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Resumen: 
Introducción: La detección del SARSCoV-2, así como complicaciones en pulmón y Sistema Nervioso Central, sugiere que los sitios de infección extrapulmonares contribuyen a la patología de la enfermedad. Es relevante conocer los mecanismos de infección del SARSCoV-2 e identificar nuevas dianas terapéuticas.
Objetivos: Fisiopatología, tropismo, dianas moleculares y terapéuticas de la infección por SARSCoV-2 en Pulmón y Sistema Nervioso Central
Materiales y Métodos: Se obtuvieron muestras de pulmón y cerebro de fallecidos por COVID-19. Los criocortes o cortes ultra finos se evaluaron mediante la Tinción de Tricrómica de Masson y la Microscopia Confocal.
Resultados y discusión: Se identificaron novedosos procesos celulares y fisiopatológicos involucrados en la infección del virus SARSCoV-2. Se evidenció la pérdida abundante de las células epiteliales alveolares lo que sugiere que la respuesta regenerativa de las células epiteliales no logra restaurar el epitelio alveolar dañado. Se detectó la presencia de la nucleocápside del SARSCoV-2 co-localizada con las moléculas claves tales como: Fibronectina, PPARγ conjuntamente con el Inflamasoma NLRP3 en tejidos corticales cerebrales.
Conclusiones: Se identificó por primera vez; novedosos procesos celulares y fisiopatológicos involucrados en la infección del virus SARSCoV-2 y potenciales dianas terapéuticas que revelan fármacos prometedores para combatir la COVID-19 y sus secuelas.
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Introducción 
El SARSCoV-2 es un virus de ARN monocatenario de sentido positivo con envoltura, de aproximadamente 30 kb(1). La enzima convertidora de angiotensina 2 (ACE2) ha sido identificada como su principal receptor funcional(2).
Las imágenes de Microscopia del SARSCoV-2 proporcionan datos fundamentales de los aspectos estructurales del virus y deben ser un punto de guía en los desarrollos terapéuticos como medicamentos antivirales avanzados y terapias con anticuerpos monoclonales.
La detección del SARSCoV-2 en diferentes órganos y diversas manifestaciones del COVID-19, como complicaciones del Sistema Nervioso Central y cardiovascular, lesión renal y síntomas del tracto gastrointestinal, sugieren que los sitios de infección extrapulmonares contribuyen a la patogénesis de la enfermedad(3). El análisis post mortem y el posible impacto del SARSCoV-2 en diferentes órganos es valioso para comprender la propagación del virus y los mecanismos fisiopatológicos de la infección. Especialmente, la identificación del tropismo celular viral que puede ser crítico para la patología inducida por virus, siendo relevante para conocer los mecanismos de infección del SARSCoV-2 e identificar nuevas dianas terapéuticas.
Objetivos
1)	Fisiopatología, tropismo, dianas moleculares y terapéuticas 
(a)	Pulmón
(b)	Cerebro
1.1	Potenciales Dianas Terapéuticas
1.2	Fármacos prometedores para combatir el SARS CoV-2
Materiales y Métodos
Las muestras analizadas fueron de pacientes fallecidos diagnosticados positivos al COVID-19, según su análisis de PCR en Tiempo Real (Reverso-Transcripción- Reacción en Cadena de la Polimerasa), en el Hospital General Militar Dr. Luis Díaz Soto, La Habana. Se estudiaron cinco pacientes que fallecieron por COVID-19. Se obtuvieron muestras de órganos viscerales, incluidos los pulmones y cerebro dentro de las 3 horas posteriores a la muerte. Para preparar criocortes, los tejidos se fijaron con paraformaldehído durante 2 horas. El SARSCoV-2 y las características patológicas se evaluaron mediante la Tinción de Tricrómica de Masson (TTM)(4) y la Microscopía Confocal (MC)(5). Las muestras se analizaron utilizando el Microscopio de fluorescencia de barrido láser OLYMPUS FV1000 IX81 y el software de imágenes FlowView Viewer v3.1.
Resultados y discusión
PULMÓN
Tanto las evidencias clínicas como patológicas indican el desarrollo del Síndrome de Dificultad Respiratorio Agudo (SDRA) en todos los pacientes estudiados. Los resultados reflejan en la Figura 1 que el tejido pulmonar mostró evidencias de un patrón distintivo de Daño Alveolar Difuso (DAD) con fases avanzadas predominantes (fases fibroproliferativas y fibróticas). El DAD es el sello patológico del SDRA. La lesión pulmonar directa mediada por el SARSCoV-2 se ha demostrado que es relevante en las primeras etapas de la infección, mientras que las etapas posteriores del desarrollo del DAD se han asociado principalmente con las respuestas del huésped.
Mediante la Tinción Tricrómica de Masson, se muestran evidencias experimentales de las tres fases del Daño Alveolar Difuso (Fases: exudativa, fibroproliferativa y fibrótica), estando interrelacionadas y superpuestas en el desarrollo del DAD. Sin embargo, se identificó un predominio de las etapas más avanzadas del DAD, respecto a la exudativa, en todas las muestras analizadas en este estudio.
[image: ]
Figura 1. Imágenes representativas de la Tinción Tricrómica de Masson 1: Cortes de pulmón del paciente R que muestran: A) fibrosis intersticial (azul) (flechas), B) daño alveolar difuso con rotura de tabiques intraalveolares y destrucción del revestimiento de la pared alveolar con desprendimiento (puntas de flecha); Neumocitos tipo II (NTII) (flechas) que proliferan a lo largo de la superficie de los tabiques alveolares fibrosos; C) Engrosamiento de los tabiques alveolares por proliferación de fibroblastos y depósito de colágeno (flecha). D) Parte del conducto alveolar que contiene membranas hialinas (flechas, teñido de púrpura pastel) y abundantes fibras de colágeno (azul). Obsérvese una yema fibrosa cerca de las membranas hialinas (punta de flecha); E) pérdida de la barrera epitelial alveolar y escape de líquido intersticial al espacio alveolar (flechas). 2: Cortes de pulmón de los pacientes T, J, D y B que muestran fibrosis intersticial. Barras: 50μm.
CEREBRO
En este estudio se reporta mediante el uso de la inmunofluorescencia confocal, la co-localización de la nucleocápside del SARSCoV-2 dentro de neuronas, los astrocitos, los oligodendrocitos y las microglias, en tres casos de fallecidos por COVID-19, de entre 78 y 85 años de edad. La NC viral se detectó junto con su receptor de entrada de células ACE2, así como el Inflamasoma NLRP3 en tejidos corticales cerebrales. Es de destacar que NLRP3 se co-localizó con macrófagos CD68+ en el cerebro y en el pulmón de los fallecidos, lo que sugiere el papel crítico de este tipo de Inflamasoma en las lesiones del Sistema Nervioso Central/Pulmones, por el SARSCoV-2 y respalda su papel potencial como terapéutico(6).
La proteína de la NC se localizó en una variedad de células típicas del Sistema Nervioso Central (SNC), que fueron identificados usando anticuerpos contra NeuN (neuronas), GFAP (astrocitos), CNPasa (oligodendrocitos) e Iba-1 (microglia) (Figura 2). Posteriormente, se identificaron los mediadores potenciales de la patogenicidad de este virus en el SNC humano. Curiosamente, la NC se co-localizó con el receptor de la entrada celular del SARSCoV-2, ACE2. En particular, también se observó co-inmunotinción de la NC con un componente clave del eje neuroinflamatorio: el Inflamasoma NLRP3.
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Figura 2. Las imágenes representan la región de interés obtenida a partir del análisis de Microscopía Confocal de la nucleocápside (NC) del SARSCoV-2 y los marcadores de tipo celular en la corteza cerebral de pacientes fallecidos con COVID-19. Los paneles muestran la co-localización de la nucleocápside viral (NC) con Neuronas Neu N (A), astrocitos (GFAP) (B), oligodendrocitos (CNPasa) (C) y microglias (Iba-1) (D). Las flechas apuntan a un Roi que se muestra como una vista ampliada en el espacio 3D (b) y el perfil cuantitativo asociado de la intensidad del vóxel de la imagen de los diferentes tintes a lo largo de un segmento de línea 3D (c) utilizando el software Vaa3D. Análisis de correlación de intensidad de Rois. Barras: 50 μm.
La neuroinvasión del SARSCoV-2 se ha observado en diferentes modelos experimentales, como los organoides cerebrales humanos y en los ratones transgénicos, que sobreexpresan la ACE2 humana(7). El presente estudio ilustra que la NC se co-localiza con proteínas neuronales y gliales específicas en la corteza cerebral, lo que sugiere la posibilidad de que el tropismo celular diverso del SNC del SARSCoV-2 podría ser altamente deletéreo como se propuso anteriormente(8). Por otro lado, en una serie de 41 casos post mortem, se encontró activación microglial en el 80,5% de ellos (34/41), lo que confirma el importante papel de este tipo de células del SNC, así como la infiltración de células T (38 / 41 casos) en lesiones cerebrales por SARSCoV-2(9).
Este estudio revela que la infección del cerebro por SARSCoV-2 ocurre en múltiples tipos de células del SNC e induce la activación del Inflamasoma NLRP3 en la microglia (Figura 3), que puede estar involucrado en diversas complicaciones neurológicas relacionadas con COVID-19. Por lo tanto, nuestros datos apuntan a estrategias terapéuticas centradas en la inhibición del Inflamasoma microglial NLRP3 para prevenir las secuelas neurológicas, así como para promover la recuperación neurológica de los pacientes con COVID-19.
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Figura 3. Microscopía Confocal de la nucleocápside (NC) del SARSCoV-2 y los marcadores de la entrada del huésped viral y la neuroinflamación en la corteza cerebral de pacientes fallecidos con COVID-19. Los paneles muestran la co-localización de la nucleocápside viral (NC) con ACE2 (A) y el Inflamasona (NLRP3) (B) o la detección conjunta de CD68 con NLRP3 (C). Las flechas apuntan a un Roi que se muestra como una vista Zoom-in en el espacio 3D  (b) y el perfil cuantitativo asociado de la intensidad del vóxel de la imagen de los diferentes tintes a lo largo de un segmento de línea 3D (c) utilizando el software Vaa3D. Análisis de correlación de intensidad de Roi. Barras: 50 μm.
Fisiopatología y Potenciales Dianas terapéuticas
Este trabajo identificó dianas celulares claves que pueden verse afectados por la infección por el SARSCoV-2 con implicaciones para la patogénesis inducida por los virus y la orientación terapéutica. Los resultados proporcionaron evidencias que indicaban: presencia del SARS-CoV 2 en el epitelio pulmonar, en células semejantes a macrófagos (CSM), en Lipofibroblastos (LFB) y en células semejantes a fibroblastos (CSF) en etapas avanzadas del desarrollo del DAD, lo que sugiere una lesión viral sostenida y una desregulación de las funciones de reparación de los tejidos; la NC co-localizada con moléculas claves como: (la fibronectina, el PPARγ y la Vimentina) involucradas en las respuestas de reparación de los tejidos y en el ciclo de vida del SARSCoV-2, revelan dianas potenciales para las terapias antivirales. Por otra parte, la inhibición específica del Inflamasoma NLRP3, podría ser un enfoque racional para mejorar las condiciones de gravedad del COVID-19 y sus lesiones asociadas al SNC.
FÁRMACOS PROMETEDORES PARA COMBATIR EL SARSCOV-2
Ficocianobilina (FCB): La evidencia experimental acumulada apoya fuertemente la aplicación segura del compuesto tetrapirrólico natural Ficocianobilina (FCB) para el daño inducido por COVID-19 al Sistema Nervioso Central(10). A medida que la infección por COVID-19 progresa y comienza con manifestaciones de disfunción pulmonar como hipoxia, inflamación e hipercoagulabilidad, estas pueden afectar indirectamente o directamente al Sistema Nervioso Central. El ambiente hipóxico podría resultar en acidosis metabólica del cerebro, acumulación de ácido láctico, aumento de radicales libres y estrés oxidativo y disminución de la producción de ATP en el tejido nervioso(11). La inflamación sistémica, que refleja los esfuerzos inmunológicos para restringir la transmisión y la lesión del virus, también está involucrada de manera crítica en el daño inducido por COVID-19 en diferentes órganos, incluido el cerebro. Como consecuencia, el sistema inmunológico del individuo genera una explosión de las células inflamatorias y las citocinas que median una respuesta de defensa que se ha denominado "tormenta de citocinas"; y de manera controvertida, también puede dañar al propio organismo. NLRP3 forma un complejo multimolecular, denominado "Inflamasoma", que da como resultado una oligomerización de receptores, activación de caspasa-1 y liberación enzimática de IL-1β e IL-18, que contribuyen a la actividad de las células T. En este sentido, una gran cantidad de estudios han documentado las versátiles actividades antiinflamatorias y antioxidantes de la ficocianobilina (FCB), lo que respalda su uso potencial para reducir el estrés relacionado con la hipoxia y la progresión de la tormenta de citocinas.
conclusiones
· Se identificaron novedosos procesos celulares y fisiopatológicos involucrados en la infección del virus SARSCoV-2 en pulmón y cerebro a través del uso de la Microscopía.
· Mediante la Tinción Tricrómica de Masson, se mostró evidencias experimentales que las tres fases del Daño Alveolar Difuso (DAD) están interrelacionadas y superpuestas y se identificó un predominio de las etapas más avanzadas del DAD (fibroproliferativa y fibrótica), respecto a la exudativa.
· Se reporta por primera vez por inmunofluorescencia confocal, la co-localización de la nucleocápside del SARSCoV-2 en neuronas, astrocitos, oligodendrocitos y microglias del Sistema Nervioso Central.
· Se detectó la presencia de la proteína de la NC viral conjuntamente con el Inflamasoma NLRP3 en tejidos corticales cerebrales, lo que sugiere el papel crítico de este tipo de Inflamasoma en la fisiopatología cerebral del SARSCoV-2 en el Sistema Nervioso Central, constituyendo su inhibición específica un enfoque racional para mejorar las condiciones de gravedad del COVID-19 y una diana terapéutica para fármacos anti-SARSCoV-2.
· La identificación del Inflamasoma como potencial diana terapéutica del SARSCoV-2, revela su asociación con la Ficocianobilina, como fármaco prometedor para combatir la COVID-19 y sus secuelas.
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