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Resumen

Las secuelas postagudas de COVID (PASC), generalmente
denominadas "COVID largo" (un fenotipo de COVID-19), son una
consecuencia relativamente frecuente de la infeccion por SARS-
CoV-2, en la que sintomas como disnea, fatiga, "niebla cerebral”,
dano tisular, inflamacion y coagulopatias (disfunciones del
sistema de coagulacion sanguinea) persisten mucho después de la
infeccion inicial. Tiene similitudes con otros sindromes post-
virales y con la encefalomielitis mialgica / sindrome de fatiga
crénica (EM / SFC). Muchos organismos reguladores de salud atin
no reconocen este sindrome como una entidad de enfermedad
separada, y se refieren a él bajo la amplia terminologia de 'COVID',
aunque su demografia es bastante diferente de la COVID-19
aguda. Hace unos anos, descubrimos que el fibrin6geno en la
sangre puede coagularse en una forma anémala "amiloide" de
fibrina que (como otros amiloides y priones ricos en f3) es
relativamente resistente a la protedlisis (fibrindlisis). El resultado,
como se manifiesta fuertemente en el plasma pobre en plaquetas
(PPP) de individuos con COVID largo, son extensos microcoagulos
de amiloide de fibrina que pueden persistir, pueden atrapar otras
proteinas y que pueden conducir a la produccidén de varios
autoanticuerpos. Estos microcoagulos se miden mas o menos
facilmente en PPP con la tincién tioflavina T y un microscopio de
fluorescencia simple. Aunque los sintomas de Long COVID son
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multiples, aqui argumentamos que la capacidad de estos
microcoagulos amiloides de fibrina (fibrinaloides) para bloquear
los capilares y, por lo tanto, limitar el paso de los glébulos rojos y,
por lo tanto, O;intercambio, en realidad puede sustentar la
mayoria de estos sintomas. De acuerdo con esto, en un informe
preliminar, se ha demostrado que la terapia anticoagulante
"triple” adecuada y estrechamente monitoreada que conduce a la
eliminacion de los microcoagulos también elimina los otros
sintomas. Los microcoagulos de fibrina amiloide representan un
objetivo novedoso y potencialmente importante tanto para la
comprension como para el tratamiento de Long COVID y
trastornos relacionados.
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Vete a:

Introduccion

En muchos casos, las personas infectadas con el virus SARS-CoV-2
y que padecen COVID-19 contintian (o en algunos casos
comienzan) mostrando sintomas mucho después de la fase aguda.
Dependiendo de la demografia de los huéspedes y la variante del
SARS-CoV-2, estas secuelas postagudas de COVID-19 (PASC [11)
pueden afectar ~30% de todas las personas infectadas [2,3],
comienzan a observarse incluso en nifios [4,5] y se conocen
comunmente como COVID largo [6-10]. Muchos organismos
reguladores de salud atin no reconocen este sindrome como
una entidad de enfermedad separada, y se refieren a él bajo
la amplia terminologia de 'COVID". Los sintomas de COVID
prolongado son multiples [11,12] e incluyen dificultad para
respirar, fatiga, dolor en el pecho, mialgia, disfuncién cognitiva,
respuestas inmunes innatas junto con la produccién de citoquinas
inflamatorias y un estado procoagulante. Nuestra atencidn se
centra en esto ultimo.

En la actualidad no existe un tratamiento establecido para la
COVID prolongada (por ejemplo, [13,14], por lo que, desde el
punto de vista de los sistemas, es importante comprender qué
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sintomas son "primarios" y cuales son simplemente efectos
secundarios de los sintomas primarios en si. Esto permitiria que
las estrategias de tratamiento se centren en los sintomas
primarios y sus causas. Aqui argumentamos (con evidencia) que
gran parte de la etiologia de la COVID larga puede atribuirse a la
formacion de microcoagulos de fibrina amiloide aberrantes,
desencadenados en particular por la proteina espiga del SARS-
Cov-2, y que al inhibir el transporte de eritrocitos a los capilares y,

por lo tanto, la transferencia de Oxigeno, son estos

microcoagulos amiloides los principales responsables de los
diversos sintomas prolongados de COVID observados. Los
microcoagulos también pueden presentar nuevos antigenos que
conducen a la produccion de autoanticuerpos, que pueden
exacerbar aun mas los sintomas. Se puede esperar que esta
comprension del papel de tales microcoagulos conduzca a una
estrategia efectiva para tratar el COVID prolongado (y
probablemente para otras afecciones relacionadas, como la
encefalomielitis mialgica / sindrome de fatiga crdénica (EM / SFC)).

Vete a:

Conformacidn proteica, priones y estructuras amiloides

Clasicamente, se suponia que las proteinas se pliegan en sus
estados conformacionales de energia libre mas baja, porque las
proteinas desplegadas tipicamente se replegaban en sus formas
originales [15]. Sin embargo, el descubrimiento de las proteinas
pridnicas en particular mostré que este no era siempre el caso; la
forma mas comun y nativa de la proteina priénica prp ¢ podria
convertirse, sin cambios en la secuencia primaria, en una version
termodinamicamente mas estable y "deshonesta" denominada prp
sc(Figura 1), y esta transformacion fue catalizada por PrP s (por
ejemplo, [16,17]). Estas versiones "deshonestas" cominmente
contienen un gran numero de hojas de  ordenadas en una
arquitectura de 3 cruzada [17-23], y se conocen generalmente como
formas amiloides. Ahora se sabe que muchas proteinas pueden
adoptar tales formas amiloides, y mas de 50 han sido implicadas
en una variedad de enfermedades (‘amiloidosis') [24-26]. Este
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tipo de estructuras amiloides pueden tefiirse con colorantes
fluorogénicos [27,28] como el rojo del congo [29], la tioflavina T [3 0-35],
que es mucho mas visible que el rojo del congo, o una variedad de
oligotiofenos conjugados [36] comercializados como colorantes
Amytracker™ (por ejemplo, [37,38]).
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Figura 1.

Muchas proteinas pueden adoptar mas que un microestado termodinamicamente
mas estable sin cambios en la estructura primaria (secuencia), en la que la mas
estable contiene una estructura "amiloide" ordenada de 3 laminas.
Normalmente, sin embargo, esta presente en un estado menos estable que es
cinéticamente mas accesible durante y después de su sintesis. El mas estable
(etiquetado PrP*) se separa del estado inicial (PrP) a través de una gran barrera
de energia. Esto es cierto para las proteinas amiloides en general, y se ilustra aqui

para las proteinas pridnicas clasicas. Reelaborado de una publicacion de CC-BY en
[26].

Vete a:

Coagulacion sanguinea amiloidogénica
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La cascada normal de coagulacién sanguinea esta bien establecida
(por ejemplo, [39-41] (Figura 2), con las etapas terminales de las
vias "intrinsecas" y "extrinsecas" que implican la polimerizacién
autoorganizada del fibrindgeno soluble a fibrina insoluble,
catalizada por la trombina [42]. El fibrin6geno, una molécula en
forma de cigarro de unos 5 x 45 nm, es una de las proteinas mas
abundantes en el plasma (comunmente presente en 1.5-3.5 g L-1

[41]).
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Representacion de las cascadas clasicas de coagulacion de la sangre, que
terminan en la eliminacién de dos fibrinopéptidos del fibrindgeno, y su
autoorganizacion para producir fibrina (que luego puede ser reticulada).

El resultado final de la fibrinélisis, que actiia como un registro de su extension, es
EL DIMERO D, Reelaborado de una publicacién de CC-BY en [26].

La accién de la trombina sobre el fibrin6geno conduce a la
eliminacion de dos fibrinopéptidos pequeiios (Figura 3), y esto
inicia la conversion termodindmicamente favorable a fibrina,
primero como protofibrillas pequenas y luego como fibrillas
largas, tipicamente con un didmetro de 50-100 nm. El factor XIII
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es una transglutaminasa que inserta enlaces cruzados en el
coagulo en desarrollo, y también sirve para reticular o 2-
antiplasmina (a2-AP) a la fibrina. a2-AP y otras moléculas
similares son los principales inhibidores de la plasmina, la enzima
que es principalmente responsable de la proteolisis del coagulo
(fibrindlisis).
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Autoorganizacion del fibrindgeno en fibrina bajo la accion de la trombina en
la eliminacion de dos fibrinopéptidos.
Reelaborado de una publicacion de CC-BY en [26].

La estructura de los codgulos de fibrina se caracteriza tipicamente
por el diametro de las fibras similares a los espaguetis y por el
tamano de los poros residuales [43]. Sin embargo, en algunos
casos estas estructuras parecidas a espaguetis con poros estan
ausentes. Inicialmente caracterizamos este fendmeno, observado
en el microscopio electronico, como "depdsitos enmaranados
densos" (por ejemplo, [44-46]). Mas tarde descubrimos que tales
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estructuras podrian ser inducidas por cantidades altamente
subestequiométricas de lipopolisacarido bacteriano (LPS) (1
molécula LPS por 100,000,000 moléculas de fibrindgeno), y
resultd que también eran, de hecho, de caracter amiloide [26,47-50].
Esta induccion altamente subestequiométrica (de un proceso
termodinamicamente favorable) es muy importante, ya que
proporciona efectivamente un medio para una amplificacion
masiva de lo que puede ser una pequena cantidad de material de
disparo.

La lista de moléculas que podrian inducir esta coagulacion
anomala, ademas del LPS bacteriano que entonces era nuestro
enfoque principal, incluia iones de hierro [51-56], estrogenos
[46,57], acido lipoteicoico [49,52] y amiloide A sérico [58].

Si bien la lista de las muchas otras moléculas que pueden afectar
plausiblemente esta coagulacion anémala de tipo amiloide no esta
clara, tales codgulos también se pueden observar en la sangre de
personas con enfermedades inflamatorias como el Alzheimer
[37,50,59-61], Parkinson [37,48], diabetes tipo 2 [37,38,62-64] y
artritis reumatoide [65-68 ]. También se han observado
fendmenos similares en el trastorno del embarazo
preeclampsia [69], donde también hay una fuerte evidencia de
un componente microbiano [70,71].

Aunque este fue un hallazgo novedoso para la sangre "normal”, se
habia demostrado previamente que las estructuras de 3 laminas
podian ser inducidas en fibrina artificialmente por medios
mecanicos [72]. También ha habido informes raros (ver [26,73,74])
de mutaciones amiloidogénicas (alelos) en la cadena a del
fibrindgeno A. Ademas, se sabe desde hace mucho tiempo que los
depositos de fibrina envejecidos pueden unirse a colorantes
amiloides en secciones de tejido [75] y que los péptidos derivados
de la fibrina pueden formar estructuras beta cruzadas [76]. La
forma amiloide de la proteina pridnica es altamente resistente a la
protedlisis (la resistencia a la protedlisis por la proteinasa K se
usa en un ensayo para PrPsc [77-79]), por lo que esto proporciono
una explicacion rapida para la diferente naturaleza y persistencia
de los coagulos de fibrina amiloide [52].
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Una nota sobre la terminologia "amiloide”

Reconocemos que ocasionalmente ha habido confusion en nuestro
uso del término "amiloide" para describir la coagulacion
sanguinea amiloidogénica, ya que la sangre no se considera una
fuente de las amiloidosis clasicas. Si bien podriamos haber usado
otro término, las estructuras y la tincidn de estas fibras de
coagulos sanguineos, presumiblemente consistentes en las
arquitecturas ordenadas de 3 hojas necesarias (i) para unir
tinciones amiloides fluorogénicas y (ii) para ser resistentes a las
fuentes normales de protedlisis, reflejan el término bien
establecido "amiloide". Ademas, existe una discriminacién muy
simple entre los amiloides "clasicos" y los amiloides ricos en
fibrina que son nuestro enfoque aqui: esto es que las fibrillas
amiloides observadas en las amiloidosis clasicas tienden a tener
aproximadamente 5-25 nm de didmetro [21,22,80,81] mientras
que las de los microcoagulos amiloides de fibrina tienden a estar en
el rango de 50-150 nm o0 incluso mas. Por lo tanto, se distinguen
facilmente microscopicamente, incluso sin el mayor poder
analitico que ofrecen la protedmica [82],1a tincién de anticuerpos
[83], y asi sucesivamente. Sin embargo, para evitar tal
ambigiiedad en el futuro, consideramos sensato referirnos a los
tipos de amiloides a base de fibrina de los que estamos hablando
como fibrinaloides.

Vete a:

Microcoagulos de fibrina amiloide (fibrinaloides) en
COVID-19 y COVID largo

Las coagulopatias [84-102], y especialmente la formacion de
microcoagulos extensos in vivo, son un sello distintivo tanto
de COVID [85,103-115] como de COVID largo [116,117],y
hemos demostrado que estos microcoagulos también son de
caracter amiloide [108,109,116 ]. Es importante destacar que
la adicion de proteina de pico SARS-CoV-2 S1 purificada y
recombinante al plasma normal competente para la
coagulacion es suficiente para inducir la formacién de
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coagulos anémalos [118] que adoptan estados amiloides que
también son resistentes a la fibrindlisis [108]. Tenga en
cuenta que las observaciones de los microcoagulos en plasma
(pobre en plaquetas) se realizan sin la adiciéon de trombina
ex0gena; estan naturalmente alli en la circulacion de
pacientes con COVID agudo y prolongado. El tamafio de estos
microcoagulos amiloides, que pueden observarse
microscopicamente y tefiirse, por ejemplo, con tioflavina T
[108,109,116] (Figura 4; control frente a plasma LC), es
tipicamente de 1 a 200 um; Esto significa que pueden
bloquear e inhibir eficazmente el flujo sanguineo a través de
todo tipo de microcapilares, lo que reduce fuertemente la
disponibilidad de oxigeno en los tejidos. Como era de esperar,
consisten principalmente en fibrina, pero también contienen
muchas otras proteinas, incluida a2-antiplasmina [108] (e
incluso el propio virus [119]). También tienen una mayor
actividad proinflamatoria y provocan autoanticuerpos de
fibrina [118] (y tal vez otros). Los elementos de al menos
algunas variantes de la proteina espiga del SARS-CoV-2
también pueden estimular (in silico) la agregacion
amiloidogénica de amiloide A sérico [120]. En términos mas
generales, existe evidencia considerable de la induccion
de la produccion de amiloide por proteinas
amiloidogénicas por virus como los de la familia
Herpesviridae, por ejemplo, en la enfermedad de
Alzheimer [121-125].
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Figura 4.
Microscopia de fluorescencia de micrografias representativas que muestran

microcoagulos en la circulacion de controles (A) y en pacientes con COVID
LARGO (B-D).

Ausencia de microcoagulos amiloides significativos en el plasma de individuos
"normales” y su presencia significativa en el plasma de individuos con COVID
prolongado. El plasma pobre en plaquetas se produjo por centrifugaciéon a 3000xg
durante 15 min, se tifi6 con tioflavina T de 5 pM y se obtuvo una imagen en un
microscopio de fluorescencia (Zeiss Axio Observer 7 con un objetivo Plan-
Apochromat 63x/1.4 Oil DIC M27 (Carl Zeiss Microscopy, Munich, Alemania). Las
longitudes de onda fueron Exc 450-488 nm/emision 499-529 nm, todas como en
[108].

Opacidades de 'vidrio esmerilado’ en
COVID y COVID largo

Una de las primeras caracteristicas de la COVID-19 aguda fue la
observacién de opacidades extensas y difusas en las tomografias
computarizadas de alta resolucién (TCH) de los pulmones de los
pacientes, en consonancia con las dificultades respiratorias
ampliamente observadas. Estas opacidades se parecian al vidrio
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esmerilado [126], y de hecho se conocen cominmente como
"opacidades de vidrio esmerilado” (GGO) [127-132]. Estan
formados en gran parte de fibrina, aunque no somos conscientes
de que alguien los haya tefiido atin para detectar estructuras
amiloides (que es lo que creemos que deben ser, y existe un
amplio precedente para esto en otras enfermedades (por ejemplo,
[133-136])). En pacientes con COVID persisten mucho mas alla de
la fase aguda [137].

Mas sobre el tamaiio y las propiedades de
los microcoagulos

Como se menciong, los microcoagulos fibrinaloides que
observamos estan tipicamente en el rango de 1-200 pm en su eje
mas largo. Esto es consistente con la apariencia de "vidrio
esmerilado", también es cierto para las estructuras de proteinas
de tipo amiloide "artificiales" [28], y para los tipos de amiloide
vistos como depodsitos en microangiopatias tromboticas [138-
142]. Sin embargo, la distribucion del tamafo difiere
notablemente entre individuos (Figura 4), y aunque es dificil de
precisar, proporciona una explicacion general lista para las muy
diferentes manifestaciones de Long COVID (incluidas las
sugerencias de que el término cubre enfermedades "multiples").
Esto también es cierto para las enfermedades prionicas, donde
"cepas" especificas basadas en conformaciones particulares
pueden propagarse en la misma forma. En algunos casos, puede
haber tincion diferencial de amiloides individuales por diferentes
colorantes [26,49,143-145], lo que también permite un cierto grado
de diferenciacion de la estructura de los coagulos. En el caso de
Long COVID, probablemente no estemos listos para tales sutilezas.

Vete a:

Papel del dimeroD

Un marcador importante para la actividad fibrinolitica (Figura 2)
es un polipéptido denominado dimero D Figura 5. Es un fuerte
indicador pronéstico del resultado de la enfermedad
(supervivencia) en COVID agudo [85,146-154]. Es, en efecto, una
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medida compuesta de cuanto fibrin6geno habia, cuanto se
convirtié en coagulos de fibrina (ya sean normales o fibrinaloides)
y cuanto estos pasaron a ser lisados. Cada uno de estos pasos
generales puede, por supuesto, regularse de forma independiente
(es decir, proceder a una velocidad "rapida” o lenta, como se
codifica de manera simplista enla Figura 6), por lo que el analisis
de las mediciones del dimero d debe tener en cuenta todas estas
cuestiones. Por lo tanto, los niveles altos de dimero D deben
representar necesariamente la produccion de muchos mas
coagulos (y suficiente fibrinolisis para que ocurra) pero no
pueden reflejar por si mismos cuantos permanecieron después de
su lisis ni cuales de ellos eran "normales” y cuales amiloides (ver
Figura 7 para una explicacion simplificada de la via). Esto explica
por qué los niveles de dimero D aumentan significativamente
después de la infeccion con muchas de las variantes anteriores del
SARS-CoV-2, que producen multiples microcoagulos fibrinaloides
y COVID largo. Sin embargo, el dimero d aumenta masivamente en
el caso de la variante omicrono, donde se produce mucha
coagulacion, pero aparentemente no a una forma fibrinaloide, y
por lo tanto se produce una fibrinolisis efectiva del coagulo. Que
pueda haber fuertes dependencias en la variante precisa no es
realmente sorprendente (omicron difiere de las variantes alfa 'y
delta en mas de 20 mutaciones [155], mas que suficiente para
variar la actividad de una proteina 1000 veces en experimentos
tfpiCOS de evolucion dirigida [@D Por lo tanto, el dimero D alto puede,
pero no tiene que [157], reflejar la gravedad de la enfermedad
dada una variante particular del SARS-CoV-2; depende del
contexto y, en particular, del tipo de fibrina que puede servir como
sustrato para su produccion.
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Figura 5.
Producciéon de dimero D por fibrindlisis.

Se cree que es similar cuando se produce a partir de coagulos fibrinoides, pero la
tasa se considera mas lenta. Imagen creada con BioRender
(https://biorender.com/).
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Figura 6.

Los niveles de dimero D reflejan tanto la tasa de produccion como la tasa de
degradacion de los coagulos, ya sea que los coagulos sean de naturaleza
"normal” o fibrinoide.

Imagen creada con BioRender (https://biorender.com/.
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Un diagrama simplificado para explicar la formacion de microcoagulos que
podria resolverse a través de procesos fibrinoliticos después de COVID-19
agudo o, en algunos pacientes, resultar en un proceso fibrinolitico fallido.
Imagen creada con BioRender (https://biorender.com/).
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Vete a:

Evaluacion de la coagulacion

;Por qué TEG en lugar de APTT, INR y otras medidas de
coagulacién?

Una variedad de pruebas de coagulacion optica son de uso mas o
menos comun [158]. Estos incluyen el TTPa (tiempo de
coagulacion de tromboplastina parcial activada), el tiempo de
protrombina (TP) y la razén internacional normalizada (INR),
pero se considera que tienen un valor predictivo limitado para el
sangrado y no son rentables [159,160]. INR y APTT tienen un
valor limitado para predecir la coagulacion (e identificar a los
pacientes que sangraran) en pacientes con COVID agudo y largo.
La prueba utiliza plasma pobre en plaquetas después de desechar
el componente celular de la sangre (incluidas las plaquetas).

A medida que la sangre se coagula, la viscosidad del
coagulo aumenta, y medir la tasa dependiente del tiempo
y el alcance de este cambio de viscoelasticidad
directamente en la sangre total proporciona una
evaluacion in vitro mas completa y conveniente del
comportamiento de coagulacion de la sangre en ese
momento. Tenga en cuenta que los coagulos de
fibrinaloide que ya se han formado son efectivamente
inertes e invisibles para tales métodos. Aqui el método de
eleccion se conoce como tromboelastografia (TEG)
[48,52,56,58,59,65,66,108,109,161-165] (o una version
relacionada conocida como ROTEM [166-173]). La Figura
8 muestra rastros estilizados de TEG, como se encuentra
tipicamente en la salud y la enfermedad. Hay tres rastros
generalizados principales: sano (normocoagulable),
hipercoagulable (como se ve cominmente en COVID-19
agudo) e hipocoagulable (durante el riesgo de sangrado).
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Figura 8.
Trazas TEG® con los principales parametros visualizados.
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A) Trazas sanas (normocoagulables); (B) Traza de hipercoagulabilidad (observada
durante las primeras etapas de COVID-19 aguda) y (C) Traza hipocoagulable.
Imagen creada con BioRender (https://biorender.com/). En By Clas lineas
punteadas representan el caso normocoagulable. R representa el tiempo necesario
para iniciar la formacion de codgulos, ay K reflejan la velocidad y el alcance de la
formacién de coagulos (por ejemplo, [52]).

El TEG es un método bien conocido en el punto de atencion,
recientemente sugerido como un buen método para seguir el
estado de coagulacion sanguinea en COVID-19 agudo,
especialmente cuando se prescriben regimenes de
anticoagulacion a los pacientes [109]. Sin embargo, en
nuestra experiencia, no es util para determinar el estado de
(hiper)coagulacion en COVID largo, y debe reservarse para
aquellos pacientes con COVID largo donde existe un
problema de sangrado o sangrado real. TEG debe usarse
junto con el mapeo de plaquetas y microcoagulos, para seguir
de cerca a los pacientes cuando se puede esperar sangrado.
Debido a que los microcoagulos ya contienen proteinas
plasmaticas coaguladas, y el TEG solo mide proteinas
plasmaticas no coaguladas (solubles), el TEG podria no ser
adecuado para determinar el estado de coagulacion existente
real (que consiste en proteinas plasmaticas coaguladas y
solubles).

De hecho, los rangos de trazas de TEG podrian estar dentro
de los rangos normales, y nuestra opinion sobre esto es que
la fibrina dentro de los microcoagulos ya se ha coagulado y
atrapado dentro de los microcoagulos, dejando solo una
menor cantidad de fibrindgeno soluble que podria participar
en el ensayo TEG. Por lo tanto, tanto la fibrina ya coagulada
en los microcoagulos como los niveles de fibrindgeno soluble
deben considerarse y, preferiblemente, medirse.
Desafortunadamente, el TEG no puede hacer eso. Sin
embargo, consideramos que la TEG es vital para evaluar el
potencial de coagulacion cuando los pacientes con COVID
Larga son tratados con terapia anticoagulante, o en cualquier
individuo sometido a tratamiento disefiado para reducir los
niveles de microcoagulos fibrinoides. En nuestra opinion,
TEG es, por lo tanto, una evaluacion mucho mas verdadera
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del estado de coagulacion del paciente, ya que utiliza sangre
total, lo que aporta el papel muy importante desempefiado
por las plaquetas.

El INR, el dimero D ArTT, l0os niveles de fibrindgeno y el
recuento de plaquetas pueden ser de ayuda en el evento muy
tardio de COVID-19 agudo en etapa terminal, donde se
observa coagulopatia intravascular diseminada aguda (CID).
Curiosamente, ahora se acepta que los eventos de sangrado
por DIC son poco comunes en la COVID-19 aguda [111].
Incluso en este caso, TEG sigue siendo mas util para manejar
esta situacion [109].

Vete a:

Propiedades mecanicas de los microcoagulos
amiloides

Si bien aun no conocemos los detalles de las propiedades
mecanicas de los microcoagulos de amiloide de fibrina, se sabe
que las fibrillas amiloides pueden exhibir tipicamente una
resistencia mecanica inusualmente alta y resistencia a la
deformacion (por ejemplo, [174-177]. La rigidez también aumenta
con el grosor de las fibras [178]. Esto implica fuertemente que es
probable que los fibrinaloides sean mas propensos a "atascarse”
en los capilares.

Vete a:

Criterios de Bradford Hill y microcoagulos

Los criterios de Bradford Hill para la causalidad de una
enfermedad Y por un factor ambiental X [70,179] representan un
marco util para evaluar el papel de los microcoagulos de fibrina
amiloide en Long COVID, y son los siguientes: (1) fuerza de
asociacion entre X e Y, (2) consistencia de la asociacion entre X e
Y, (3) especificidad de asociacion entre X e Y, (4) los
experimentos verifican la relaciéon entre X e Y, (5) la modificacion
de X altera la ocurrencia de Y, y (6) la relacién de causa y efecto



https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC8883497/#BCJ-479-537C111
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC8883497/#BCJ-479-537C109
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC8883497/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC8883497/#BCJ-479-537C174
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC8883497/#BCJ-479-537C178
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC8883497/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC8883497/#BCJ-479-537C70

biolégicamente plausible. Creemos que la evidencia es muy
consistente con estos criterios cuando X esta representado por
microcoagulos e Y por COVID largo y potencialmente una variedad
de otras afecciones.

Vete a:

Capacidad de los microcoagulos amiloides
para explicar los sintomas de COVID
prolongado

Si bien el COVID prolongado es un trastorno multisistémico con
multiples sintomas de gravedad variable, sigue siendo posible
que, de hecho, haya una causa subyacente importante en
particular (o que un nimero muy pequeino sea el principal
contribuyente). Nuestra opinion es la siguiente: dado que los
microcoagulos amiloides pueden obstruir los capilares e inhibir
el transporte deo: a los tejidos, esto solo puede, de hecho, servir
mas o menos evidentemente para explicar muchas observaciones,
y en particular los sintomas de COVID aguda y prolongada. Estos
obviamente incluyen dificultad para respirar debido a un bajoo:
directamente, y eventos trombadticos como infarto agudo de
miocardio [180,181], accidente cerebrovascular [181-183], etc.
debido a los microcoagulos. La falta de transporte de oz a los
tejidos explica directamente como una enfermedad
nominalmente respiratoria también conduce a la disfuncion de
organos como el rifion [184,185], PoTS (sindrome de taquicardia
postural [186]), mialgia en el musculo esquelético [187,188],
trastornos neuroldgicos [189] y acidosis lactica [190, 191] (la
masa de lactato es demasiado baja para haber sido detectada en
nuestros propios experimentos metabolémicos no dirigidos
COVID [192]), y potencialmente los beneficios de la terapia
hiperbarica de 02 [193]. También vale la pena enfatizar que las
estructuras amiloides en si mismas tienden a ser citotoxicas, a
menudo a través de la interrupcion de la membrana [194-198].

.Qué hace que el COVID largo sea largo?
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Para que cualquier sistema determinista cambie su
comportamiento tiene que haber un cambio de sus
parametros [199]. En el caso de COVID largo, necesitamos
mecanismos que puedan explicar como algo que se inicio
hace mucho tiempo puede persistir de alguna manera. Una
fuente de la produccion continua de un estimulo esta
representada por microbios, incluidos los viriones, que
persisten en un estado en gran parte latente (a menudo en
reservorios intracelulares) pero ocasionalmente pueden
continuar replicandose [1,200]. Ahora hay pruebas
considerables de la persistencia del SARS-CoV-2 [201]. Otra
es la liberacion continua de sustancias secuestradas
derivadas de microbios que pueden actuar como estimulos
para la formacion continua de microcoagulos. Aqui, el
hallazgo [202] de que 1a proteina espiga S1 puede persistir en los
monocitos CD16 en PASC hasta 15 meses después de la
infeccion es muy relevante, ya que la amplificacion de las
proteinas desencadenantes para producir microcoagulos
como parte del mecanismo de coagulacion significa que
cantidades minusculas (y altamente subestequiométricas) de
desencadenantes adecuados pueden ser suficientes [26,47].
Esto por si solo es suficiente para explicar la naturaleza
cronica de tales enfermedades.

Secuestro de microcoagulos de
biomarcadores

Una consecuencia adicional de la produccion de microcoagulos
que secuestran otras proteinas cuya concentracion de otro modo
pareceria elevada es que esas proteinas no aparecen en el plasma
del que se han eliminado los microcoagulos (por ejemplo, por
centrifugacion) y, por lo tanto, no se manifiestan, y no pueden
usarse utilmente, como biomarcadores. Por lo tanto, nuestra
experiencia [108,116] es (i) que muchas de estas proteinas,
incluidas a2-AP y los autoanticuerpos, estan tan secuestradas, y
(ii) que la degradacion de estos microcoagulos resistentes a la
proteasa para los anadlisis protedmicos clasicos requiere multiples
rondas de tripsinizacion.
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El papel de los autoanticuerposy la
biomimesis

Los autoanticuerpos son una caracteristica de muchas
enfermedades inflamatorias cronicas, como la artritis reumatoide
[68] (donde Proteus spp esta fuertemente implicado y donde se
entienden los epitopos de reaccion cruzada que conducen al
"mimetismo" pory de los objetivos de la proteina huésped
[68,203,204]). Es importante destacar que ya se ha demostrado
que tanto el COVID agudo [205,206] como el largo [207] estan
acompaiiados por disfunciéon inmunoldgica y por nuevos
anticuerpos [1,206], incluyendo en este ultimo caso a (una forma
‘anormal’ pero no especificada de) fibrina [118 ]. Reconocemos
que cualquier cambio en la conformacion de una proteina puede
dar lugar a la generacion de nuevos epitopos que, por lo tanto,
pueden conducir a la produccion de nuevos anticuerpos; De
hecho, el uso de anticuerpos secundarios en la deteccion de
moléculas pequeiias [208] se basa precisamente en este hecho.
Aunque consideramos que el evento mas primario es la
generacion de microcoagulos fibrinoides, también reconocemos
que es probable que puedan cambiar la conformacion natural de
muchas proteinas que normalmente podrian presentarse como
inofensivas (vistas como "propias"). Sin embargo, la naturaleza
detallada de estos autoanticuerpos no se conoce (pero es un tema
de considerable interés actual [1]).

Aspectos epidemiolégicos

Un enfoque para comprender los mecanismos de COVID largo es
analizar los datos epidemiolégicos, ya que las caracteristicas de
aquellos que experimentan COVID agudo difieren notablemente
de aquellos con COVID largo [11]. Entre estos (y en contraste
significativo con el caso de COVID agudo [209]), se encuentra una
sorprendente sobrerrepresentacion de COVID largo en mujeres, y
especialmente en mujeres mas jovenes [3,10,210]. Desde este
punto de vista, es de considerable interés que las hormonas
sexuales femeninas puedan inducir una coagulacion sanguinea
anomala [46,57,211].
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Los hemofilicos (y otros con trastornos hipocoagulatorios)
representan un caso de prueba complejo, porque dependiendo de
la etapa de la enfermedad [85], COVID puede ser hiper e
hipocoagulante [212]. Sin embargo, actualmente no se tiene
conocimiento de ningun analisis de los microcoagulos
fibrinaloides en dichos individuos.

Diferencias de deformaciéon

Si bien se ha ralentizado un poco por el reconocimiento
generalmente lento de Long COVID, es de esperar que diferentes
cepas de SARS-CoV-2 puedan tener diferentes tendencias para
inducirlo. Con este fin, es razonable que si los microcoagulos son
importantes para la CL, su prevalencia también varie con la
gravedad o frecuencia de la CL inducida por diferentes cepas de
SARS-CoV-2. En cierto sentido, esto proporcionaria un tipo muy
importante de "control”, ya que lo inico que varia como estimulo
es la cepa del SARS-CoV-2.

Otras causas de los microcoagulos amiloides

Si bien aqui nos centramos en el SARS-CoV-2, observamos que se
ha demostrado que todo tipo de moléculas afectan el grado de
formacion de coagulos fibrinoides, incluido el hierro, otros
amiloides, componentes de la pared celular bacteriana, etc., y que
los hemos observado en una variedad de enfermedades
inflamatorias crénicas, como el Alzheimer [37,50,60-62],1a
enfermedad de Parkinson [37,48], Diabetes tipo 2
[37,38,62,63,213,214] (donde la proteina amiloide amilina [215-217] es,
por supuesto, un jugador bien conocido) y artritis reumatoide
[65.67]. Aunque aun no se ha probado directamente,
consideramos probable que esto también sea cierto para
enfermedades infecciosas que se sabe que causan sindromes post-
infeccidon similares, como el dengue [218-220j, el ébola [221-223],
Lyme [224], Zika y otros donde los virus persisten y pueden
causar microangiopatias [139 ] que sospechamos que también son
de caracter amiloide. También es probable que haya un papel para
las moléculas criadas en enfermedades inflamatorias
preexistentes, asi como para las sustancias producidas por los
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microbiomas de desregulacion [225] y el factor V de Leiden
[226,227].

Vete a:

Similitudes con EM/SFC

Ademas de las enfermedades post-infeccion mencionadas
anteriormente, la aparicion de COVID prolongado ha puesto de
relieve sus similitudes con otros sindromes aiin mas ampliamente
establecidos, como la encefalomielitis mialgica / sindrome de
fatiga crénica (EM / SFC) [1,228], y los detalles completos estan
disponibles en estas revisiones recientes [1,228]. Berg y sus
colegas también han destacado el papel de las coagulopatias en la
EM / SFC [229]. Observamos, también, que otras enfermedades
"andmalas" que tienen sintomas que se superponen con los de EM
/ SFC incluyen el sindrome de la guerra del Golfo [230], donde
nuevamente correriamos el riesgo de que el analisis de la
formacion de microcoagulos fibrinaloides tuviera un resultado
positivo. Por lo tanto, si bien consideramos probable que los
fendmenos que describimos también sean ampliamente ciertos
para EM / SFC, nos centramos aqui en PASC / Long COVID.

Vete a:

Endoteliopatia

Un componente importante de la enfermedad aguda
grave por COVID-19 que acompaiia a la coagulacion
patoldgica es la endoteliopatia inducida por virus que
produce endotelitis sistémica [111,231-235]. La
endotelioitis es fundamental para iniciar un estado de
falla fisiologia normal de la coagulacion y también se sabe
que esta significativamente relacionada con las
coagulopatias, ya que activa las vias microtrombadticas e
inicia microtrombos intravasculares asociados a la
endoteliopatia [236].

Vete a:
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Un papel para la desregulacion del hierro

Una consecuencia de la muerte celular, como ocurre en la
endoteliopatia, es la liberacion en pacientes con COVID de la
proteina de almacenamiento de hierro ferritina
normalmente intracelular [237,238], que luego puede liberar

hierro libre (Ferretinemia) [239]. La desregulacion del
hierro es un acompafnamiento para una gran cantidad de
enfermedades inflamatorias cronicas [200,240,241], y la
desregulacion del hierro es un acompafamiento significativo
en COVID [238,242-245]. De hecho, hay evidencia de que el
SARS-CoV-2 puede liberar hierro de la hemoglobina
directamente [246]. La participacion de la desregulacion del
hierro seria consistente con los efectos potencialmente
protectores de quelarlo, por ejemplo, con lactoferrina [247-
250] u otros quelantes [251-254].

Vete a:

Papel de las plaquetas

El importante papel que desempeifan las plaquetas en la
COVID-19 aguda (Figura 9) se ha discutido en el contexto de la
gravedad de la enfermedad, el desarrollo de endoteliopatia y
como impulsores generales de la patologia de la coagulacion
[232,233,255-257]. Las plaquetas interactian con las
moléculas inflamatorias circulantes, el endotelio (dafiado) en
si, y también con las células inmunes, lo que resulta en
complejos plaqueta/celular y plaqueta/molécula [258,259].
Los complejos plaquetarios estdn mediados por interacciones
membrana-membrana a través de la union al receptor. Dos de
las moléculas centrales en esta discusion son el fibrindgeno y
el VWF, y las plaquetas forman complejos significativos con
ambos [260]. En dltima instancia, los complejos de proteinas
de células plaquetarias-células y moléculas de coagulacion
plaquetaria forman parte de los mecanismos de activacion
plaquetaria y la remodelaciéon vascular y estos complejos
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impulsan la secrecion de granulos, la expresion de
glicoproteinas de superficie y las vias de hiperactivaciéon
plaquetaria de activacion molecular [258,259].

endosome
internalisation
self-amplification
i proimmflammatory
+ Platelet activation/aggregation/leukocyte complexes ey d,.:,",::n?:.:dm' actions
o, ntiviral
? Platelet adhesion/Unkown effect on platelets o mﬁfﬁ“’ =i

Figura 9.
Interacciones plaquetarias con virus.

Figura adaptada de [259]. Varios receptores plaquetarios pueden mediar la unién
a particulas virales, donde los receptores de reconocimiento de patrones
reconocen sefiales virales, productos virales y también modulan la funcién
plaquetaria. Las plaquetas median el ataque viral secretando proteinas virucidas y
envolviendo particulas virales, asi como interactuando con las células inmunes y
mejorando la respuesta inmune. Los agregados virus-plaquetas y las plaquetas con
una carga viral son atacados por los leucocitos, y las plaquetas se eliminan
finalmente de la circulacién (Figura creada con https://biorender.com/).

Vete a:
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Consecuencias para los protocolos de
tratamiento

Dado que existe una tasa de eliminacién de fondo definida de los
microcoagulos fibrinoides, aunque mas lenta que la de los
coagulos no amiloides normales, es necesario asegurarse de que
no se formen mas. En consecuencia, no vemos un papel para los
"destructores de coagulos" como se han utilizado ocasionalmente
cuando la COVID-19 aguda se acompafia de sindrome de dificultad
respiratoria aguda [261]. Sin embargo, abordar solo una de las
patologias (ya sea patologias de codgulos o hiperactivacion
plaquetaria) siempre tendera a fallar, como también se sefial6 en
ensayos clinicos recientes donde solo una de las dos terapias se
probé en COVID-19 agudo. Lawler y colaboradores [262]
investigaron el uso de anticoagulacién terapéutica con heparina
en pacientes no criticos con COVID-19. (También observamos que
la heparina, como la lactoferrina [250], puede tener propiedades
antivirales [263-266]). Lopes y colaboradores [267] también
investigaron el uso de anticoagulacion terapéutica versus
profilactica para pacientes ingresados en el hospital con COVID-
19. Anteriormente, Viecca y sus colegas informaron [268] sobre
un estudio de fase IIb de prueba de concepto, de control y control
de un solo centro, iniciado por el investigador. En el estudio[268]
se exploraron los efectos de la terapia antiplaquetaria sobre la
oxigenacion arterial y sobre los resultados clinicos en pacientes
con COVID-19 grave con hipercoagulabilidad. Los resultados no
fueron significativamente positivos en ninguno de los ensayos
mencionados.

Sin embargo, debe tenerse en cuenta que los ensayos se
realizaron en pacientes agudos con COVID-19. Esto nos ha
llevado a sugerir un enfoque multiple y un régimen de
tratamiento anticoagulante triple [231], donde los
pacientes con COVID largo podrian ser tratados con un
mes de terapia antiplaquetaria dual (DAPT) (Clopidogrel
75 mg / Aspirina 75 mg) una vez al dia, asi como un
anticoagulante oral directo (DOAC) (Apixiban) 5 mg dos
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veces al dia, junto con un inhibidor de la bomba de
protones (IBP) (por ejemplo, pantoprazol 40 mg / dia
para la proteccion gastrica). Tal régimen de tratamiento
se mostro prometedor bajo la condicion de la practica
clinica (no hubo "controles" sin tratamiento) [231]. Sin
embargo, especialmente debido a la posibilidad de
hipocoagulacion (sangrado), solo debe seguirse bajo una
guia médica estricta y calificada en la que recomendamos
la evaluacion regular del estado de coagulacion antes y
durante el tratamiento. Ahora (al igual que cualquier otro
meétodo [269]) debe estudiarse en un ensayo controlado
aleatorio adecuado.

Observamos que el uso de la terapia triple no es nuevo en la
practica clinica. Sus usos son anteriores a COVID-19, donde se
prescribe con éxito en pacientes donde las trombosis (que pueden
o no involucrar coagulos fibrinoides) son particularmente
preocupantes y en diversas enfermedades coronarias
acompafadas de fibrilacion auricular. Aqui se recomiendan
tratamientos anticoagulantes fuertes adaptados a las necesidades
del paciente individual [270], que comunmente implican
tratamientos dobles o triples con varios agentes anticoagulantes.
Los autores actuales se han centrado en el "tratamiento triple"
para la anticoagulacion que implica un anticoagulante oral mas
dos farmacos disefiados para disminuir la activacién plaquetaria
(generalmente el inhibidor P2Y 12 clopidogrel, mas aspirina en
dosis bajas). (Ademas, también se administra un inhibidor de la
bomba de protones gastrico para reducir la probabilidad de
sangrado gastrico).

Vete a:

;Qué se necesita a continuacion?

Muchas piezas de evidencia a nivel de investigacién (especialmente
[85,101,106,108,109,116,231,271]) sugieren fuertemente que los
microcoagulos de amiloide fibrina, impulsados por la presencia de
la proteina espiga del SARS-CoV-2, son un acompafiamiento
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inevitable para (y una causa probable de) COVID largo. Una
explicacion biolégicamente coherente [272,273] puede vincular tales
observaciones con los otros sintomas observables de Long COVID,
y asi servir para satisfacer la 16gica normalmente requerida
[179,274,275] para proporcionar una explicacién causal.

Sin embargo, todavia estamos potencialmente lejos de traducir
este tipo de comprension tanto en el diagndstico como en la
terapéutica. Algunos de los elementos que se necesitan tanto para
hacer que la evidencia sea aiin mas sélida como para aprobar la
aprobacion regulatoria mas ampliamente incluyen los siguientes:

« Nuestros métodos de diagnoéstico de fibrina amiloide,
actualmente semicuantitativos, deben estar sujetos a una
mayor optimizacion, hacerse robustos y cuantitativos, y
reproducirse mas ampliamente.

. Serequiere trabajo para proporcionar un instrumento de
punto de atencion simple, barato y ampliamente disponible
para efectuar las mediciones necesarias del nimero, tamafio
y naturaleza de los micrclots fibrinoides.

« Los estudios longitudinales, y los que relacionan la presencia
de fibrinaloides con la gravedad de la COVID prolongada,
ayudaran a reconocer el papel de los diferentes fibrinaloides
en la causa de diferentes sintomas; estos pueden variar
predictivamente entre las cepas de SARS-CoV-2

. Seria valioso evaluar otros parametros sanguineos
simultaneamente (por ejemplo, fibrindgeno, dimero d, factor
de von Willebrand) mas citoquinas inflamatorias adecuadas

« Armados con lo anterior, debemos esperar razonablemente
que los médicos puedan obtener ética para un ensayo
controlado aleatorio disefiado adecuadamente de regimenes
de anticoagulantes e inhibidores plaquetarios, junto con la
evaluacion, utilizando ensayos viscoelasticos como
tromboelastografia (TEG o ROTEM o Sonoclot), antes y
durante dichos tratamientos del potencial de coagulaciéon
para protegerse contra cualquier hipocoagulacion y los
peligros de sangrado.
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« Dichos individuos deben ser seguidos durante un periodo
después del final del tratamiento para evaluar el grado de
permanencia.

Por supuesto, es facil disefiar ensayos detallados y costosos,
acompafados de muchas otras mediciones de covariables, pero lo
anterior establece lo que considerariamos como el minimo
necesario para fortalecer las afirmaciones de que el analisis y la
eliminacion de los microcoagulos de amiloide de fibrina deberian
tener una gran utilidad para proporcionar beneficios sustanciales
a las personas con COVID prolongado. y probablemente en
condiciones relacionadas también.

Vete a:

Conclusiones

Aqui hemos argumentado, y nos centramos en el hecho, que Long
COVID se caracteriza por la presencia de microcoagulos amiloides
de fibrina persistentes que podrian bloquear los capilares e
inhibir el transporte de oxigeno a los tejidos, atrapando
numerosas moléculas inflamatorias, incluidas aquellas que
previenen la descomposicién de los coagulos (como hemos
demostrado recientemente) (Figura 10).
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Figura 10.
Algunas de las secuelas de la formacion de microcoagulos fibrinaloides en la

sintomatologia de Long COVID.
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Muchos otros, como un papel para los autoanticuerpos, no se muestran.

Ademas de la formacion de microcoagulos, la disfuncion
plaquetaria significativa y una endotelitis sistémica impulsan
la hipoxia celular sistémica. Estas patologias pueden explicar
la mayoria, si no todos, los sintomas persistentes a los que se
refieren las personas con COVID prolongado. Hemos
observado que los microcoagulos amiloides, la
hiperactivacion plaquetaria y la disfuncion endotelial,
podrian formar un conjunto adecuado de focos para el
tratamiento clinico de los sintomas de COVID prolongado
[231]. Por lo tanto, si los microcoagulos fibrinaloides son en
gran parte responsables de los sintomas de Long COVID, su
eliminacion debe considerarse primordial para aliviar estos
sintomas y permitir que el cuerpo se repare a si mismo.
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Abreviaturas

DAPT Terapia antiplaquetaria dual

DIC coagulopatia intravascular diseminada

INR Ratio internacional normalizado
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LPS lipopolisacarido

PASC Secuelas postagudas de COVID

PPP plasma pobre en plaquetas

TEG Tromboelastografia
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