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Resumen

La pandemia de COVID-19 ha puesto de manifiesto la necesidad de desarrollar
tratamientos antivirales contra el SARS-CoV-2 adecuados. En la actualidad, sigue
habiendo repuntes de casos de COVID-19 debido a la baja tasa de vacunacion
generalmente por falta de accesibilidad, o debido a la emergencia de nuevas variantes
del virus, lo que sigue ocasionando desarrollo de formas severas de la enfermedad en
ciertos individuos. Los microARNs, unas pequenas moléculas, se has visto desregulados
en relacién con la COVID-19, resultando en dianas importantes para el desarrollo de
estrategia de diagnostico y tratamiento de la enfermedad. La terapia mediante
oligonucledtidos antisentido (ASO, del inglés antisense oligonucleotide)) ha sido
investigada durante muchos afnos, y se plantea como una opcion prometedora al
dirigirla a miRNAs diana, lo que se ha usado con éxito para el tratamiento de otras
enfermedades, entre ellas viricas.

En el presente trabajo se plantea una revision bibliografica utilizando diferentes
motores de blUsqueda sobre el estado actual del conocimiento y ultimos avances en
relacion con la investigacion en el desarrollo de nanoligdmeros, especificamente los
oligonucledtidos antisentido o ASOs como terapia dirigida a miRNAs en tratamiento de
la COVID-19, proporcionando asi informacion relevante sobre su potencial utilidad
diagnostica y pronostica.

Abstract

The COVID-19 pandemic has highlighted the need to develop appropriate antiviral
treatments against SARS-CoV-2. Currently, there continue to be spikes in COVID-19
cases due to the low vaccination rate, generally due to lack of accessibility, or the
emergence of new variants of the virus, which continues to cause the development of
severe forms of the disease in certain cases. MicroRNAs, small RNA molecules, have
been found deregulated in relation to COVID-19, resulting in interesting targets for the
development of a diagnosis and treatment strategy for the disease. Therapy using
antisense oligonucleotides (ASO) has been investigated for many years and is proposed
as a promising option by directing it to target miRNAs, which has been successfully
used for the treatment of other diseases, including viral.

In the present work, a bibliographic review is proposed using different search engines
on the current state of knowledge and latest advances concerning research in the
development of nanoligomers, specifically antisense oligonucleotides or ASOs as
therapy directed at miRNAs in the treatment of COVID. -19, thus providing relevant
information on its potential diagnostic and prognostic usefulness.



Introduccion

En marzo de 2020, la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) declaraba la pandemia
de COVID-19 (del inglés, Coronavirus Disease 2019), que esta causada por el virus SARS-
CoV-2, como una emergencia internacional de salud publica’. Esta situacion inesperada
requirio la adopcion de medidas de emergencia y estimuld una colaboracion sin
precedentes entre la comunidad cientifica. Investigadores de diversas especialidades
se unieron para desarrollar soluciones viables en un plazo extremadamente reducido,
abarcando desde el disefo de vacunas hasta el desarrollo de tratamientos terapéuticos
y estrategias de mitigacion." Desde entonces se han llevado a cabo extensas
investigaciones para conocer los procesos fisiopatoldgicos de la infeccion viral que
permitan el desarrollo de terapias efectivas hacer frente a esta enfermedad.

En tan solo un afo de pandemia (2020 a 2021) se produjeron 14,9 millones de muertes
en el mundo, donde la region mas afectada fue el sureste asiatico con casi 6 millones
de muertes?. La COVID-19 puede presentar una gran variedad de fenotipos, cursando
con sintomas leves, como fiebre, tos, cansancio generalizado, o perdida del gusto y el
olfato hasta avanzar hacia complicaciones respiratorias severas, como el sindrome de
dificultad respiratoria aguda e insuficiencia respiratoria que requieren cuidados
intensivos y puede provocar el fallecimiento del paciente.

En los Ultimos afos, se ha descubierto que ciertas moléculas de pequeio tamafno, como
son los microARNs (miRNAs), formadas aproximadamente por 19-25 nucleotidos, estan
implicados en la infeccion por SARS-CoV-2, indicando su posible rol en el desarrollo y
progresion de la enfermedad. Se ha encontrado que, durante la infeccion por este
virus, las concentraciones de estos miRNAs se ven alteradas tanto positivamente como
negativamente, debido a diferentes factores, como pueden ser la respuesta del
sistema inmunitario a la infeccion’.

Los microARNs (miRNAs) se unen a moléculas de ARNm complementarias e inhiben su
traduccion®, actuando principalmente como un silenciador epigenético. Sin embargo,
estos miARNs también pueden promover o coactivar genes, regulando asi muchos
procesos, entre los que destacan la proliferacion celular, la diferenciacion celular, o la
apoptosis, entre otros®.Aunque estos miARNs representan solo un 2-3% dentro del
genoma, se cree que modulan aproximadamente un 60% del mismo*.

Identificar miARNs desregulados podrian resultar en dianas importante para el
desarrollo de estrategia de diagnoéstico y tratamiento de la COVID-19. Se ha
descubierto que estas moléculas estan implicadas en la respuesta del sistema
inmunolodgico, las vias de inflamacion y las tormentas de citocinas, tan caracteristica
de esta enfermedad por lo que podrian ayudar a determinar el estadio, la gravedad y
el riesgo de mortalidad tras la infeccidn por este virus. Algunas investigaciones sugieren
que el SARS-CoV-2 podria utilizar los miARNs del huésped para facilitar su entrada a
las células y con ello facilitar su infeccion®. Varios estudios han propuesto diferentes
miRNAs, como dianas terapéuticas ya que modulan la infeccion viral mientras otros son
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capaces de inhibir la replicacion viral como candidatos para el desarrollo de terapias
dirigidas a tratar la COVID-193.

Diferentes tipos de nanotecnologias pueden tener un impacto importante en el
diagnostico y tratamiento de enfermedades relacionadas con miARNs. En este sentido,
en los Ultimos anos se han desarrollado terapias con oligonucleétidos especificos para
silenciar, restaurar o modificar la expresion de genes causantes de enfermedades que
han conseguido trasladarse a la clinica. En este trabajo nos centraremos
especificamente en los oligonucleodtidos antisentido, o también llamados ASO (del
inglés antisense oligonucleotide) como terapia dirigida a miRNAs en tratamiento de la
COVID-19.

Objetivos

El principal objetivo de este trabajo es revisar el estado actual del conocimiento
sobre el uso de nanoligdbmeros, especialmente oligonuclétidos antisentido (ASOs)
dirigidos a microARNs como herramientas terapéuticas de la COVID-19.

Objetivos especificos:

® Describir brevemente la patogénesis viral del SARS-CoV-2.

® Conocer qué es un microARN y posibles implicaciones en el desarrollo de la
COVID-19.

® Determinar como funciona la terapia con oligdmeros antisentido (ASO) y su
utilidad dirigidos a miRNAs en el tratamiento contra la infeccion por SARS-
CoV-2.

Metodologia

Para la elaboracion de este trabajo se ha llevado a cabo una busqueda bibliografica de
diversos articulos cientificos (originales y de revision) en diferentes bases de datos
como SciELO, NIH, Pubmed, etc. Se incluyeron trabajos, tanto en inglés como en
espanol, en un periodo que no superara los 5 afos desde la actualidad.

En la busqueda bibliografica se utilizaron las siguientes palabras clave: microARN,
SARS-CoV-2, COVID-19, ASO, oligonucleotido antisentido, nanoligdmero.



Resultados y discusion

COVID-19 y SARS-CoV-2

El virus SARS-CoV-2, que pertenece a la familia de los Coronaviridae, es el causante de
la COVID-19. El genoma viral presenta de 26 a 32 Kb de longitud que va a codificar
entre otras, a las proteinas estructurales que comprenden la nucleocapside (N),
rodeada por una envoltura donde se insertan las proteinas pico (S), las proteinas de
membrana (M) y las proteinas de envoltura (E) 6. En la figura 1 se puede observar en
detalle la estructura del SARS-CoV-2.

------ Spike (S)

= Envoltura (E)

..... Nucleocapside (N)
- = = = Hemaglutinina Esterasa (HE)

<= = = Membrana (M)

Figura 1. Forma y estructura del virus de SARS-CoV-2. Particula virica de SARS-CoV-2 que posee
una nucleocapside (N), cubierto por una envoltura externa de proteinas estructurales
principales (S), (M) y (E) y proteinas accesorias como (HE).®

El mecanismo de infeccion por el virus puede indicarse en los siguientes pasos’:

1-La entrada del virus SARS-CoV-2 a la célula se realiza mediante la union de la proteina
S del virus a la enzima convertidora de la angiotensina (ACE2) de la superficie de las
células del tracto respiratorio. La proteina S tiene dos subunidades: la s1 que es la
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encargada de la unién entre la proteina S y la ACE; y la s2 que determina la fusién del
virus con la membrana.

2-La union de S1 de la proteina S con ACE2 se realiza mediante el dominio RBD, después
sera procesada proteoliticamente por la enzima serina proteasa transmembrana 2
(TRMMPRRS2).

3-La S2 es cortada en dos sitios diferentes, propiciandose que el dominio RBD se separe
de la subunidad S1 que sigue unida al ACE2. Entrando el virus mediante endocitosis.

4-Se produce la liberacion del RNA virico de la nucleocapside para su replicacion por
la ORF1a y ORF1ab, y pasa por varios procesos mas para crear sus proteinas no
estructurales que forman el complejo replicasa transcriptasa (RTC) que es montado
por el reticulo endoplasmatico de la célula.

5-El RTC sintetiza los ARNm necesarios para crear las estructuras principales ya
mencionadas antes y sus partes accesorias que seran llevadas al aparato de Golgi

6-Por dltimo, el complejo RTC creara una copia del ARN original del virus que
finalmente se asociara con el resto de las proteinas en el aparato de Golgi para luego
ser exportado a través de membrana para salir por el mismo proceso por el que entro.

Este mecanismo puede apreciarse en la figura 2 de manera mas simplificada.

a% e
SARS-CoV-2@u &)
@& P union 4”

Figura 2. Mecanismo de accion de la infeccion por SARS-CoV-2. Comienza con la union de
proteina S con el receptor ACE2 de la célula, donde el virus entra por endocitosis. Luego se
libera el RNA al citoplasma para comenzar el proceso de replicacion y ensamblaje para por
ultimo ser expulsadas por la misma via por la que entro.’



MicroARNs en el diagnéstico y progresion de la COVID-19

Los microARNs (miARNs) son pequeias moléculas de acido ribonucleico (ARN) no
codificantes (entre 18-22 nucledtidos). Se han identificado mas de 2.500 miARNs en
humanos, estando involucrados en practicamente todos los procesos celulares,
incluyendo apoptosis, desarrollo y regulacion del ciclo celular. Presentan importantes
funciones regulatorias a nivel postranscripcional. Son muy interesantes porque se
pueden detectar en diferentes tipos de muestras bioldgicas (suero, plasma, sangre,
orina, esputo o saliva).’

Al ser los miARNs tan pequenos, pueden ser sintetizados facilmente, ademas destacan
en que una misma secuencia puede modular diferentes funciones. Durante los ultimos
anos, tanto los miARNs codificados por el huésped como los codificados por el virus se
han propuesto como biomarcadores destacados de COVID-1970:7%.7:3,

En la figura 3 se sefalan aquellos miRNAs que se han visto alterados asociados con la
COVID-19 e Involucrados en diferentes respuestas como la del sistema inmunologico,
la coagulacion sanguinea, las vias de inflamacién y las tormentas de citocinas, asi como
relacionadas a diferentes patologias como el sindrome de dificultad respiratoria aguda
y trastornos cardiovasculares, asi como los identificados como predictores del estadio,
la gravedad y el riesgo de mortalidad.

miR-93t miR-20at miR-1261

miR-8%at miR-1951 miR-106b T miR-29a-3p 1 miR-323a-3p |

miR-92aT miR-18aT miR-769 T miR-146a-3p 1 miR-192-5p | miR-nsp3-3p
miR-212t  miR-171T  miR-1461

i i miR-326 1 miR-214
miR-19at miR-let-7at ' ‘ T ror e
‘ . ‘ ‘ -‘ miR-27b 1 miR-146a
miR-17-3p 1 ; b y
. miR-155 1 miR-126-3p 4 e el
miR-208a t miR-31-3pl | B, TN e
2 P ']
miR-499 1 miR-28a-3p § | ‘ :L ¢
o
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Figura 3. Funciones potenciales de los microARNs asociados a COVID-19 como biomarcadores y
dianas terapéuticas.3



Estudios recientes han descubierto que algunos virus de ARN pueden codificar sus
propios miARNs>'2131 como vmiR-5p'® entre otros. Ciertas investigaciones han
relacionado las concentraciones de uno de estos miARNs con la gravedad de la
activacion de la tormenta de citoquinas y posterior patologia pulmonar que puede
causar la infeccion?.

Otros estudios se han centrado en las relaciones entre los miARNs humanos y la
respuesta al virus SARS-CoV-2. Los estudios de Khan et al. (2022) y Zhang S et al. (2021)
han descrito que los miARNs, miR-1246, miR-200c-3p y miR-125a-5p alteran las
secuencias que sintetizan el ACE2 o las vias implicadas con este, que posteriormente
se han visto relacionadas con los problemas respiratorios derivados de las infecciones
de COVID-19."6:"7

MicroARNs en el tratamiento de la COVID-19

Sabiendo que, durante la infeccion, el proceso de entrada a la célula e infeccion esta
modulada por proteinas como TMPRSS2, la proteina espiga (S) y los receptores de
entrada como la ACE2 de la célula huésped, éstas se han estado estudiando como
dianas potenciales para controlar el proceso de infeccion, en particular aquellos que
son blanco de regulacion de miARNs biomarcadores. Se han encontrado varios miARNs
que podrian ser reguladores de ACE2 de manera negativa.>'®

Por otro lado, una revision realizada por Balmeh et al., (2020)" indicé que diferentes
estudios bioinformaticos utilizando varias bases de datos (ej. miRbase, VIRMiRNA, ej.
TargetScan, miRDB, miRTarbase, Diana miRpath, Wikipathways, NCBI, GISAID)
concluyeron en que 13 secuencias comunes que podrian ser usadas en investigacion
como dianas de estrategias terapeuticas contra SARS-CoV-2.

El tratamiento de la COVID-19 se ha basado principalmente en diferentes farmacos
contra el propio virus como el Paxolivid R (Pfizer), el Molnupiravir R (Merck USA) y el
Remdesivir R (Gilead) o se ha usado Dexametasona para tratar la sintomatologia que
genera la tormenta de citoquinas.?%%"-22

Por otro lado, también se observé que pacientes con COVID-19 que no respondieron al
tratamiento con medicamentos como Remdesivir o Favipiravir manifestaron niveles de
expresion alterados de miARNs que podrian funcionar como nuevos objetivos
terapeuticos (figura 3).3

Existen farmacos como el Miravirsen (Santaris Pharma), el primero desarrollado
dirigido a un miARN e indicado para en tratamiento de hepatitis C, que se ha visto que
podria tener efecto frente al SARS-CoV-2. Esta terapia se basa en oligonucleétidos anti-
miRNAs para el tratamiento de la enfermedad.?%*



Terapias basadas en oligonucleétidos antisentido (ASO)

Un oligonucledtido antisentido u ASO (del inglés, antisense oligonucleotide) es una
secuencia de 12-21 nucleotidos de ADN o ARN. Estas secuencias fueron descubiertas en
1977 y un ano después probadas de forma sintética para modificar el ARNm del virus
del sarcoma de Rous inoculado en un ave infectada.?? Los ASO pueden unirse a
péptidos, lipidos, azlicares o anticuerpos para llegar a la célula diana.?®?” Gracias a su
naturaleza, los ASOs puede tener dos funciones?:

e Bloquear estructuralmente ARNs y evitar asi que la secuencia pueda sintetizar
la proteina deseada mediante impedimento estérico. En estos casos la molécula
se puede hacer de forma mas especifica para que bloquee una secuencia muy
concreta dentro del nucleo como, por ejemplo:

o Inhibicién por union al codén AUG.

o Poliadenilacién en 3’ a5’.

o Activar expresiones que podrian modificar la pauta de lectura de
secuencias (UORF, upstream open reading frame).

o Cambio de las isoformas en los exones para sintetizar un producto en
especifico.

e Escindir ARNs mediante el mecanismo de ARNasa H; este reconoce la secuencia
y rompe la doble cadena del ADN o ARN.

Estas acciones que ejercen los ASOs tienen varias ventajas, entre ellas que, al dejar el
material intacto, pueden usarse a dosis micro y nanomolares. Otra ventaja es que
pueden ejercer su efecto tanto a nivel del citoplasma como del nicleo.?

Los ASOs presentan hasta el momento 3 generaciones 2 que estan presentadas en la
figura 4:

e Los ASOs de primera generacion sustituyen el 02 por metilfosfatos
(metilfosfonatos), fosfotioratos (PS o fosfotioatos) o fosfoamidatos
(fosfoamiratos). Son en general moléculas sin carga y su mecanismo de accion
es descomponer el ARN. Aunque tienen mejor solubilidad que los no modificados
tiene muchas desventajas, entre ellas, que no resisten bien las nucleasas y
proteasas, y generan productos citotoxicos.

e La segunda generacion de ASOs ademas de una estructura de PS, tienen
modificaciones de azlcar ribosa como la modificacion de H en 2’ posicion de
ribosa por un alquilo como 2’ O-Me y que aumentan su afinidad de unién y
resistencia a nucleasas, y tiene su mecanismo interviene en la sintesis del
propio ARN. Son menos tdxicas y algo mas resistentes a las nucleasas.

e Los ASOs de tercera generacion, ya utilizan LNA (del inglés, Lock Nucleic Acids)
y PMO (morfolinas fosfodiamidato). Estas estan muy modificadas, por un lado,
ayudando a que sean muy especificas con su objetivo y practicamente
resistentes a la degradacion de nucleadas, pero por otro lado aumentado el
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punto de fusion del ARN/ASO lo que hara que se degraden mucho mas rapido y
por tanto siendo mas hepatotdxico. También tienen alta biodisponibilidad, pero
se eliminan mas rapido por la orina por lo que esto aumenta la manifestacion
de los efectos secundarios.30

| DNA RNA |
©0— é = ©0—p=
o S
7 {
Antisenses Oligonucleotides
Structures Name Characteristics
!

=0 Methylphosphonate

= Phosphorothioate

First generation

e ®S)
Q
e e
. b + Uncharged
v ) Phosphoramidate * Stability
og « Solubility
? + RNase H activity: No
H
[+]
= go-b=0
= Tl 2'-O-Methyl (2'-OMe) |+ Reduction of the toxicity
= N, * Reduction of immune stimulation
5 |--- r e » Better affinity
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J N S
S
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wn Lo, e
% \0/\/'\
!
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Figura 4. Esquema de las diferentes estructuras quimicas de las 3 generaciones de los

nucleotidos antisentido que existen a la actualidad.
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ASOs dirigidos a miARNs mediante nanotecnologia

Los ASOs podrian ser Utiles tanto al prevenir la entrada del virus a la célula o en
diferentes etapas de ciclo de replicacion. (Figura 5)

SARS-CoV-2

(#) GRNA 5 AL AAT NAAANAAA

Y
ASO
o (#) GRNA SANNNANANANANANANANANANS
PP1ab 4 ASOT 5
Repication priy
v ] Q
) GRNA 3 ANNANANANNANANNANNNS
£ SGRNA t
% RTC 4 [
& | Transeription \‘ (
{+) gRANA & /\A&/—\/\/\z\ ANAANAS / »>
ek o ASO A

g B

& (#) sgRNA AANAAN N @
NN S Y
v ¢
/\/\[,

Figura 5. Posible uso terapéutico de los ASOs en la infeccion por SARS-CoV-2. Se detalla como
los ASOs pueden ser Utiles sobre dianas en diferentes etapas de la infeccion celular?.

Actualmente hay medicamentos en el mercado basados en el mecanismo de
oligonucledtidos antisentido (ASO) como el Formivirsen o Inotersen, que se administran
para tratar infeccion por Citomegalovirus y polineuropatia amiloidética familiar
respectivamente. Ademas, se estan investigando farmacos basados en ASOs con diana
en los miARNs como el Miravirsen, un ASO de tercera generacion que es
complementario al miR-122, necesario para la sintesis del virus de la hepatitis C. Este
al descomponer el miARN ayuda a disminuir la concentracion de ARN viral en los
infectados.?¢

Los cuatro farmacos basados en ASO-PMO (3® generacion) mas recientes aprobados por
la FDA (del inglés, Food and Drug Administration) tienen una elevada eficacia,
resistencia a las enzimas y baja toxicidad.*°

Crear ASOs requiere que tengan un equilibrio muy significativo, ya que un exceso de
especificidad puede provocar poca liberacion de los productos formados, por tanto,
reduciendo la eficiencia del propio ASO. El uso de ASOs presenta varios desafios, ya
que los acidos nucleicos requieren un vehiculo de administracion para poder pasar a

las células.
12



Los ASOs son muy versatiles a la hora de administrarse ya que puede ser suministrados
por via Intravenosa, subcutanea, intravitrea, intratecal o local. Ademas, dependiendo
de la molécula de ASO que hayamos sintetizado, ésta tendra mejor union a proteinas
y, por tanto, su perfil farmacologico variara.

Un buen ASO debe presentar un buen equilibrio entre la biodistribucion y la
biodisponibilidad, ya que, por ejemplo, es mas facil llegar por via intravenosa a 6rganos
mas vascularizados, como el higado, que a los menos irrigados como la piel.? Por
ejemplo, se estan buscando estrategias para que este tipo de tratamientos en
enfermedades neurodegenerativas para pueda atravesar la barrera hematoencefalica
(BHE) usando nanoportadores poliméricos o lipidicos recubiertos de glucosa ya que
ahora mismo el sistema de entrada es muy invasivo (intratecal o
intracerebrovascular).2%2

La formulacion de nanoparticulas fue desarrollada para abordar el problema que
supone la liberacion de la tecnologia ASO en la célula. La implementacion de
bioconjugados que incluyen lipidos, péptidos, anticuerpos, aptameros y azUcares
permite la union celular asociada al receptor para captaciones especificas de
tejido/célula. Una amplia gama de nanoportadores que puedan atravesar membranas
bioldgicas y proporcionar proteccion al acido nucleico contra la degradacion de la
nucleasa se encuentran en diversas etapas de desarrollo. El enfoque mas comun es la
formulacion basada en lipidos (liposomas y lipoplexes). Su gran tamafno evita la
filtracion renal y permite la entrega de una mayor carga util.?” Un ejemplo son los
oligonucledtidos modificados con etoxi; estos tienen un grupo etilo agregado a un
atomo de oxigeno que no forma puente en la cadena principal de fosfato. A diferencia
de las cadenas principales de PS, las cadenas principales de P-etoxi son lipofilas y no
interactlan con proteinas celulares cargadas, reduciendo asi posibles toxicidades®
(Figura 6).
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Figura 6. Ejemplo de un ASO incorporado en liposomas con una estructura principal modificada
con P-etoxi. Impide la expresion de la diana al bloquear la traduccion del ARNm. Adaptado de
Gagliardi y Ashizawa (2022).%°
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El estudio de Mc Collum et al. (2022) probd un tratamiento con nanoligdmeros basado
en la tecnologia ASO en frente a la infeccion por SARS-CoV-2 mostrando buenos indices
de seguridad y baja toxicidad en ratones, independientemente de las vias de
administracion empleadas. Ademas, exhibio una alta biodistribucion a nivel pulmonar
y el sitio de la infeccion.?

Sin embargo, las investigaciones con esta terapia se han visto retrasadas por las
limitaciones inherentes de prueba en modelos in vivo y las etapas posteriores hacia la
traslacion a la clinica, que son muy necesarios e informativos sobre la seguridad y
eficacia de los tratamientos.

Conclusiones

El conocimiento sobre las alteraciones en la expresion de miRNAs asociadas a la COVID-
19 ha avanzado enormemente en los Ultimos afnos, lo que permitiria su uso como dianas

terapéuticas idoneas mediante el uso de nanotecnologias.

Se ha demostrado que el uso de oligonucledtidos antisentido o ASOs dirigidos a miARNs
presentan un valor potencial, debido a su especificidad y su versatilidad, lo que abre

nuevas posibilidades en el tratamiento de la COVID-19.

Nanoligdbmeros basados en ASOs dirigidos a miRNAs se plantean como una herramienta
exitosa para otras enfermedades. En el caso de COVID-19 se convierten en una opcion
adecuada pero que aln requiere mas conocimientos sobre su biodistribucion, seguridad

y farmacocinética in vivo.

Para su aplicacion en clinica seran necesario avanzar en las investigaciones para
conseguir su liberacion farmacologica efectiva en el tejido diana, aspecto que se
encuentra aun en las primeras fases de investigacion.
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