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Identificacion de factores predictores de gravedad
de la COVID-19 mediante biopsia liquida
- Expectativas no sdlo para prediccidn, sino también para el
desarrollo de nuevos tratamientos y el esclarecimiento de la patologia.-

[Resumen]

El equipo de investigacion conformado por: Dr. Takahiro Ochiya quien es profesor del
Instituto de Ciencias Médicas de la Universidad Médica de Tokio, Dr. Yu Fujita quien es
profesor asistente del curso de Investigacién para el Descubrimiento de Farmacos
Exosomales de la Universidad de Medicina Jikei, Dr. Kazuyoshi Kuwano profesor encargado
de Neumologia del curso de Medicina Interna de la Universidad de Medicina Jikei, Dr. Tokio
Hoshina del departamento de Enfermedades Infecciosas de la Universidad de Medicina Jikei,
Dr. Juntaro Matsuzaki quien es investigador en la sede de San Francisco de la Universidad
de California (investigador externo del Instituto de Ciencias Médicas de la Universidad
Médica de Tokio), y la compania International Space Medical Co., Ltd. representada por el
Sr. Mitsuru Miyato, ha logrado identificar factores predictores de gravedad de la COVID-19,
al realizar un analisis de exosomas y acidos nucleicos en sangre mediante biopsia liquida,
un método que se emplea ampliamente para el diagnéstico del cancer u otros fines. Esto
genera expectativas, ya que los exosomas y acidos nucleicos identificados podran ser utiles
no sélo como biomarcadores predictivos, sino también para el desarrollo de nuevos

tratamientos y el esclarecimiento de la patologia.

[Antecedentes de la investigacion]
La biopsia liquida es un método minimamente invasivo que es util para la deteccidn
temprana del cancer o para la seleccion de los medicamentos oncoldgicos, y consiste en el

analisis de los acidos desoxirribonuleicos (ADN), acidos ribonucleicos (ARN), exosomas,
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etc., que se encuentran en la sangre. Ya anteriormente otras investigaciones han indicado
que, no solo los pacientes con cancer, sino también aquellos que padecen enfermedades
infecciosas, muestran diferencias significativas en el contenido en sangre de ADN, ARN,
exosomas, etc., en comparacion con individuos sanos, incluso desde una etapa temprana
de la enfermedad. Tomando como base esto, nuestro equipo de investigacion se propuso
indagar la posibilidad de predecir el agravamiento de la COVID-19 mediante el analisis de
las diferencias del contenido de exosomas y acidos nucleicos en la sangre.

En general, los acidos nucleicos que se encuentran en la sangre estan empacados dentro
de unas capsulas muy estables llamadas exosomas, que son secretadas por las células del
organismo. Los exosomas son unas pequefias vesiculas envueltas en una bicapa lipidica,
con un tamano aproximado de 100 nm, que son secretadas por distintos tipos de células, y
cumplen una funcién importante en la interaccion celular.

Por ejemplo, una célula infectada por alguna bacteria o virus, puede utilizar a los
exosomas para influir sobre las demas células que la rodean. En varios estudios se ha
sefalado que las células infectadas empacan los virus en exosomas y los expulsa fuera de
si mismas, o sea, mediante los exosomas dispersan el virus dentro del cuerpo. Sin embargo,
no todos los exosomas son iguales. Si bien algunos exosomas actuan como factores que
agravan la enfermedad, otros exosomas sirven como indicadores de la respuesta normal del
organismo para vencer al virus. Esto quiere decir que, mediante el analisis de los exosomas
y acidos nucleicos de los pacientes infectados con el virus de la COVID-19, quizas se podria
detectar rapidamente las sefiales que el organismo emite al momento del agravamiento de
la enfermedad. Asi, en la presente investigacion se buscé identificar nuevos factores
predictores de gravedad de la COVID-19 mediante biopsia liquida, sometiendo a analisis la

sangre extraida de pacientes infectados al momento de la hospitalizacion.

[Resultados y conclusiones]

Para la presente investigacion, primeramente se tomaron en cuenta 42 pacientes que
dieron positivo en la prueba PCR para deteccion de la COVID-19, y que fueron
hospitalizados entre marzo y mayo del 2020 en el Hospital de la Universidad Jikei. De estos
42 pacientes, se descartaron 9 que al momento de la hospitalizacion ya se encontraban en
condicion grave segun los criterios de estratificacion de severidad de la OMS. Asi, finalmente
los sujetos de estudio fueron 31 pacientes que mostraban sintomas leves a la hora de la
hospitalizaciéon, ademas de un grupo control conformado por 10 muestras de suero de
sangre provenientes de individuos en condicion saludable (Omiya City Clinic, representante:
Dr. Ryo Nakagawa), sumando asi un total de 41 muestras sometidas a analisis. De los 31
pacientes analizados, 9 de ellos llegaron a sufrir episodios de agravamiento durante la
hospitalizacién, por lo que necesitaron recibir tratamiento con respirador artificial en la
unidad de cuidados intensivos, mientras que a los 22 pacientes restantes se les dio de alta

sin que llegaran a sufrir nada mas que sintomas leves. Se realizd un analisis exhaustivo
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mediante secuenciacion de nueva generacion (NGS) (ver *1) y espectrometria de masas
(LC-MS) (ver *2), utilizando las muestras de sangre de los 31 pacientes (22 que se
mantuvieron con sintomas leves y 9 que llegaron a tener sintomas graves) extraidas al
momento de la hospitalizacion, y muestras de suero sanguineo de 10 individuos en
condicion saludable, poniendo especial atencion en los ARNs y las proteinas exosdémicas
contenidos en sangre. A partir de los resultados del analisis, se detectaron tres grupos
distintos de biomarcadores predictivos para la deteccion temprana del nivel de agravamiento

de los pacientes con COVID-19:

1. Proteinas exosdmicas relacionadas a la respuesta antiviral:
Exosomas COPB2, PRKCB, entre otros.
2. Proteinas exosomicas y ARNSs relacionados a la coagulacioén:
Exosomas MFAP4, ECM1, CAPN, FGG, CD147 entre otros.
ARNSs tales como CDKN2B.AS1(ARNs no codificantes largos) (ver *3) entre
otros.
3. ARNSs relacionados a trastornos hepaticos
microRNA-122-5p (microARNs) (ver *4), SNORD33 (ARN nucleolar pequefio)
(ver *5) entre otros.

Entre los biomarcadores mencionados arriba, la proteina exosdmica relacionada a la
respuesta antiviral denominada COPB2 (componente de la vesicula COPI que es de
importancia en el trafico golgi-ER) fue la que mostré mayor capacidad predictiva del
agravamiento de los pacientes de COVID-19 en el presente estudio de cohorte (siendo
el AUC (area bajo la curva concentracion-tiempo) de 1.0, y tanto la sensibilidad como la
especificidad de 100%) . Esto quiere decir que, los pacientes que muestran un alto nivel
del exosoma COPB2 en sangre al momento de la hospitalizacion (al momento de dar
positivo en la prueba de deteccion del COVID-19), probablemente lograran recuperarse

sin llegar a sufrir ningun episodio de agravamiento (ver figura 1).
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Figura 1. Prediccion temprana de agravamiento de la COVID-19
basada en el exosoma COPB2

Estadisticamente, las proteinas exosémicas relacionadas a la respuesta antiviral fueron el grupo con
mayor nivel de expresion entre los pacientes con sintomas leves.
Entre éstas, el COPB2 fue el que mostro los mejores resultados.
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En el presente estudio de cohorte, el exosoma COPB2 fue el que mostro
mayor capacidad predictiva del agravamiento de los pacientes de COVID-
19 (siendo el AUC de 1.0, y tanto la sensibilidad como la especificidad de
100%) .

10 individuos sanos
21 pacientes leves
9 pacientes graves

Por otro lado, con respecto al grupo 2 (marcadores relacionados a la coagulacion) y
al grupo 3 (ARNs relacionados a trastornos hepaticos), cabe sefialar que en diversos
estudios anteriores ya se habia sefialado que el nivel de capacidad de coagulacion y los
trastornos hepaticos sirven como factores predictivos del agravamiento de la COVID-19.
Esto quiere decir que, los resultados del presente analisis reflejan la realidad ya
conocida sobre los antecedentes clinicos de los pacientes de COVID-19. Ademas, aun
en comparacioén con los niveles del dimero D que usualmente en el quehacer clinico se
mide para determinar la capacidad coagulante, y con los niveles de la enzima hepatica
ALT (alanina aminotransferasa), tanto las proteinas exosémicas relacionadas a la
coagulacion como los ARNs relacionados a trastornos hepaticos, mostraron una
excelente capacidad predictiva.

Asi, a partir de los resultados del presente estudio sobre prediccion temprana del
agravamiento de pacientes de COVID-19 mediante biopsia liquida, se formula lo
siguiente: los pacientes que muestran altos niveles de proteinas exosodmicas
relacionadas a la respuesta antiviral (grupo 1) tales como el exosoma COPB2, tienen
alta posibilidad de no llegar a agravarse, mientras que los pacientes con altos niveles
de proteinas exosémicas y ARNs relacionados a la coagulaciéon (grupo 2) y/o ARNs
relacionados a trastornos hepaticos (grupo 3) tienen alta probabilidad de agravamiento
(ver figura 2). Lo cual sugiere a la vez, que los componentes exosémicos pueden actuar
tanto como factores causales latentes del agravamiento de la COVID-19, asi como
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agentes paliativos de la misma enfermedad.

Figura 2. Predicciéon temprana de agravamiento de la COVID-19
mediante biopsia liquida basada en exosomas y ARN en sangre
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[Futuras lineas de investigacion y efecto de la difusién del conocimiento]

Con base en los resultados del estudio descrito aqui, actualmente se esta realizando
un analisis de validacién con un diferente grupo de pacientes. La prediccion de
agravamiento de la COVID-19 mediante biopsia liquida, arroja expectativas de alcanzar
una dimension totalmente distinta a lo que se ha conseguido hasta el momento con los
marcadores sanguineos ordinarios y factores humorales como las citoquinas y
quimiocinas. El punto importante aqui es que los exosomas circulan dentro de la sangre,
son incorporados a las células y regulan la expresion génica. De hecho, algunas de las
moléculas arriba mencionadas ya estan siendo utilizadas como moléculas objeto en
terapias dirigidas contra el SARS-CoV-2, o sino al menos han sido descritas como
moléculas relacionadas a la enfermedad causada por dicho virus. Por lo tanto, es
probable que los factores descubiertos en el presente estudio sean, no solamente
simples biomarcadores sanguineos, sino también factores implicados en los
mecanismos principales del agravamiento de la COVID-19. Hay expectativas de lograr
desarrollar nuevos tratamientos contra la COVID-19, basados en el incremento o
disminucion del nivel de los exosomas y/o los ARNs. Asi, actualmente se esta
desarrollando un kit de diagndstico con el exosoma COPB2.

[Explicaciéon de términos]

*1 Secuenciacion de nueva generacion (NGS): es un método de analisis de alta precision
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que hace posible secuenciar desde miles hasta millones de segmentos de ADN en forma
paralela. Gracias a este método, ha llegado a ser posible el analisis de expresion de los
distintos tipos de ARN que se mencionan mas abajo.

*2 Espectrometria de masas (LC-MS): Se trata de un método para analizar exhaustivamente
el contenido de proteina en una muestra.

*3 ARNSs no codificantes largos: Un tipo de ARN no codificante (ARN que no se traduce en
una proteina) que tiene una longitud de 200 nucleétidos o mas.

*4 micro-ARN: Un tipo muy pequeino de ARN no codificante (ARN que no se traduce en una
proteina) que tiene una longitud entre 20 a 25 nucleétidos. Se trata de un acido nucleico
funcional.

*5 ARN nucleolar pequefo: Un tipo de ARN no codificante que como lo dice su nombre esta

formado por una molécula pequena.
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O Informacion de contactos para consultar sobre el presente estudio

Dr. Takahiro Ochiya

Profesor del departamento de Investigacion sobre Medicina Molecular y Celular del
Instituto de Ciencias Médicas de la Universidad Médica de Tokio.

E-mail: tochiyva@tokyo-med.ac.jp

Dr. Yu Fuijita

Profesor asistente del curso de Investigacién para el Descubrimiento de Farmacos
Exosomales de la Universidad de Medicina Jikei

E-mail: yuugot@jikei.ac.jp

Sr. Mitsuru Miyato
Director Ejecutivo General y fellow de International Space Medical Co., Ltd.
E-mail: miyato@ism.bio

O Informacion de contactos para consultar sobre el comunicado de prensa

Oficina de Relaciones Publicas y Promocién de la Cooperacion Social
del Departamento de Asuntos Generales de la Universidad Médica de Tokio
TEL: 03-3351-6141 (Central telefonica)

Oficina de Relaciones Publicas del Departamento de Planificacion Administrativa
de la Universidad de Jikei

TEL: 03-3433-1111 (Central telefénica)

E-mail: koho@jikei.ac.jp

Oficina de relaciones Publicas de International Space Medical Co., Ltd.
TEL: 03-4216-0238 (Central telefonica)

E-mail:info@ism.bio

TEL: 090-1842-7113 (teléfono movil del Director Ejecutivo General Sr. Miyato)
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