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Dando “N” el clavo de la COVID-19
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os coronavirus que infectan al ser humano han sido descritos

histéricamente como virus del resfriado comun. Sin embargo, en

las dos ultimas décadas, coronavirus humanos altamente

patogénicos han emergido causando sindromes respiratorios
severos (“Severe Acute Respiratory Sindrome” en inglés, abreviados
como SARS), incluyendo el SARS-CoV-1 en 2002 y el MERS coronavirus
en 2012. El agente causante de la COVID-19, el SARS-CoV-2, que aparecio
a finales de 2019 en un mercado de la ciudad china de Wuhan, se ha
expandido mundialmente causando una pandemia que acumula una
cifra de mds de 6.5 millones de muertes segun la Organizacion Mundial
de la Salud (1).

A pesar de una respuesta cientifica global y de vacunacion sin
precedentes, aspectos criticos de la biologia de este virus, su patogénesis
y cdmo modula el sistema inmune humano aun se desconocen. Algunos
de estos fendmenos causados por la infeccién son la tormenta de
citoquinas, los fenémenos de coagulacién y la COVID-19 persistente
(“Long COVID-19”, en inglés). La aparicion constante de nuevas variantes
virales, junto con el escaso entendimiento de estas secuelas de la
infeccién ponen en peligro una inmunidad colectiva duradera y un
retorno mundial completo a la normalidad previa a la pandemia.

Un virus esta formado por numerosas proteinas ensambladas y material
genético. La proteina de la espicula (“spike” en inglés, o “S”), es una de
las cuatro proteinas estructurales que forman el virus SARS-CoV-2. Otra
proteina del virus es la proteina de la nucleocapsida, o nucleoproteina
(“N”), que se encuentra dentro de la particular viral, uniéndose y
estabilizando el material genético del virus. La proteina N es la que mas
se produce durante la infeccion de los coronavirus (2). Tiene una
capacidad inmunogénica muy elevada, es decir, despierta y desencadena
fuertes reacciones en el sistema inmune. Ademas, es un determinante
de virulencia y patogénesis. Mayores niveles de esta proteina en sangre
han sido correlacionados con una peor prognosis de la infeccién (3).
Histéricamente se ha considerado que la proteina N estaba localizada
dentro de la célula durante la infeccién viral. Sin embargo, se ha descrito
que la proteina N de otros virus como el virus de la gripe, sarampidn y el
respiratorio sincitial secretan esta proteina fuera de la célula para inhibir
o empeorar la respuesta del sistema inmunitario (4,5).

En el articulo original, publicado en Science Advances, una revista
insignia de la ciencia mundial, identificamos como la proteina N de
SARS-CoV-2 se encuentra en la superficie celular durante la infeccién,
uniéndose a los azucares extracelulares de células infectadas y células
vecinas no infectadas. Ademds, N interacciona con 11 componentes
clave en la orquestacion de las primeras defensas inmunitarias contra
infecciones. N también une anticuerpos, desencadenando respuestas
inmunes mediadas por los mismos. Estos hallazgos invitan a reevaluar su
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relevancia en la virulencia, la patogénesis y las estrategias de vacunacién
contra la COVID-19.

En profundidad...

Utilizando citometria de flujo, una técnica especializada que permite
detectar las proteinas que se encuentran en la superficie de células
individuales, detectamos a la proteina N en 8 tipos celulares diferentes
gue infectamos con el virus SARS-CoV-2. Mediante otra técnica, inmuno-
fluorescencia de microscopio confocal, la cual permite observar y
fotografiar células vivas e intactas, similarmente encontramos que
muchas de las células infectadas con el virus tenian N en su superficie
celular. Como ejemplo, podemos observar como en células VERO
(procedentes de mono verde africano), altamente susceptibles al SARS-
CoV-2, la proteina N aparece abundantemente en su superficie (

). Estos resultados demostraban que la proteina N es expresada en la
superficie de las células vivas infectadas.
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Inmunofluorescencia de microscopia confocal de células VERO vivas
infectadas con el virus SARS-CoV-2 por 24h, mostrando en su superficie la proteina
N (verde) la proteina S (azul) y los azlcares extracelulares de membrana (rojo).
Imagen usad por la revista Science Advances en su nimero del 3 de agosto de 2022
como portada temporal online para promocionar el articulo cientifico original.

Este hallazgo es muy relevante ya que, hasta el momento, la comunidad
cientifica pensaba que esta proteina viral se encontraba recluida dentro
de la célula durante las infecciones por coronavirus. El hecho de que la
detectemos fuera de la célula abre la puerta a preguntas sobre su
funcion y papel extracelular durante la infeccién.

En los experimentos mencionados anteriormente, siempre encontramos
un gran numero de células que tenian exclusivamente la proteina N en
su superficie celular pero ninguna otra proteina del virus. Esto nos llamé
la atencidn, ya que normalmente una célula infectada expresa y secreta
diferentes proteinas virales siendo la proteina S la mas comun en el caso
de la infeccion por SARS-CoV-2.

Para evaluar la posibilidad de que las células infectadas estuvieran
donando la proteina N a las células vecinas, disefiamos unos
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experimentos de transferencia de proteinas extracelulares en los cuales
incubamos células infectadas donantes con células receptoras que no
son susceptibles a la infeccidon por SARS-CoV-2. Después de 24 horas,
analizamos las proteinas virales en la superficie de las células receptoras.
Para nuestra sorpresa, la proteina N de las células donantes habia sido
transferida a la superficie de las células receptoras, mientras que la
proteina S solamente aparecia en las células donantes infectadas, no en
las células receptoras no infectadas. Estos hallazgos demostraban que la
proteina N es trasferida a las células vecinas.

Con el fin de entender el mecanismo por el cual esta transferencia
intercelular es posible, incubamos células donantes infectadas con
células receptoras no susceptibles al virus que no tienen azucares en la
superficie celular. Cuando analizamos estas células receptoras sin
azucares, no encontramos rastro de la proteina N en su superficie. Esto
significa que N no solamente es transferida a células vecinas sanas, sino
que esta transferencia estd mediada por las azlcares naturales
presentes en la superficie celular de todas las células de nuestro cuerpo.

El hecho de que la proteina N apareciese en la superficie celular de las
células infectadas y colindantes sugeria una funcion evolutiva
significativa, lo que nos llevd a investigar posibles funciones en la
modulacion de la respuesta inmunitaria. Encontramos que N
interacciona con 11 quimiocinas humanas, unas moléculas del sistema
inmune innato implicadas en el reclutamiento de leucocitos en el sitio de
infeccion. Mediante ensayos de migracion celular, descubrimos que la
habilidad natural de estas quimiocinas para reclutar leucocitos se veia
fuertemente inhibida en presencia de concentraciones crecientes de la
proteina N. Desde un punto de vista evolutivo, la proteina N de los virus
SARS-CoV-1 y MERS-CoV, coronavirus humanos muy patogénicos,
también  produjeron efectos inhibitorios similares. Ademas,
encontramos que células infectadas eran capaces de unir anticuerpos
contra N y activar células reporteras que suelen participar en procesos

de sefializacion y muerte celular, uno de los mecanismos de accion del
sistema inmune contra segundas y sucesivas infecciones por un mismo
virus.

En conclusion...

Estos resultados invitan a reevaluar el papel de la proteina N en la
COVID-19. El hecho de que la proteina N se encuentre en el espacio
extracelular, uniéndose a azlcares anticoagulantes, sugiere que podria
tener un papel importante en los episodios de coagulacion anémala
asociados ala COVID-19. La proteina N ha sido encontrada en el intestino
y pulmones de pacientes recuperados y fallecidos por COVID-19 (6), lo
cual es consistente con un papel potencial en el desarrollo del cuadro
clinico cronico caracteristicos de la long COVID-19. Un estudio reciente
realizado con mas de 2500 pacientes correlaciona la presencia de altos
niveles de la proteina N en la sangre con una peor prognosis de la
enfermedad (2). Ademas, nuestros resultados presentan a N como la
primera proteina secretada de un coronavirus que une quimiocinas
humanas, inhibiendo la funcidn de estas moléculas del sistema
inmunitario humano. La proteina N es un candidato atractivo para
futuras vacunas contra la COVID-19, debido a su alta capacidad
inmunogénica y su menor tasa de mutacidn. Esta mayor estabilidad
genética puede ser particularmente relevante dada la sorprendente
capacidad de la proteina S de adquirir mutaciones, ilustrado en la
variante Omicron, con mas de 30 cambios respecto a la cepa original.

En resumen, nuestros resultados demuestran un papel inesperado y
novedoso de la proteina N en la respuesta inmune contra el SARS-CoV-2
y otros coronavirus humanos, que puede contribuir a la patogénesis del
virus, pero también a una proteccién a largo plazo contra el mismo. N
puede ser una de las claves para una futura vacuna universal que provea
amplia proteccién contra futuras variantes de SARS-CoV-2 y otros
coronavirus humanos.
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