with recombinant klotho
or angiotensin-(1-7) protected against the S protein induced pro-senescence,
pro-inflammatory, and pro-oxidant actions. Globally, our data proposes novel
mechanisms of disease for Covid-19 and its vascular sequelae and provides
pharmacological clues to prevent such complications.

INTRODUCCION

La pandemia por el coronavirus 2019 (Covid-19) ha
causado, desde su aparicién en Wuhan, China, por
encima de 750 millones de contagios y alrededor de
siete millones de muertes en todo el mundo, segtin
datos de la Organizacién Mundial de la Salud (1).
El tremendo impacto de la pandemia y sus secuelas
en la salud de la poblaciéon y en las estructuras
socioeconémicas mundiales, asi como la necesidad
de estar mas preparados ante futuras pandemias, ha
estimulado la investigacion sobre los mecanismos
fisiopatoldgicos de esta enfermedad.

El agente causante (coronavirus 2 del sindrome
respiratorio agudo severo, SARS-CoV-2) es
un miembro de la familia de los coronavirus,
recubierto por una “corona” de espiculas (proteina
S, del inglés “spike”), compuesta por dos dominios
principales, S1y S2 (Fig. 1) (2). La enzima conver-

tidora de angiotensina 2 (ECA2) se identifico
inicialmente como un receptor principal de la
proteina S del virus, que permitia su entrada en
las células (3). Sin embargo, otras moléculas de
la superficie celular han sido relacionadas con el
reconocimiento de la proteina S por distintos tipos
de células huésped, incluyendo los receptores
“toll-like” 4 (TLR4), basigina (CDI147), o la
dipeptidilpeptidasa-4 (DPP4/CD26) (4).

Trombosis y Covid-19

Desde el comienzo de la pandemia, la lesion
del endotelio vascular en pacientes infectados
por SARS-CoV-2 ha sido un hallazgo constante
(5). Estudios histolégicos postmortem han
revelado inclusiones virales en células endote-
liales  apoptdticas, endotelitis linfocitica
microvascular y la infiltraciéon de células
inmunes inflamatorias en la capa endotelial y
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en la zona perivascular, junto con la formacién
de microtrombos (6). Asimismo, una serie de
observaciones clinicas ha identificado la pared
vascular como uno de los principales tejidos
afectados por el SARS-CoV-2 y responsable de
las secuelas post Covid-19 (7).

Las respuestas inflamatorias en pacientes con
Covid-19 severa se caracterizan por un recluta-
miento intenso de células inmunes y elevados
niveles de marcadores inflamatorios, incluyendo
proteina C reactiva, ferritina y citoquinas, que
se asocia a un estado de hiper-coagulaciéon (8).
En pacientes con Covid-19 se han encontrado
niveles circulantes elevados de factores
ro-coagulantes, como el factor von Willebrand
(VWF) o el factor VIII (FVIII), producidos
principalmente por las células endoteliales
o el factor tisular (TF) secretado por células
inmunes (9).

Sistema del inflamasoma NLRP3

El sistema del inflamasoma NLRP3 (del inglés
“nucleotide-binding domain, leucine-rich repeat
containing proteins”) es un sensor de primera
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linea en la respuesta inmune innata, conside-
rado un factor clave en la inflamacién vascular
y la disfuncién endotelial (10) con un papel
relevante en multiples patologias, como ateros-
clerosis y otras enfermedades cardiovasculares
(11), diabetes mellitus (12) e infecciones virales
como la Covid-1 (13). Tras una primera fase de
producciéon de los componentes del inflama-
soma, como NLRP3 o el precursor inactivo de
la interleuquina (IL)-1pB (pro-IL-1P), el inflama-
soma requiere del ensamblaje de una estructura
proteina multifuncional, que incluye NLRP3 y
otras proteinas, como ASC (del inglés “adaptor
molecule apoptosis-associated speck-like
protein”). Posteriormente, este complejo activa
la enzima caspasa-1, que escinde los precursores
inactivos pro-IL-1B y pro-IL-18 en sus formas
maduras activas (14) y, en monocitos, dispara
la activacion de gasdermina D, lo que favorece
la formacién de poros en la membrana celular y
permiten la liberaciéon de las citoquinas inflama-
torias IL1-p e IL-18 (15) (Fig. 2). Un aspecto
poco conocido en este sentido es el posible papel
de la proteina S, detectada en suero y tejidos de
pacientes tras la infecciéon con SARS-CoV-2 (16)
y que también es el producto final de las vacunas
de mRNA frente al Covid-19.
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SINTESIS

Efectos pro-inflamatorios de la proteina S del
SARS-Cov-2 en cultivos de monocitos y endotelio
humanos

Un primer hallazgo realizado por nuestro labora-
torio has sido demostrar la capacidad de la
proteina S del SARS-CoV-2 para estimular por
si misma vias pro-inflamatorias en cultivos
primarios de monocitos y endotelio humanos.
En estos dos tipos celulares, la proteina viral
activa NF-xB, un regulador principal de la
respuesta inflamatoria, y desencadena la
senalizacion del inflamasoma NLRP3, ademds
de inducir la sintesis de citoquinas soluble
pro-inflamatorias y alterar el balance de regula-
dores de la coagulacién (17).

La hiper-inflamacién es una caracteristica del
Covid-19, y en sus complicaciones cardiovas-
culares, en la que los monocitos juegan un
papel crucial, liberando citoquinas como IL-6,
aumentada en pacientes con Covid-19, lo que
se asocia a deplecidon de linfocitos T (18). En
monocitos humanos, la proteina S también
estimula, a través de la activaciéon de NF-«B,
la expresion de componentes del inflama-
soma NLRP3 (19), facilitando el ensamblaje del
complejo activo y la generacidon y liberaciéon de
IL-1pB activa.

En monocitos y células endoteliales humanas, la
IL-1p liberada es capaz de inducir una activa-
cién adicional del inflamasoma NLRP3 (17), de
modo que al promover la sintesis y liberacion de
IL-1p, la proteina S inicia un bucle auto-inflama-
torio que amplifica la producciéon local de esta
citoquina en distintos tipos celulares.

Fisiopatologicamente, la sobre-activacion del
inflamasoma NLRP3 en las células vasculares
se ha relacionado con enfermedades vasculares,
como aterosclerosis, ictus o hipertensién y, mas
recientemente, con la vasculopatia e hiper-
inflamacién asociadas a la Covid-19 (20). Es
decir, la proteina S del SARS-CoV-2 puede
ser detectada por el sistema innato de defensa
celular y producir IL-1f, una citoquina inflama-
toria que se ha revelado como un eje crucial
en la enfermedad vascular y la aterosclerosis.
En este sentido, el estudio CANTOS demuestra
que el bloqueo de la IL-1B con el anticuerpo
monoclonal canakinumab reduce la inflamacién
crénica de bajo grado y la incidencia de eventos
cardiovasculares en pacientes, independiente-
mente de otros factores como la hiperlipidemia
(21).

Por tanto, la produccién local de IL-1B en
células vasculares y monocitos humanos
estimulados por la proteina S puede contribuir
a la disfuncion vascular en la Covid-19, favore-
ciendo la inflamacién vascular y posiblemente
amplificando y agravando lesiones vasculares
previas.

Mecanismos pro-trombdticos de la proteina S del
SARS-Cov-2 en cultivos de monocitos y endotelio
humanos

Estrechamente relacionados con la hiper-
inflamacién y la hipercoagulacién, los eventos
tromboticos son complicaciones importantes
en pacientes con Covid-19 y sintomatologia
post-Covid-19 (22) y quiza también en los raros
efectos adversos de las vacunas basadas en
mRNA para la proteina S (23). De hecho, estas
complicaciones post-vacuna se han relacionado
con niveles circulantes elevados de proteina
S (24). En este contexto, el factor de coagula-
ciéon vWEF, formado en células endoteliales y
megacariocitos, estd elevado en pacientes con
Covid-19 (25), en los que constituye un marcador
de endoteliopatia que predice un peor pronds-
tico (26). Tras su liberacion, vVWF se ensambla
en multimeros filamentosos con alta actividad
pro-coagulante y promueve la adhesion plaque-
taria y la agregacion (27). Para evitar la excesiva
actividad trombogénica, la proteasa ADAMST-
13, un regulador fisiolégico de la hemostasia,
recorta los multimeros de vVWF en moléculas mas
pequeias y menos activas (27). Nuestro labora-
torio ha demostrado que, aunque tanto la proteina
S como la IL-1B aumentan en contenido endote-
lial de vWF y su liberacién al espacio extracelular,
solo la citoquina es capaz de inducir paralelamente
la produccion de ADAMST-13 que contrarresta la
capacidad pro-coagulante de vWF (17). Es decir, en
las células endoteliales humanas, la proteina viral S
origina un disbalance en el ratio vVWF:ADAMST-13
que favorece la formacion de trombos, de modo
similar a lo que se observa en algunas situaciones
pro-coagulantes y pro-tromboéticas, como la
purpura trombodtica trombocitopénica o el ictus
(27) . En este sentido, bajos niveles de ADAMST-13
se han descrito en pacientes con Covid-19, en
los que un ratio VWF:ADAMST-13 elevado se
correlaciona fuertemente con la severidad de la
enfermedad, mientras que se asocia con endote-
liopatia y disfuncién inmune en pacientes con
sindrome de Covid-19 persistente (28).

En paralelo, la proteina S incrementa también el
contenido endotelial de otros factores implicados
en las respuestas coagulantes, como FVIII y TF,
igualmente asociados con la hiper-coagulabilidad
en pacientes con Covid-19 (29). Estos factores se
sobre-expresan asimismo en monocitos, donde
la proteina S se comporta como las diferentes
citoquinas pro-inflamatorias (IL-1f, IL-6, and
TNF-a) liberadas en forma masiva en sujetos
con Covid-19, lo que induce la expresion de
TF en leucocitos y células no inmunoldgicas,
favoreciendo un estado de hipercoagulacién y la
formacion de trombos (29). La inhibicién farmaco-
logica del inflamasoma NLRP3 o el bloqueo de los
IL-1R tienden a atenuar la sobre-expresion endote-
lial de factores de coagulacién inducidos por la
proteina S (27). Por su parte, en monocitos, el
inflamasoma NLRP3 media la liberacion de TFE, que
es un iniciador primario de la cascada de coagula-
cién (30). Asi pues, parece existir una intima
relacidn entre las actividades pro-inflamatorias y
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pro-coagulantes de la proteina S del SARS-Cov-2,
lo que permite proponer diferentes intervenciones
farmacolégicas para interferir con los efectos
deletéreos de esta particula viral en células inmunes
y vasculares humanas (Fig. 1). Apoyando esta
idea, se ha descrito en monocitos de pacientes con
Covid-19 severa una sobre-activaciéon espontanea
del inflamasoma NLRP3, con secreciéon de IL-1B
que puede ser revertida mediante el tratamiento de
los pacientes con el bloqueante de los receptores
para IL-1 anakinra (31).

Posibles receptores implicados en los efectos de la
proteina S del SARS-CoV-2

Aunque la ECA2 se ha identificado como un
receptor relevante para la espicula del SARS-Cov-2
en muchos tipos celulares (3), no se ha detectado
en cultivos primarios de monocitos humanos, ni
en nuestro laboratorio (17), ni en otros estudios
publicados (32). Tampoco hemos observado este
receptor en células endoteliales humanas (27),
al igual que otros investigadores (33). Otros
receptores que pueden favorecer el reconocimiento
y la interaccién de la proteina S con las células
huésped incluyen los receptores “toll-like” tipo 4
(TLR4), basigina (CD147) y dipeptidilpeptidasa-4
(DDP4/CD26) (4, 32). Los monocitos expresan
constitutivamente receptores TLR4 de superficie,
que es el receptor canoénico implicado en el recono-
cimiento de lipopolisacaridos bacterianos y ha sido
asociado con diversas patologias (34). La unién del
ligando al receptor TLR4 lleva a su oligomerizacion
que activa el factor 88 de diferenciacion mieloide
(MYD88) y conlleva la subsecuente activacion
del factor de transcripcion NF-«kB (35). Por eso,
el bloqueo de TLR4 ha sido propuesto como un
posible tratamiento para pacientes de Covid-19
(36), lo que puede ser una opcidn interesante para
atenuar las acciones directas de la proteina s como
elemento viral aislado.

Ademas de los episodios agudos de Covid-19, la
proteina S puede tener un papel en las secuelas
crénicas el SARS-CoV-2, que se han relacio-
nado con la persistencia de niveles circulantes
elevados de la misma (37). Nuestra hipotesis es
que una inflamacidén sostenida del sistema inmune
y del endotelio, junto a la hipercoagulaciéon vy
la trombosis mediadas por la proteina S contri-
buye a las secuelas crénicas de la enfermedad.
Dado que los vasos sanguineos llegan a todos los
organos y las células inmunes estan presentes en
todos los tejidos, ambos tipos celulares pueden
ser el mecanismo comun de la amplia variedad de
sintomas del Covid-19 persistente. Asimismo, en
su conjunto, nuestros datos apoyan el papel etiopa-
togénico de la proteina S en las manifestaciones
clinicas del Covid-19, tango agudas como crénicas,
y sugieren que las intervenciones farmacoldgicas
basadas en el bloqueo de esta proteina, en la inhibi-
ciéon del inflamasoma NLRP3, en los anticuerpos
monoclonales o proteinas de fusién frente a IL-1 o
IL-1R, asi como los antagonistas de TLR4, pueden
ser alternativas terapéuticas validas, junto a los
tratamientos anticoagulantes.
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Efecto pro-senescente de la proteina S del SARS.
Cov-2 en endotelio humano

Otro hallazgo importante realizado en nuestro
laboratorio es la observacién de que la proteina
S es capaz de inducir marcadas respuestas
pro-senescentes en cultivos de células endoteliales
humanas (38). Conviene recordar que el enveje-
cimiento vascular prematuro es un aspecto muy
ligado al desarrollo de patologia cardiovascular y
suele ser un buen marcador de fragilidad indivi-
dual (39). La senescencia celular es uno de los
aspectos implicados en el envejecimiento vascular
y que favorecen el dafo tisular. Las células endote-
liales senescentes sufren una parada irrever-
sible del ciclo celular y adquieren un fenotipo
senescente, secretor, pro-oxidante y pro-inflama-
torio (SASP), que comparte caracteristicas con el
endotelio disfuncional (40). Las células endote-
liales con este fenotipo SASP liberan citoquinas,
como IL-6 o IL-1P, y otros factores oxidantes,
inflamatorios y tromboéticos que modifican el
estado redox celular y propagan la senescencia a
las células vecinas, favoreciendo la progresién de
la enfermedad vascular (41). Ademads, las células
endoteliales senescentes sobre-expresan el factor
vWE y favorecen un ambiente trombogénico (42),
analogo al observado en Covid-19 aguda y persis-
tente (43).

El envejecimiento, uno de los factores de riesgo
mas importantes en los pacientes de Covid-19, se
asocia en general a un declive de las respuestas de
defensa intracelular, mientras la senescencia endote-
lial se caracteriza por una reduccion en la capacidad
antioxidante y en la homeostasis redox (44). Entre
los principales factores que confieren protecciéon a
las células, el factor eritroide 2 (Nrf2) es un sistema
citoprotector conservado evolutivamente que se
considera un potente modulador de la longevidad
en distintas especies y un mecanismo molecular que
relaciona el estrés oxidativo con el envejecimiento
(45). Nfr2 protege frente a estimulos oxidantes
promoviendo la expresion de genes que codifican
proteinas anti-oxidantes y anti-inflamatorias, como
la hemoxigenasa-1 (HO-1). Esta molécula propor-
ciona proteccién celular degradando grupos hemo
pro-oxidantes para formar bilirrubina y mondxido
de carbono como sefalizador (45).

En nuestro laboratorio, hemos descrito reciente-
mente la capacidad que tiene la proteina S del
SARS-Cov-2 para debilitar este sistema protector
en células endoteliales humanas (38). Una posible
explicacion para este efecto deletéreo puede
ser la disminucién de los niveles celulares de
la proteina kloto producida por la presencia de
la proteina S viral (38). En células endoteliales,
kloto induce la expresiéon de Nfr2, protegién-
dolas de agresiones derivadas de estrés oxidativo,
mientras que tiene efectos anti-apoptdticos y
anti-senescentes (46). Secundando esta hipotesis,
laadministracion de kloto recombinante (r-kloto)
en cultivos de endotelio humano revierte las
acciones pro-senescentes de la proteina S (38).
Asimismo, el tratamiento con angiotensina-
(Ang)-(1-7) produce efectos similares, lo que
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se explica porque este péptido, componente del
brazo protector de sistema renina-angiotensina,
aumenta los niveles intracelulares de kloto vy,
consecuentemente, de Nrf2 y HO-1 en células
endoteliales (38, 46). Ademads, tanto kloto como
Ang-(1-7) favorecen la secrecién de 6xido nitrico
endotelial (47, 48) y corrigen las alteraciones de
las repuestas vasodilatadoras dependientes de
endotelio producidas por la proteina S (38). La
capacidad de estos compuestos para prevenir la
senescencia endotelial originada por diferentes
estimulos ya habia sido previamente demostrada
por nuestro grupo (46), lo que sugiere un
posible papel como agentes senoterapéuticos.
En este sentido, mds que eliminar las células
senescentes, estos farmacos se comportan como
senostaticos, capaces de prevenir el desarrollo de
senescencia endotelial y la consecuente secrecion
de componentes pro-inflamatorios asociados al
SASP, incluyendo los originados por la proteina S
del SARS-Cov-2.

CONCLUSIONES

De los resultados expuestos, podemos concluir que
la proteina S del SARS-CoV-2 estimula directa-
mente células endoteliales e inmunes de origen
humano, a través de receptores no claramente

mecanismos pro-inflamatorios, pro-coagulantes
y pro-senescentes. Ello nos permite emitir la
hipdtesis de que la interferencia de la proteina
S con su receptor eventual o con sus respec-
tivos mecanismos de sefalizacién puede tener
implicaciones terapéuticas en las complicaciones
agudas o crénicas del Covid-19, asi como en los
efectos adversos derivados de vacunas mRNA que
expresan esta proteina.

Ademds, hemos demostrado la capacidad de la
proteina S para activar el inflamasoma NLRP3,
lo que estd relacionado con la sobre-expresion
de factores pro-coagulantes, asi como con el
agotamiento de los sistemas de defensa citoprotec-
tora frente a la senescencia endotelial prematura
inducida. Globalmente considerada, la activa-
ciéon del inflamasoma NLRP3 emerge como un
mecanismo central en el efecto deletéreo de la
proteina S del SARS-CoV-2 sobre el endotelio.
La citoquina recombinante IL-1B mimetiza las
acciones de la proteina S, lo que tiene relevancia
fisiopatologicay terapéutica, ya que esta citoquina,
producto principal del inflamasoma NLRP3, se ha
relacionado con la patologia vascular humana en
el estudio CANTOS. De hecho, el SARS-CoV-2
activa la via IL-1/IL-6 en mayor medida que otros
coronavirus (49). Ademds, productos derivados
del inflamasoma NLRP3, como IL-1p e IL-18
estdn incrementados en pacientes con Covid-19
aguda severa y correlacionan positivamente con

determinados, promoviendo la activaciéon de consecuencias clinicas adversas (50).
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Finalmente, nuestrosresultadosindican que ciertos
elementos aislados persistentes del SARS-CoV-2,
como la proteina S de la corona viral, produce
danos pro-inflamatorios y pro-oxidantes en los
vasos y promueve senescencia prematura y disfun-
cion vascular (Fig. 3). Como aspectos terapéuticos
a tener en consideracion, cabe destacar el bloqueo
de la sobre-activacion del inflamasoma NLRP3 y
la excesiva generacién de sus productos finales, asi
como el empleo de farmacos como kloto y Ang-(1-
7), que pueden restaurar la capacidad citoprotec-
tora vascular, y pueden constituir alternativas
farmacoloégicas valiosas para el tratamiento de las
secuelas derivadas del Covid-19.
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