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RESUMEN

Introduccién. El SARS-CoV-2, es el agente causal de la COVID-19. Este virus produce infec-
ciones que oscilan desde formas asintomaticas a sintomaticas, con grados de severidad
variable. La tormenta de citoquinas, caracterizada por la liberacion descontrolada de me-
diadores inflamatorios influye en la inmunopatologia de la COVID-19. El objetivo fue evaluar
si el titulo viral y el desbalance de la respuesta inmune temprana influian en la presentacion
clinica de la infeccién por SARS-CoV-2. Métodos. Se empled el PCR en tiempo real, para
determinar el nivel de replicacion del SARS-CoV-2 en muestras de exudados nasofaringeos
(ENF). La expresiéon de mediadores pro-inflamatorios con funcién antiviral (IFN-y), quimio-
quina (RANTES) y antiinflamatorio (TGFB-1) fueron evaluados en células colectadas de los
ENF. Se estudiaron individuos sintomaticos y sintomaticos infectados por SARS-CoV-2, en
los primeros 10 dias de diagnostico o contacto con la fuente de contagio. Estos se compa-
raron con un grupo control individuos negativos al virus. Resultados. El nivel de replicacion
viral fue similar en los individuos infectados por SARS-CoV-2, independientemente de la pre-
sencia de sintomas. Se identifico una expresion elevada de IFN-y en los casos positivos al
SARS-CoV-2, que fue significativamente mayor en los pacientes sintomaticos al compararla
con los controles (p = 0,0393). La expresion de TGF-B1 y RANTES fue baja en los individuos
infectados por SARS-CoV-2. Se observé una correlacion positiva y significativa entre el IFN-y
y TGF-B1 en los individuos asintométicos (r = + 0,61; p = 0,0074). Como conclusiones, los
hallazgos sugieren que el desbalance entre los mediadores pro- y antiinflamatorios influyen
en la presentacion clinica de la infeccion por SARS-CoV-2.
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Inflammatory mediators in mucosa of superior airway
during early phase of SARS-CoV-2 infection

ABSTRACT

Introduction. SARS-CoV-2, is causal agent of COVID-19. This virus causes infections that
range from asymptomatic to symptomatic infection, with variable grade of severity. Cy-
tokine storm, characterized for uncontrolled releasing of inflammatory mediators, has
effect in the immunopathology of COVID-19. The aim was to evaluate if viral titers and
unbalance of early immune response determined the clinical presentation of SARS-CoV-2
infection. Methods. Real time PCR was used to identify the level of SARS-CoV-2 replication
in nasopharyngeal swabs (NPS). Expression of pro- inflammatory mediators with antivi-
ral (IFN-y) and chemokine (RANTES) functions were evaluated. TGFB-1 anti-inflammatory
cytokine was also determined. In cells collected from NPS. It was studied SARS-CoV-2
asymptomatic and symptomatic individuals; with 10 days or less of onset symptoms or
contact with source of infection. A control group negative to virus was used to compare
the results. Results. Level of viral replication was similar in individuals independently of
their symptoms. It was identified a high expression of IFN-y in SARS-CoV-2 infected sub-
jects, which was significantly increased in symptomatic patients in comparison to controls
(p =0,0393). TGF-B1 and RANTES expression were lower in SARS-CoV-2 positive cases. It
was observed a positive and significant correlation between IFN-y and TGF-B1 in asymp-
tomatic cases (r = +0,61, p = 0,0014). As a conclusion, the findings suggest an unbalance
between pro-and anti-inflammatory mediators determinates the clinical presentation of
SARS-CoV-2 infection.

INTRODUCCION

Desde marzo del 2020 la Organizacion Mundial de la Sa-
lud (OMS) declaré como pandemia la infeccion por el Corona-
virus 2 del sindrome respiratorio agudo severo (SARS-CoV-2,
del inglés: severe acute respiratory syndrome coronavirus 2),
agente causal de la enfermedad por coronavirus 2019 (CO-
VID-19, del inglés: Coronavirus Disease 2019). El espectro
clinico de la COVID-19, va desde una infeccién asintomatica,
infeccion respiratoria leve a moderada, hasta una dificultad
respiratoria severa, con complicaciones que conducen a un
fallo multiérgano. @

Las formas severas de la COVID-19 se observan con ma-
yor frecuencia en personas de la tercera edad y en individuos
con comorbilidades asociadas, como la diabetes mellitus,
trastornos cardiovasculares, enfermedad renal y la obesidad.
El SARS-CoV-2 tiene un nivel de replicacion alto en las células
epiteliales y del sistema inmune innato, de las vias respirato-
rias altas, que constituyen la primera linea de defensa con-
tra este virus. El reclutamiento y la activacion de células de
la respuesta inmune, productoras de citoquinas inflamatorias
y antiinflamatorias, es indispensable para la eliminacion del
virus y paraddjicamente estan relacionadas con la patogéne-
sis de la enfermedad. Dentro de la fisiopatologia de la enfer-
medad, se describe la respuesta inflamatoria descontrolada,
conocida como tormenta de citoquinas, que se caracterizada

por la produccién de citocinas inflamatorias asociada con las
formas graves de la infeccion por SARS-CoV-2. Varios inves-
tigadores observaron que en el contexto de la COVID-19, se
produce una regulacién alta de la interleuquina (IL)-1, IL-6 y
factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a), que provocan dafio
alveolar y en la microvasculatura pulmonar. @

El SARS-CoV-2 se une al receptor 2 de la enzima conver-
tidora de la angiotensina (ACE2), localizado en la superficie
de las células dianas. En el interior de las células infectadas
el virus interactua con receptores citosélicos de la inmunidad
innata, estimulan la produccion de citoquinas inflamatorias
como los interferones (IFN), con actividad antiviral e inmu-
nomoduladora, en particular el IFN gamma (IFN-y). El factor
transformador del crecimiento beta (TGF-B) modula la pro-
duccion y los efectos del IFN en las infecciones respiratorias.
Esta citocina tiene 3 isoformas, siendo el TGF-B1 la que tiene
el papel fundamental en regulacion inmune. © Para mante-
ner el reclutamiento y tréfico de células inmunes (neutrdfilos,
macroéfagos, células asesinas naturales) es necesario que
se produzcan quimioquinas. El RANTES es un quimiotactico
potente, ha sido empleado como marcador subrogado de la
actividad del IFN. @

Considerando el papel crucial de la respuesta inmune
innata de mucosa en el control temprano de la infeccion,
y por ende, en la presentacion clinica de la COVID-19; en el
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presente trabajo se emplearon los exudados nasofaringeos,
para evaluar los niveles de expresion de genes de mediadores
inflamatorios tempranos. Ademas, se estimo si el titulo viral
influia en la aparicion de sintomas al inicio de la infeccion por
SARS-CoV-2.

METODOS

Poblacion de estudio

Muestras de exudado nasofaringeos (ENF) fueron colec-
tadas de 45 individuos diagnosticados con SARS-CoV-2 (18
mujeres, edad media igual a 39, 14 afos y 27 varones, edad
media igual a 40,22 afios), de marzo a abril de 2020. Los in-
dividuos infectados fueron divididos en asintomaéticos (24)
y sintomaticos (21); y refirieron de 3 a 10 dias de comienzo
de los sintomas de COVID-19 o de contacto con casos con-
firmados. Los pacientes declararon sintomas como fiebre,
tos seca, anorexia, fatiga, anosmia, dolor faringeo y disnea.
Ninguna enfermedad cronica fue identificada en los sujetos
estudiados. La mayoria de los pacientes estudiados se recu-
peraron de la infeccién por SARS-CoV-2, excepto un paciente
con sintomas que fallecié. En el momento de colectar el ENF,
ningun individuo tenia antecedentes de tratamiento antiviral o
inmunomodulador. Como grupo control se incluyeron 20 in-
dividuos (13 mujeres y 7 varones, edad media igual a 45,31
afios), negativos SARS-CoV-2, reclutados durante chequeos
realizados a trabajadores de la salud. Todos los pacientes y
controles que participaron en este estudio fueron tratados de
forma anoénima e identificados por cédigos. Esta investiga-
cién fue aprobada por el Comité de Etica para las investiga-
ciones del IPK.

Reverso transcripcion PCR en tiempo real para el
diagndstico del SARS-CoV-2

Esta prueba de reverso de transcripcion de la reaccion
en cadena de la polimerasa en tiempo real (RT-PCR), se rea-
lizé siguiendo el protocolo recomendado por la Organizacion
Panamericana de la Salud. A partir de 140 yL de muestra, el
ARN fue extraido usando el estuche comercial de QlAamp Vi-
ral RNA Kit (QIAGEN, Alemania). En un volumen final de 25 pL
se realizd la RT-PCR, que contenia 5 pL de ARN, 2X solucion
de reaccion y enzimas del estuche One-Step RT rt-PCR (Invi-
trogen, Life Technologies). El programa de ciclaje empleado
fue 55 °C por 10 min. para la transcripcion reversa, seguida
por 95 °C por 3 min. y 45 ciclos de 95 °C por 15 seg., 58 °C
por 30 seg., con oligonucledtidos y sondas especificas para el
gen de la envoltura. La RT -PCR para el gen de la polimerasa
fue usada como prueba confirmatoria. Como control de cali-
dad se incluyeron controles internos, negativos y positivos en
cada ensayo. El titulo viral fue semicuantificado por el valor
del ciclo umbral (Ct) detectado en la RT -PCR.

Cuantificacion relativa de citoquinas y quimioquina

El ARNm fue extraido de las células precipitadas de los
ENF usando el estuche RNA Easy kit (QIAGEN, Alemania), si-
guiendo estrictamente el protocolo del fabricante. Las mues-
tras de ARN fueron tratadas con la solucion que elimina ADN
gendmico (gDNA Wipeout). La RT -PCR para la cuantificacion
de IFN-y se realizd con el sistema TagMan Universal One-Step
gRT-PCR (Invitrogen, Life Technologies), siguiendo el protoco-
lo descrito por Kim et al. ® El gen de la enzima glutaraldehi-
do-3 fosfato deshidrogenasa (GAPDH) se usé como gen de
referencia. La expresion de RANTES y TGF-B1 fue estimada
segun lo descrito por Ziklo et al; © primeramente el ARNm
fue reverso-transcrito usando cebadores random y la enzima
SuperScript® Reverse Transcriptase Kit (Invitrogen, Life Tech-
nologies). El ADNc sintetizado fue empleado como molde en
la reaccion de PCR, usando QuantiFastTMSYBR® Green PCR
Kit (QIAGEN, Alemania). El gen de la beta actina (Bactin) fue
empleado para normalizar la expresion de RANTES y TGF-31.
Todos los PCR fueron corridos en triplicado en el equipo de
Rotor Gene Q software 2.3.1.49. La concentracion relativa del
ARNm de las citoquinas fue controlada con los valores de Ct
de los genes constitutivos, y transformada para cuantificar
usando el método:

2-ACt (ACt = Ct gen diana- Ct gen constitutivo)

Analisis estadistico

Se realizé un estudio descriptivo, con una seleccion no
aleatorizada de los individuos estudiados, el titulo viral de
SARS-CoV-2 y los niveles de expresion de citoquinas fueron
expresados en mediana y rango del intercuartil (m, RIC). Las
diferencias y similitudes entre los casos sintomaticos y asin-
tomaticos infectados por SARS-CoV-2 con el grupo control
fueron realizadas con la prueba no paramétrica, Mann-Whit-
ney Uy Kruskal-Wallis con comparacién multiple Dunn’s, para
comparar 2 o 3 variables respectivamente. La correlacién en-
tre los niveles de expresion de IFN-y y TGF-B1 fue analizada
con el coeficiente de correlacion rho (r) de Spearman’s. La
razén entre la mediana del IFN-y:TGF-B1 se calculd para es-
timar la relacién entre ambos marcadores, segun los grupos
definidos en el estudio. Todos los datos fueron evaluados con
GraphPad Prism 7 (GraphPad, La Jolla, CA) y los valores de
p<0,05 se consideraron como estadisticamente significativos.

RESULTADOS

Teniendo en cuenta que el valor del Ct, guarda relacion
con el nivel de replicacion viral presente en las muestras de
ENF, se identifico que el titulo de SARS-CoV-2 fue similar en
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los casos asintomaticos (33,00; 29,00-37,00) y sintomaticos
(80; 27,00-37,00); por lo que la diferencia entre los grupos no
fue significativa (p = 0,4373).

El IFN-y se expres¢ significativamente en individuos in-
fectados por SARS-CoV-2, al comparar con el grupo control
(1,18; 0,32-4,64 vs. 0,44, 0,13-0,98; p = 0,0393). Esta citoquina
tuvo una expresion mayor en los pacientes sintomaticos; en
contraste con el grupo control (2,61; 0,39-4,87; p = 0,0405). Sin
embargo, no se identificd diferencias en la expresién del IFN-y
entre los casos sintomaticos y asintomaéticos (0,84; 0,16-4,07,
p = 0,2892) (figura 1A).

Al analizar el TGF-B1, se detectd que su expresion fue
significativamente mas baja en los individuos infectados con
SARS-CoV-2, con respecto a los controles (0,05; 0,01-0,09 vs.
0,73;0,22-2,35; p < 0,0001). Segun los sintomas, la concentra-
cion relativa de ARNm de TGF-B1 no difirié significativamente
entre los grupos, aunque la expresion decrecié en personas
asintomaticas con respecto a los sintomaticos (0,03; 0,01-
0,10 vs. 0,07; 0,04-0,09) (figura 1B).

Teniendo en cuenta que el balance entre citoquinas infla-
matorias y antiinflamatorias, esta relacionada con la expre-
sion clinica e inmunopatogénesis de la infeccion por SARS-
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CoV-2, se evalud la correlacion entre la expresion de IFN-y y
TGF-B1. Se identificd una correlacion positiva entre ambos
biomarcadores en los controles (r = + 0,2723) y en los indivi-
duos asintomaticos infectados por SARS-CoV-2 (r = +0,6141),
la que resulté estadisticamente significativa (p = 0,0014) (Fi-
gura 2). Mientras que, se obtuvo una correlacion negativa en
los pacientes sintomaticos (r = -0,0390, p = 0,8667). Ademas,
se empled la razén IFN-y: TGF-B1 por grupos para estimar el
balance entre el mediador inflamatorio (IFN-y) y el antiinfla-
matorio (TGF-B1). Estos valores fueron considerablemente
menores en el grupo control (0,44/0,73 = 0,60), seguido por
los asintomaticos (0,84/0,03 = 28,00), hasta alcanzar el va-
lor mas elevado en los pacientes sintomaticos infectados por
SARS-CoV-2 (2,61/0,07 = 37,28).

EI RANTES es un quimioatrayente bien conocido de mo-
nocitos, células NK vy linfocitos T, y constituye un enlace im-
portante entre la respuesta inmune innata y adaptativa. El
RANTES decrecio significativamente en personas infectadas
con SARS-CoV-2 (100,50; 43,38-124,00 vs. 50,91; 27,11-70,11;
p = 0,0011), al compararla con el grupo control. A la par, la di-
ferencia entre los controles y los casos sintomaticos fue rele-
vante (31,73; 13,50-61,42; p = 0,0003). Sin embargo, la media-
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Fig. 1 Expresion relativa de mediadores inflamatorios en células colectadas del ENF. Las comparaciones se realizaron
entre el grupo control (n =20) e individuos asintométicos (SARS-CoV-2 (+) A, n = 24) y sintomaticos (SARS-CoV-2 (+)
S,n=21). A expresion de ARNm de IFN-y; B: expresion de ARNm de TGF-31 y C: expresion de ARNm de RANTES. )
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Fig. 2 Correlacion entre el TGF-B1 e IFN-y en pacientes sintomati-
cos infectados por SARS-CoV-2 (n=21). ©

nay el RIC (55,15; 35,16-75,94; p = 0,0853) no difiri¢ entre los
pacientes asintomaticos con los individuos controles (Figura
1C), aunque la mas baja expresion de RANTES se detectd en
pacientes con sintomas de la infeccion por SARS-CoV-2.

DISCUSION

Con respecto a los niveles de replicacion de SARS-CoV-2,
los hallazgos no difieren de lo obtenido por Zhou et al,, lo que
demuestra que en los individuos infectados por SARS-CoV-2,
los titulos virales no determinan la presencia de sintomas de
CQOVID-19, al momento del diagndstico de la infeccion. ® Sin
embargo, se describié que la sintomatologia de esta infeccion
puede estar relacionada con cargas virales altas a nivel de la
faringe al compararla con la nasal. © Por tanto, aunque no exis-
te un tratamiento antiviral especifico contra el SARS-CoV-2,
es importante controlar y reducir la multiplicacion viral, por lo
que se recomienda independientemente de la sintomatologia,
administrar antivirales con probada eficacia contra otros virus
(remdesevir), para evitar que personas infectadas actien como
reservorios y diseminen potencialmente el virus en la comuni-
dad. 9 Ademads, al reducir el titulo viral se restringe la propaga-
cion del virus al pulmon 'y sitios extrapulmonares. 7

La expresion elevada de IFN-y en células de vias aéreas
superiores de los pacientes sintomaticos, sugiere que esta
citocina contribuye a la patogenia de la infeccion por SARS-
CoV-2. El IFN-y es una citoquina crucial en la inmunidad me-
diada por células contra las enfermedades ocasionadas por
virus. El papel del IFN-y en la infeccion por coronavirus ha sido
documentado, dado que puede inducir proteinas antivirales,
que restringen la pérdida de la cubierta viral, la entrada del vi-

rus en la célula del hospedero e interfiere con el acceso al cito-
plasma de los viriones fagocitados en endosomas. 2 Esta ci-
toquina tiene actividad antiviral e inmunomoduladora, pero al
mismo tiempo su accion requiere ser regulada. La hiper-pro-
duccion de IFN-y conduce a una respuesta inflamatoria exce-
siva, contribuyendo a la patogénesis de la COVID-19. (1

Jamilloux et al. describieron que un desbalance entre cito-
quinas pro- y antiinflamatoria, puede determinar la aparicion
de sintomas en la etapa temprana de la infeccion por SARS-
CoV-2. " En |a presente investigacion se identificd que el ba-
lance en la expresion de mediadores pro- y antiinflamatorio,
tiene impacto en la presentacion clinica de la infeccion, lo que
avala el uso de inmumoduladores en el manejo terapéutico de
la enfermedad. Se identificd que una correlacién positiva en-
tre el IFN-y y el TGF-B1, evidencia que el control de la respues-
ta inmune podria determinar la ausencia de sintomas en la
presentacion de la infeccion por SARS-CoV-2. Los individuos
asintomaticos no estaban inactivos desde el punto de vista
inmunoldgico, sin embargo, ellos tenian un control temprano
de la respuesta inflamatoria en el sitio primario de infeccion.

Aunque, varias quimioquinas (MCP1, MIP1a, MIP1B, IP-
10) son producidas durante la infeccién por SARSCoV-2 y di-
ferentes células son reclutadas y activadas por la interaccion
quimioquina/quimioquina receptor. 9 El reclutamiento de
células inmunes dependiente de RANTES, decrece en la fase
inicial de la infeccidn, ya que disminuye la sintesis de novo,
por tanto la quimiotaxis de células inmunes productoras de
citoquinas se reduce. Sin embargo, la cinética del RANTES es
bastante diferente en la fase tardia de la COVID-19, amplifi-
cando la cascada inflamatoria en los casos severos de infec-
cién por SARS-CoV-2. (19
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Al finalizar, cabe destacar el valor afiadido de la muestra
del ENF, ya que es una muestra minimamente invasiva y ne-
cesaria para el diagnéstico de SARS-CoV-2, que puede ser Util
para la deteccion temprana de mediadores inmunoldgicos
para determinar el curso clinico de la COVID-19.

Conclusiones

Teniendo en cuenta los resultados se concluye que, la
infeccion por SARS CoV-2 incrementa la expresion de novo
del IFN-y en las células residentes del epitelio del tracto
respiratorio superior, para tratar de controlar la replicacion y
diseminacion viral del sitio inicial de infeccion. Por el contrario,
estas células reducen su capacidad de produccién de TGF-31
y RANTES, en repuesta a la estimulacién con IFN-y. En los
individuos con ausencia se sintomas en la etapa temprana
de la infeccion pudiera estar justificada por la expresion de
TGF-B1 y RANTES, que atenuaron el efecto inflamatorio del
IFN-y, y preservaron el flujo de células mononucleares, con
actividad virucida, lo que reduce el dafio inflamatorio de la
mucosa respiratoria. Los autores sugieren que la evaluacion
del eje IFN-y:TGF-31 en el sitio primario de multiplicacion viral,
podria ser un biomarcador importante para predecir el curso
clinico y evolucion de la COVID-19, en la fase inicial de la infec-
cion por SARS-CoV-2.
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