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introduccion

El SARS-CoV-2 causa un espectro de sintomas conocidos colectivamente como COVID-19 y pueden
variar desde una infeccién asintomatica hasta una enfermedad grave. Tanto los pacientes con COVID-
19 sintomdticos como asintomaticos pueden tener sintomas de larga duracién una vez que la
infeccion ha desaparecido [ 1 ]. Los efectos duraderos se han denominado "Covid prolongado”, pero
mas recientemente, el sindrome se conoce como secuelas posaguda de la infeccién por SARS-CoV-2
(PASC). Se desconoce la causa de estos sintomas. Dado que no se requieren sintomas agudos para
desarrollar PASC, es probable que la causa no se deba a una lesién tisular directa relacionada con la
infeccion. Muchas de las manifestaciones del COVID-19 agudo son causadas por la sobreactivacién
del sistema inmunolégico mas que por los efectos directos del virus en el tejido del huésped [ 2]. Un
mecanismo propuesto para la activacién del sistema inmunolégico de forma aguda es la induccién
del sistema renina angiotensina. La enzima ACE2 es el receptor viral del virus SARS-CoV-2 y se
expresa tanto en forma unida a la membrana como soluble. La funcién biolégica de ACE2 es convertir
el octapéptido angiotensina II (Ang II) en angiotensina (1-7). La Ang II se une al receptor AT1 para
producir activaciéon inmunitaria y otros efectos [3,4]. Ang (1-7) se une al receptor Mas para
disminuir la inflamacién y producir otros efectos [ 5]. Por tanto, la presencia de niveles mas altos de
proteina ACE2 disminuye los efectos mediados por la activacién del receptor AT1, incluida la
activacién inmunitaria (es decir, el aumento de la actividad ACE2 da como resultado una disminucién
de la inflamacidén). La uniéon de SARS-CoV-2 a ACE2 da como resultado una disminucién de la
actividad de la enzima [ 6 ]. El resultado neto es un aumento de la inflamacién durante la infecciéon
por SARS-CoV-2. El sistema inmunolégico también estd implicado en las secuelas después de la
infeccion por SARS-CoV-2. Por ejemplo, antinucleares [ 7 ], antifosfolipidos [ 8 ] y antiinterferén [ 9]
se han encontrado anticuerpos después de la infeccion. Si bien el sistema renina angiotensina (RAS)
también podria estar involucrado en la activacién inmune en el entorno crénico, no se ha descrito un
mecanismo para la activacién inmune por RAS. Una posibilidad es que la eliminacién persistente de
ACE2 dé como resultado cantidades totales méas bajas de la enzima. El desprendimiento persistente
se produce durante al menos 35 dias después de la infecciéon aguda [ 10] y se asocia con una
disminucidn de la actividad de la ECA2 unida a la membrana [ 11 ]. Los anticuerpos contra la ECA2
se identificaron previamente en pacientes con enfermedades del tejido conectivo, y la IgG purificada
del plasma de estos pacientes puede inhibir la actividad de la ECA2 [ 12]. Planteamos la hip6tesis de
que se desarrolla un autoanticuerpo contra ACE2 después de la infeccién por SARS-CoV-2. Este
anticuerpo podria disminuir la actividad de la ACE2 tanto soluble como unida a la membrana, lo que
provocaria la activacidn de los receptores de Ang Il y la activacién del sistema inmunolégico. Usamos
muestras de pacientes con antecedentes de infeccién por SARS-CoV-2 y controles para mostrar que
un autoanticuerpo contra ACE2 esta presente en algunos pacientes después de la infeccién, que los


https://journals.plos.org/plosone/article?id=10.1371/journal.pone.0257016#pone.0257016.ref001
https://journals.plos.org/plosone/article?id=10.1371/journal.pone.0257016#pone.0257016.ref002
https://journals.plos.org/plosone/article?id=10.1371/journal.pone.0257016#pone.0257016.ref003
https://journals.plos.org/plosone/article?id=10.1371/journal.pone.0257016#pone.0257016.ref004
https://journals.plos.org/plosone/article?id=10.1371/journal.pone.0257016#pone.0257016.ref005
https://journals.plos.org/plosone/article?id=10.1371/journal.pone.0257016#pone.0257016.ref006
https://journals.plos.org/plosone/article?id=10.1371/journal.pone.0257016#pone.0257016.ref007
https://journals.plos.org/plosone/article?id=10.1371/journal.pone.0257016#pone.0257016.ref008
https://journals.plos.org/plosone/article?id=10.1371/journal.pone.0257016#pone.0257016.ref009
https://journals.plos.org/plosone/article?id=10.1371/journal.pone.0257016#pone.0257016.ref010
https://journals.plos.org/plosone/article?id=10.1371/journal.pone.0257016#pone.0257016.ref011
https://journals.plos.org/plosone/article?id=10.1371/journal.pone.0257016#pone.0257016.ref012

pacientes que tienen anticuerpos ACE2 tienen menores cantidades de actividad ACE2 soluble y que
el plasma de estos pacientes pueden inhibir la actividad de ACE2.

Métodos

Grupo

Las muestras humanas y los datos fueron analizados bajo una determinacién de sujetos no humanos
por la Junta de Revisién Institucional de la UAMS. Las muestras se obtuvieron de muestras residuales
en el laboratorio clinico del hospital de la UAMS o de plasma donado. Fueron desidentificados antes
del acceso por parte de los investigadores. No formaban parte de un banco existente. Se recolectaron
muestras de plasma o suero remanentes de pacientes hospitalizados en el hospital de la UAMS con
una prueba de PCR positiva para SARS-CoV-2 (15 pacientes) y de clinicas ambulatorias (33
pacientes). Las muestras remanentes se recolectaron de sangre extraida con fines clinicos y se
planificé su eliminacién después de cinco dias de refrigeracién. De los pacientes ambulatorios, 20
tuvieron una prueba positiva del virus de la PCR del SARS-CoV-2 y 13 tuvieron una prueba
negativa. También obtuvimos 32 muestras de plasma de donantes de plasma para su uso en el
tratamiento de plasma convaleciente. Estas muestras se obtuvieron de pacientes que tenian una
prueba de virus positiva conocida por PCR y que no habian presentado sintomas durante al menos
dos semanas antes de la donacién de plasma. No hubo otros criterios de inclusion o exclusién. Nos
referimos a estos grupos como: pacientes hospitalizados +, pacientes ambulatorios +, pacientes
ambulatorios y convalecientes +.

Ensayos ELISA para anticuerpos SARS-CoV-2 y ACE2

Cincuenta microlitros de una solucién de proteina recombinante del dominio de unién al receptor
del SARS-CoV-2 (2 pg / mL, plasmido de BEI) o proteina ACE2 recombinante (2 pg / mlL,
SinoBiologicals) en tampén de carbonato (0.0125 M Na 2 CO 3, 0.0875 M NaHCO 3, pH 9,4) a cada
pocillo de una placa de 96 pocillos ImmunoGrade de alta unién (MidSci) y se revistié durante la
noche. Para determinar la presencia y concentracién de anticuerpos en plasma o suero, las muestras
se diluyeron 1:50 en 1% de leche en polvo PBS-T (1X PBS, 0.1% Tween-20) y se agregaron a pocillos
duplicados durante 2 horas, seguido de peroxidasa. Anticuerpo conjugado de cabra anti-IgG humana
+1gM (Jacksonlmmuno) diluido a 1: 5000 en leche en polvo al 1% PBS-T. Se afiadieron setenta y cinco
microlitros de una solucién que contenia tetrametilbencidina (SeraCare-Solucién SureBlue TMB) y
se detuvo después de 5 minutos con 75 pL de solucién de HCl al 1% (solucién de parada SeraCare-
TMB). Se determind la densidad éptica a 450 nm. El valor de un control de pocillo en blanco se resté
para obtener el valor final y se informé como DO (450 nm). Todas las mediciones se realizaron por
duplicado y se utilizé el valor medio de los dos pocillos para el analisis. Los valores de corte para una
prueba positiva se definieron como la media de los controles negativos mas 3 desviaciones
estandar. Los valores de corte son 0,60 para el anticuerpo RBD y 0,1106 para el anticuerpo ACE2.

Ensayo ELISA para la proteina ACE2 soluble en plasma

Usamos un ELISA de Raybiotech (Norcross, GA) para medir la concentraciéon de proteina ACE2
soluble en plasma siguiendo las instrucciones del fabricante. Brevemente, las muestras se diluyeron
8 veces y se cargaron por duplicado en placas de 96 pocillos prerrevestidas con un anticuerpo contra
ACE2 humana. Las placas se incubaron durante 2,5 horas, se lavaron y se incubaron con un
anticuerpo de deteccidn biotinilado durante 1 hora. Las placas se lavaron e incubaron con solucién
de estreptavidina conjugada con HRP durante 45 min. Las placas se lavaron y se incubaron con
reactivo de sustrato de un paso de TMB (tetrametilbencidina) durante 30 min. La reaccién se detuvo



con acido sulfurico 0,2 M y se midi6 la absorbancia a 450 nm. Se cargé una dilucién en serie de ACE-
Il recombinante por duplicado y sirvié como curva estandar.

Ensayo de actividad para la actividad de la enzima ACE2 en plasma

Usamos un ensayo de actividad fluorométrica de Sigma (St. Louis, MO) para medir la actividad de la
enzima ACE2 soluble en plasma siguiendo las instrucciones del fabricante: Las muestras de plasma
se diluyeron 1: 5 en tampoén de lisis ACE2. Se incubaron 5 pl con 45 pul de tampé6n de ensayo durante
15 min. Se agregaron 50 pl de mezcla de sustrato ACE2 que contenia un conjugado de péptido-MCA
(4-metilcumarina-7-acetato) y se registré el cambio en la fluorescencia (Ex 320 nm / Em 420 nm)
durante 30 min en un SpectramaxM5 (Molecular Devices: San Jose , CA). Se usé tampén de lisis como
control de fondo, se us6 ACE2 recombinante como control positivo. Para distinguir la actividad de
ACE2 de otras enzimas proteoliticamente activas, también se midio6 la actividad de las muestras en
presencia de un inhibidor de ACE2 especifico. Para el control negativo, se afiadi6 inhibidor de ACE2
a los controles positivos.

Ensayo del inhibidor de ACE2

Usamos el kit de ensayo de deteccion de inhibidores de ACE2 de AMSBIO (Cambridge, Mass) para
medir la capacidad del plasma o el suero de los pacientes de nuestras cohortes para inhibir la
actividad de ACEZ2. Se siguieron las instrucciones del fabricante. El ensayo utiliza un sustrato
fluorescente que es un analogo de Ang II. La escision del sustrato por ACE2 elimina la fraccién 2,4-
dinitrofenilo que apaga la fluorescencia de la fracciéon 7-metoxicumarina, lo que da como resultado
un aumento de la fluorescencia [ 13 ]. Agregamos 5 pL de plasma o suero al ensayo con un volumen
final de 50 pL. El porcentaje de inhibicién se determiné comparando la condicién de control con el
pocillo con plasma o suero afladido. Todas las mediciones se realizaron por duplicado y se utiliz6 el
valor medio de los dos pocillos para el analisis.

analisis estadistico

Todos los datos utilizados para este manuscrito se encuentran en la tabla de datos de apoyo
denominada Tabla S1.Se hicieron comparaciones entre los pacientes que tenian un nivel de
anticuerpos ACE2 por encima del umbral de corte y los pacientes que no tenian un nivel de
anticuerpos ACE2 por encima del umbral. La comparacién estadistica de estos grupos se realizd
mediante una prueba de Mann-Whitney. La comparacién de las diferencias entre los valores medios
de los grupos para la concentracién de anticuerpos y el cambio porcentual de la actividad de ACE2
causada por la adicién de plasma se realizé utilizando un ANOVA de una via seguido de la prueba de
Tukey-Kramer. Las barras de error representan el error estandar de la media.

Resultados

El anticuerpo contra el SARS-CoV-2 RBD estaba presente en el 93% del grupo de pacientes
hospitalizados + y el 97% de los pacientes convalecientes +, pero solo en el 40% del grupo de
pacientes ambulatorios + y en ninguno de los pacientes del grupo de pacientes ambulatorios ( Fig.). El
anticuerpo contra la ECA2 estaba presente en el 93% de los pacientes hospitalizados + y el 81% de
los pacientes convalecientes +, pero estaba por debajo del valor de corte en todos menos uno de los
pacientes ambulatorios + y todos los pacientes ambulatorios-. Las densidades 6pticas medias para
los grupos de pacientes hospitalizados + y convalecientes + fueron estadisticamente diferentes de los
grupos de pacientes ambulatorios + y pacientes ambulatorios (P <0,01). En general, de los 27
pacientes que tenian abundancia de anticuerpos RBD por debajo del nivel de corte, solo uno (4%)
tenia anticuerpos ACE2. De los 53 pacientes que tenian anticuerpos RBD por encima del valor de
corte, 40 (75%) tenian anticuerpos ACEZ. Estos datos indican que el desarrollo de anticuerpos
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especificos contra el SARS-CoV-2 se correlaciona con el desarrollo de anticuerpos contra ACE2. Para
un andlisis mas detallado, dividimos a los pacientes en un grupo que tenia anticuerpos ACE2 por
encima del umbral de corte (+, 41 pacientes) y aquellos que no tenian anticuerpos por encima del
umbral (-, 39 pacientes). El nimero de pacientes que tenian y no tenian anticuerpos ACE2 de cada
una de las ubicaciones donde se recolectaron las muestras se muestra enCuadro 1 .
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Fig 1. Abundancia de anticuerpos que reconocen la proteina SARS-CoV-2 RBD y ACE2 en
plasma o suero.

La linea de puntos representa los valores de corte para una prueba de anticuerpos positiva que se
defini6 como el valor de la media de los controles negativos mas 3 desviaciones estandar.
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Comparamos la cantidad de proteina ACE2 soluble en plasma y la actividad de ACE2 soluble en
plasma. No hubo diferencias en la concentracién de proteina ACE2 en plasma. Tampoco hubo una
diferencia estadisticamente significativa en la actividad de ACE2 soluble en plasma cuando
comparamos los grupos de recoleccion ( Fig. 2 ). Cuando comparamos los 41 pacientes que tenian un
anticuerpo ACE2 con los 39 que no lo tenian, no hubo diferencia estadistica en la abundancia de
proteina ACE2 en el plasma entre el grupo de pacientes que tenfan y no tenian un anticuerpo ACE2
( Fig 3). La abundancia mediana del grupo con un anticuerpo ACE2 fue 0 ng / ml (IQR 0.0-1.1) y el
valor mediano del grupo que no tenia un anticuerpo ACE2 fue 0.3 ng / ml (IQR 0-3.9). Por el contrario,
la actividad de ACE2 soluble en el plasma de pacientes que tenian un anticuerpo de ACE2 fue menor
que la actividad de los pacientes que no tenian un anticuerpo de ACE2 ( Fig. 4, p <0,01). La mediana
de la actividad de ACE2 soluble en pacientes con un anticuerpo ACE2 fue 263 pmol / min / ml (IQR
0-1039) en comparacion con 1056 (IQR 457-2230) para aquellos que no tenian un anticuerpo.
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Fig. 2. Actividad de la enzima ACE2 en los cuatro grupos de recogida.
No hubo diferencias estadisticamente significativas entre ninguno de los grupos.
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Fig 3. Abundancia de proteina ACE2 soluble en plasma de pacientes que tenian
anticuerpos ACE2 en plasma en comparacion con aquellos que no los tenian.

No hubo diferencias estadisticamente significativas en la proteina ACE2 entre los grupos. El grupo
marcado con + tenfa anticuerpos ACE2 y el grupo marcado con - no tenia anticuerpos ACE2. (ns = no
significativo).
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Fig 4. Actividad de la proteina ACE2 soluble en plasma de pacientes que tenian
anticuerpos ACE2 en plasma en comparacién con aquellos que no los tenian.

La actividad de la enzima en plasma disminuyd en pacientes que tenian un anticuerpo ACE2
presente. Las barras muestran valores medios y las barras de error muestran el error estandar de la
media (** p <0,01). El grupo marcado con + tenia anticuerpos ACE2 y el grupo marcado con - no tenia
anticuerpos ACE2.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0257016.g004

Para determinar si la adicion de plasma que contenia un anticuerpo ACE2 se asoci6 con la inhibicién
de la actividad de la enzima ACE2, agregamos plasma a un ensayo en el que estaba presente una
fuente ex6gena de ACE2 y su sustrato ( Fig 5). Comparamos la actividad del ensayo después de que
se agregd plasma de los 41 pacientes que tenian un anticuerpo por encima del nivel umbral a la
actividad del ensayo cuando se agreg6 el plasma de los 39 pacientes que no tenian una concentracién
de anticuerpos ACE2 por encima del umbral. La adiciéon de plasma que contenia un anticuerpo ACE2
inhibi6 la actividad de la enzima ACE2 en comparacion con la adiciéon de plasma sin un anticuerpo (-
6,3,1QR-45,0 a 10,8% frente a 4,3, IQR -3,8 a 20,4%, p <0,05). Ademds de comparar los grupos cony
sin anticuerpos, comparamos la capacidad del plasma de cada uno de los cuatro grupos de
recoleccién para alterar la actividad del ensayo de ACE2 exdgeno. La adicién de plasma o suero del
grupo de pacientes hospitalizados + dio como resultado la activacion de la actividad de ACE2 (102 #
23%), que fue estadisticamente diferente (P <0.y 7).
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Fig 5. Cambio en la actividad de ACE2 exdgena después de la adicién de plasma de
pacientes que tenian anticuerpos ACE2 en plasma (+) en comparacién con aquellos que
no los tenian (-).

El plasma de pacientes con un anticuerpo ACE2 presenta una actividad disminuida de ACE2. Las
barras muestran valores medios y las barras de error muestran el error estandar de la media (*** p
<0,05).

https://doi.org/10.1371 /journal.pone.0257016.g005
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Figura 6. Cambio medio en la actividad de ACE2 entre grupos de pacientes después de la
adicion de plasma o suero al ensayo de actividad.

La adicidn de plasma provocd la activacion en el grupo de pacientes hospitalizados +. * p <0,01 frente
a todos los demas grupos.
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Fig 7. Inhibicién de la actividad de ACE2 por plasma.
La abundancia del anticuerpo ACE2 se representa frente al cambio en la actividad de ACE2 después
de la adicién de plasma.
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Discusion

Encontramos que los anticuerpos especificos de ACE2 estan presentes en pacientes después de la
infeccion por SARS-CoV-2. Estos anticuerpos pueden desarrollarse temprano en el proceso de la
enfermedad, ya que se detectaron en el 93% de los pacientes hospitalizados por COVID-
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19. Curiosamente, solo uno de los veinte pacientes ambulatorios con una infeccién conocida por
SARS-CoV-2 tenia anticuerpos ACE2. Es posible que estos pacientes atin no hayan tenido tiempo de
desarrollar anticuerpos ACE2. Sin embargo, debido a que usamos muestras residuales que habian
sido desidentificadas, no conocemos el momento de la infeccién en relacién con la recoleccion de
muestras. Esta es la primera demostracién de anticuerpos anti-ACE2 en pacientes con infeccién por
SARS-CoV-2. Es probable que los primeros anticuerpos sean IgM y los ultimos IgG, aunque nuestro
ensayo no diferencia entre estos subtipos. Dado que los anticuerpos anti-ACE2 se detectaron casi
exclusivamente en pacientes que han formado anticuerpos contra el RBD del SARS-CoV-2, es
probable que se trate de anticuerpos antiidiotipicos. La diferencia en el porcentaje de sujetos con
anticuerpos ACE2 podria deberse al momento de la recolecciéon de la muestra en relacién con la
infeccion, pero también podria deberse a la gravedad de la enfermedad. Wang y col. demostré que
los pacientes con COVID-19 exhiben aumentos en los autoanticuerpos en comparaciéon con los
controles sanos y que los pacientes con una enfermedad mas grave desarrollan niveles més altos de
autoanticuerpos [pero también podria deberse a la gravedad de la enfermedad. Wang y
col. demostré que los pacientes con COVID-19 exhiben aumentos en los autoanticuerpos en
comparacion con los controles sanos y que los pacientes con una enfermedad mas grave desarrollan
niveles mas altos de autoanticuerpos [pero también podria deberse a la gravedad de la
enfermedad. Wang y col. demostré que los pacientes con COVID-19 exhiben aumentos en los
autoanticuerpos en comparaciéon con los controles sanos y que los pacientes con una enfermedad
mas grave desarrollan niveles mas altos de autoanticuerpos [14 ].

Los anticuerpos antiidiotipicos son anticuerpos especificos de la regién de unién al antigeno de un
anticuerpo del huésped que reconoce una proteina extrafia [ 15 ]. En este caso, el anticuerpo 1 es el
anticuerpo del huésped que reconoce la proteina viral RBD. El anticuerpo 2 es un anticuerpo
antiidiotipico del huésped que reconoce el dominio de unién del anticuerpo 1. Algunos de estos
anticuerpos también reconocen la pareja de unién de la proteina viral original. En este caso, el socio
de unién es la proteina ACE2 del huésped. Este subconjunto de anticuerpos antiidiotipicos se
denomina imagen interna [ 16] u homocuerpos [17].Por lo tanto, después de desarrollar un
anticuerpo que reconoce el RBD del SARS-CoV-2, el huésped puede desarrollar un anticuerpo que
reconoce y potencialmente inhibe su propia enzima ACE2. Este es un mecanismo por el cual los virus
desencadenan autoanticuerpos que causan enfermedades autoinmunes [ 18 ]. Especulamos que los
autoanticuerpos observados en estos pacientes pueden ser anticuerpos antiidiotipicos. En la
infeccion por SARS-CoV-2, pueden ser relativamente comunes ya que un anticuerpo contra ACE2
estaba presente en el 93% de los pacientes hospitalizados + y el 81% de los pacientes convalecientes
+ en nuestra cohorte.

Tres cuestiones no resueltas con respecto a la respuesta al SARS-CoV-2 se pueden explicar
potencialmente utilizando la teoria de redes del sistema inmunolégico de Jerne [ 16]. En primer
lugar, como hemos comentado, la formacién de anticuerpos antiidiotipicos contra la proteina pico
del SARS-CoV-2 podria dar lugar a anticuerpos anti-ACE2, como parte de la homeostasis normal de
la funcidén del sistema inmunolégico. En segundo lugar, hay datos anecdéticos que sugieren que los
pacientes que experimentan PASC y que se vacunan con una vacuna contra el SARS-CoV-2 pueden
tener una mejoria. Esto también esta alineado con la teoria de redes de Jerne, ya que la vacuna puede
inducir al sistema inmunolégico a equilibrar los anticuerpos idiotipicos y antiidiotipicos para el
control homeostatico. En tercer lugar, desde principios del proceso de la enfermedad COVID-19, hay
informes de que los anticuerpos anti-SARS-CoV-2 duran solo unos pocos meses. De nuevo, esto es
coherente con la teoria de Jerne, en el sentido de que los mecanismos de control inmunolégico
deberian limitar tipicamente la produccién de un anticuerpo autoinmune, que podria resultar en una
enfermedad. Por lo tanto, las interacciones idiotipo / anti-idiotipo, teniendo el anti-idiotipo potencial
autoinmune, podrian resultar en una regulacién negativa del anticuerpo idiotipico (equilibrio


https://journals.plos.org/plosone/article?id=10.1371/journal.pone.0257016#pone.0257016.ref014
https://journals.plos.org/plosone/article?id=10.1371/journal.pone.0257016#pone.0257016.ref015
https://journals.plos.org/plosone/article?id=10.1371/journal.pone.0257016#pone.0257016.ref016
https://journals.plos.org/plosone/article?id=10.1371/journal.pone.0257016#pone.0257016.ref017
https://journals.plos.org/plosone/article?id=10.1371/journal.pone.0257016#pone.0257016.ref018
https://journals.plos.org/plosone/article?id=10.1371/journal.pone.0257016#pone.0257016.ref016

homeostatico). Dado que la vida media de la IgG es de 21 a 28 dias, es plausible una pérdida
significativa de las respuestas de los anticuerpos anti-SARS-CoV-2 durante 6 a 9 meses.

La mayor parte de la conversion de Ang Il en Ang (1-7) en tejidos como el rifién se debe a la ECA2
unida a la membrana [ 19 ]. La ECA2 unida al tejido se puede escindir y circula en el plasma en forma
soluble; sin embargo, la mayor parte de la conversién de ANG II en el plasma se debe a la enzima
proliloligopeptidasa y, en menor medida, a la prolilcarboxipeptidasa [ 19]. Medimos la concentracién
plasmatica de la proteina ACE2 y la actividad de la ACE2 plasmatica soluble para determinar si habia
una diferencia en estas mediciones entre los pacientes con y sin anticuerpos ACE2. Recientemente,
ha habido informes de aumentos en la actividad de ACE2 soluble en pacientes con COVID-19 agudo
o recuperado. El informe de un caso de un solo paciente con COVID-19 grave mostré6 que el paciente
habia aumentado la actividad de ACE2 alcanzando un pico aproximadamente 40 veces mas alto que
los niveles normales alrededor del dia 10 y disminuyendo gradualmente a partir de entonces
[ 20 ]. Un segundo estudio mostré que la actividad de ACE2 soluble estaba elevada en pacientes con
SRAS-CoV-2 recuperados una media de 35 dias después de la infeccion en comparaciéon con los
controles sanos [ 10]. Ademas, la actividad de ACE2 fue mayor en el grupo con COVID-19 mas grave
en comparacion con aquellos con enfermedad mas leve. Por el contrario, nuestro estudio no mostré
un cambio en la actividad de ACE2 soluble en ninguno de los grupos de recoleccién en relaciéon con
el control negativo ( Fig. 2 ). Cuando comparamos la actividad de ACE2 soluble entre pacientes que
tenfian y no tenian anticuerpos de ACE2, vimos una disminucién ( Fig. 4).La razdén de estas
diferencias no esta clara, aunque los tiempos de recolecciéon pueden haber sido diferentes y el estudio
de Patel [ 10] comparé a pacientes con SRAS-CoV-2 con controles sanos, mientras que nuestro grupo
de control eran pacientes sin infeccion por SRAS-CoV-2 que probablemente tenian otros procesos
patoldgicos. Sin embargo, ninguno de estos estudios, incluido el nuestro, examiné la ECA2 unida al
tejido, que probablemente sea la fuente fisiolégicamente mas relevante de conversién de ANG II en
Ang (1-7).

Los estudios de la actividad de ACE2 y ACE2 soluble en plasma reflejan el efecto potencial de un
inhibidor de la ACE2 que se ha eliminado de fuentes unidas a la membrana, pero los resultados
pueden confundirse por las diferencias en la magnitud de la eliminacién de la enzima. Para intentar
determinar si el anticuerpo ACE2 en plasma se correlaciona con la capacidad de inhibir la actividad
de la enzima ACE2, utilizamos un ensayo con fuentes exégenas de ACE2 y sustrato. La adicién de
plasma de pacientes con anticuerpos ACE2 inhibi6 la actividad de ACE2 exdgena en relacién con la
adicién de plasma de pacientes sin anticuerpos ( Fig 5). Esto sugiere que los anticuerpos ACE2 en el
plasma pueden inhibir la actividad ACE2. Esta inhibicién probablemente afectaria a la enzima ACE2
que esta unida al tejido, asi como a la actividad de la ACE2 soluble. Esto proporciona un mecanismo
potencial para la alteracién del equilibrio de los péptidos de angiotensina que conduce a un aumento
de la Ang Il y la activacion del sistema inmunolégico. Por lo tanto, tenemos dos lineas de evidencia
que apoyan la hipétesis de que los anticuerpos antiidiotipicos conducen a sintomas de PASC. El
primero es la presencia de anticuerpos ACE2 después de la infeccién por SARS-CoV-2 que no se
encuentran en pacientes que no han sido infectados. El segundo es el hallazgo de que la adicién de
plasma que contiene estos anticuerpos puede disminuir la actividad de ACE2. Aunque estos hallazgos
son sugerentes, no prueban la causalidad.

Cuando analizamos el resultado por grupo de pacientes en lugar de por la presencia de un anticuerpo
ACE2, encontramos que la actividad de ACE2 aumenta significativamente cuando se agrega plasma o
suero de pacientes hospitalizados con COVID-19 agudo (Inpatient +) al ensayo de actividad. Esta
activacion de la actividad de ACE2 mediante la adicién de plasma concuerda con el efecto de un
activador de ACE2 en el plasma de estos pacientes con enfermedades agudas que pueden superar la
inhibicién por el anticuerpo de ACE2. La regulacion de la expresiéon de ACE2 es un modificador
importante de la actividad de la enzima [ 21 ], pero también se han identificado activadores exégenos
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de moléculas pequefias de ACE2 [ 22, 23].] sugiriendo que podria haber moléculas endégenas que
también activen ACE2. Hasta la fecha, no se han descrito activadores de ACE2 endégenos. El hallazgo
de activacion de ACE2 por plasma de los grupos de pacientes hospitalizados + es consistente con el
estudio de Patel y colegas que mostraron un aumento de la actividad de ACE2 en plasma después de
la infecciéon por SARS-CoV-2 [10]. Dado que muchos pacientes parecen desarrollar anticuerpos
ACE2 después de la infeccién con SARS-CoV-2, pero una fraccién mas pequefia desarrolla sintomas a
largo plazo, puede haber diferencias en la capacidad de los autoanticuerpos ACE2 para inhibir la
actividad enzimatica. Existe una gran variabilidad en la correlacion entre los niveles de anticuerpos
ACE2 ylaactivacién o inhibicién de la actividad de la enzima ACE2 ( Fig 6), incluso entre los pacientes
convalecientes + (se muestra en puntos rojos).Esta variabilidad podria deberse a dos
factores. Primero, podria haber una sustancia competidora en plasma o suero que provoque la
activacion de la actividad de ACE2. En segundo lugar, aunque los anticuerpos pueden reconocer
ACE2, es posible que no todos inhiban su actividad enzimatica. Si esto es correcto, los pacientes
representados por los puntos mas a la derecha en la figura 6 tienen mas probabilidades de
desarrollar sintomas de PASC.

Las limitaciones de este estudio incluyen el (i) uso de muestras no identificadas por lo que no se pudo
determinar una correlaciéon con los sintomas de PASC, (ii) un tamafio de muestra relativamente
pequeilo y (iii) la incapacidad de nuestro ensayo para distinguir entre anticuerpos IgG e IgM ACE2
. Ademas, el estudio no prueba una relacién causal entre los anticuerpos anti-ACE2 y los sintomas de
PASC, ya que no tenemos datos sobre los sintomas de PASC en esta cohorte. Sin embargo, el hallazgo
de que los anticuerpos ACE2 estan presentes después de la infecciéon con SARS-CoV-2 y que el plasma
de pacientes con anticuerpos puede inhibir la actividad de ACE2 proporciona un mecanismo
potencial para PASC.

Estos estudios muestran por primera vez que los anticuerpos ACE2 estan presentes después de la
infeccion por SARS-CoV-2. Este hallazgo es consistente con la hipétesis de que los anticuerpos ACE2
pueden estar involucrados en un proceso que conduce a la activacién inmune. Si bien no tenemos
datos sobre la asociacion de anticuerpos ACE2 y PASC en esta cohorte, planteamos la hipétesis de
que los anticuerpos podrian iniciar una cascada de efectos que conduzcan a los sintomas de PASC. Si
estos anticuerpos son responsables de los sintomas de PASC, son posibles varios tratamientos. Los
bloqueadores de los receptores de angiotensina son seguros y de uso generalizado. Estos farmacos
mitigarian los efectos del aumento de Ang Il causado por la inhibicién de ACE2. Atin no se ha
examinado una asociacion entre la proteccién contra las secuelas de la infeccién por SARS-CoV-2 y el
tratamiento con bloqueadores de los receptores de angiotensina o inhibidores de la ECA, pero
deberia ser una alta prioridad para la investigacién en curso sobre PASC. Sin embargo, es posible que
el tratamiento con estos bloqueadores del RAS no sea posible en pacientes con presion arterial
baja. Es posible una terapia mas dirigida del mecanismo de inhibicién de ACE2. La proteina ACE2
soluble recombinante se propone como tratamiento durante las fases agudas de la infeccién, pero
también puede ser ttil para PASC. Los activadores de moléculas pequefias de ACE2 estan disponibles
y se han propuesto para el tratamiento de la hipertensién y pueden ser tutiles para el tratamiento de
PASC [ Es posible una terapia mas dirigida del mecanismo de inhibicién de ACE2. La proteina ACE2
soluble recombinante se propone como tratamiento durante las fases agudas de la infeccidn, pero
también puede ser ttil para PASC. Los activadores de moléculas pequefias de ACE2 estan disponibles
y se han propuesto para el tratamiento de la hipertensién y pueden ser ttiles para el tratamiento de
PASC [ Es posible una terapia mas dirigida del mecanismo de inhibicién de ACE2. La proteina ACE2
soluble recombinante se propone como tratamiento durante las fases agudas de la infeccién, pero
también puede ser ttil para PASC. Los activadores de moléculas pequefias de ACE2 estan disponibles
y se han propuesto para el tratamiento de la hipertensiéon y pueden ser ttiles para el tratamiento de
PASC [22, 23 ]. Por tanto, si se confirma la relacion entre los anticuerpos ACE2 y PASC, estaran
disponibles varios tratamientos.
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Informacion de soporte

Tabla S1. La tabla muestra los datos de concentracion de anticuerpos RBD, concentracion
de anticuerpos ACE2, concentracion de proteina ACE2 en plasma, nivel de actividad ACE2
e inhibicién de la actividad ACE2 con la adicion de plasma.

Se enumera el grupo de recoleccién de cada muestra.
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0257016.s001
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