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Resumen

La infeccion inducida por el sindrome respiratorio agudo severo coronavirus 2
(SARS-Cov-2), causante de la enfermedad por coronavirus 2019 (COVID-19), se
caracteriza por patologias clinicas sin precedentes. Una de las patologias mas
importantes, es la hipercoagulacion y los microcoagulos en los pulmones de
los pacientes. Aqui estudiamos el efecto de la subunidad S1 aislada de la
proteina de punta del SARS-CoV-2 como potencial inflamagen sui

generis. Usando microscopia electrénica de barrido y de fluorescencia, asi
como espectrometria de masas, investigamos el potencial de este
inflammagen para interactuar con las plaquetas y la fibrina (gen) directamente
para causar la hipercoagulacion de la sangre. Usando plasma pobre en
plaquetas (PPP), mostramos que la proteina de pico puede interferir con el flujo
sanguineo. La espectrometria de masas también mostré que cuando se agrega
la proteina de punta S1 a la PPP sana, se producen cambios estructurales en la
fibrina By y, el complemento 3 y la protrombina. Estas proteinas eran
sustancialmente resistentes a la tripsinizacion, en presencia de la proteina de
pico S1. Aqui sugerimos que, en parte, la presencia de proteina espiga en
circulacion puede contribuir a la hipercoagulacién en pacientes positivos para
COVID-19 y puede causar un deterioro sustancial de la fibrindlisis. Tal deterioro
litico puede resultar en los microcoagulos grandes persistentes que hemos
observado aqui y anteriormente en muestras de plasma de pacientes con
COVID-19. Esta observacion puede tener una relevancia clinica importante en el
tratamiento de la hipercoagulabilidad en pacientes con COVID-19.
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Introduccion

La infeccion inducida por el sindrome respiratorio agudo severo coronavirus 2
(SARS-Cov-2), causante de la enfermedad por coronavirus 2019 (COVID-19), se
caracteriza por patologias clinicas sin precedentes. Las caracteristicas
vasculares fenotipicas estan fuertemente asociadas con diversas
coagulopatias que pueden provocar sangrado y trombocitopenia o
hipercoagulacion y trombosis [ 1, 2 ]. Varios biomarcadores de coagulacion
inflamatoria circulantes y desregulados, que incluyen fibrina (6geno), dimero D,
selectina P y factor de von Willebrand (VWF), proteina C reactiva (PCR) y varias
citocinas, se unen directamente a los receptores endoteliales. Por lo tanto, las
endoteliopatias son una caracteristica clinica clave de la afeccion

[ 3, 4]. Durante la progresion de las diversas etapas de la COVID-19, es probable
que los marcadores de replicacion viral, asi como el agotamiento del FVW y el
fibrindgeno con niveles elevados de dimero D y niveles desregulados de
selectina P, seguidos de una tormenta de citoquinas, sean indicativos de un mal
prondstico [ 5-8 ]. Este mal prondstico empeora ain mas junto con un depdsito
sustancial de microcoagulos en los pulmones [ 9-11 ]. El plasma de los
pacientes con COVID-19 también contiene una carga masiva de coagulos de
amiloide preformados [ 5 ], y también hay numerosos informes de dafio a los
eritrocitos [ 12-14 ], plaquetas y desregulacién de biomarcadores inflamatorios
[5-8]

La virulencia del patégeno esta intimamente ligada a sus proteinas de
membrana. Una de esas proteinas, que se encuentra en el virus COVID-19, es la
proteina espiga, que es una glicoproteina de membrana. Las proteinas de pico
son los factores clave para la unién del virus a las células diana, ya que se unen
a los receptores de superficie convertidores de angiotensina 2 (ACE2)

[ 15]. Spike proteinas son proteinas de fusion viral de clase | [ 16 ]. Estan
presentes como homotrimeros que sobresalen en la superficie viral y median la
entrada del virus en las células huésped diana [ 17 ]. Una proteina espiga
singular tiene un tamano de entre 180 y 200 kDa y contiene un extremo N
extracelular, un dominio transmembrana fijado en la membrana del virus y un
segmento C-terminal intracelular corto [ 16, 18]. Las proteinas Spike estan
cubiertas con moléculas de polisacaridos que sirven como camuflaje. Esto
ayuda a evadir la vigilancia del sistema inmunitario del huésped durante la
entrada [ 18 ]. La subunidad S1 es responsable de la union del receptor [ 19 ],
con la subunidad 2 (S2), una subunidad carboxilo terminal, responsable de la
fusidn y entrada viral [ 20 ] (ver Figura 1).

Figura 1
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Primary Structure

SARS-CoV2
Representacion esquematica de la glicoproteina Spike del SARS-CoV-2
Adaptado de [ 21 ]. Abreviaturas: HR1, repeticion de heptada 1; HR2, heptada
repetir 2; S1, subunidad 1; S2, subunidad 2. Esta imagen fue creada con
BioRender ( https://biorender.com/ ).

La unidn al receptor es sin duda responsable de las patologias mediadas por
células, pero no explica por si misma las coagulopatias. Sin embargo, la
proteina Spike puede eliminarse y se ha detectado en varios 6rganos, incluido el
tracto urinario [ 22 ]. Las proteinas S1 también pueden cruzar la barrera
hematoencefalica [ 23 ]. Las particulas S1 libres también pueden desempeiiar
un papel en la patogenia de la enfermedad [ 24, 25 ]. La proteina de pico libre
puede liberarse potencialmente debido a la "disparo” espontaneo de los
trimeros de proteina S en la superficie de los viriones, y las células infectadas
liberan particulas S1 que contienen el dominio de unién al receptor libre [ 24 ].
Aqui estudiamos el efecto de la subunidad S1 aislada de la proteina del pico del
SARS-CoV-2 como un posible inflammagen sui generis proinflamatorio

. Investigamos el potencial de este inflammagen para interactuar directamente
con las plaquetas y el fibrin(ogen) para causar cambios en la proteina del
fibrin(ogen) e hipercoagulacion de la sangre. También determinamos si la
proteina espiga puede interferir con el flujo sanguineo, comparando muestras
de plasma pobre en plaquetas (PPP) sanas sin tratamiento previo, con y sin
proteina espiga anadida, con muestras de PPP de pacientes positivos para
COVID-19 (antes del tratamiento). Concluimos que la proteina espiga puede
tener efectos patolégicos directamente, sin ser absorbida por las células. Esto
proporciona mas evidencia de que atacarlo directamente, ya sea a través de
vacunas o anticuerpos, es probable que tenga un beneficio terapéutico.

Materiales y métodos

Ejemplos de datos demograficos y consideraciones
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Se recogioé sangre de voluntarios sanos (n = 11; 3 hombres y 8 mujeres; edad
media: 43,4 + 11,7 afios) para servir como controles. Las personas que fuman,
que fueron diagnosticadas con enfermedades cardiovasculares, trastornos de
la coagulacion (coagulopatias) y/o cualquier condicién inflamatoria conocida
(por ejemplo, diabetes mellitus tipo 2 (T2DM), artritis reumatoide, tuberculosis,
asma, etc.) no podian servir como voluntarios de control. . Ademas, el
embarazo, la lactancia, |la terapia hormonal, el uso de anticonceptivos orales
y/0 el uso de anticoagulantes también fueron factores que resultaron en la
exclusion. Fumar fue excluido ya que se ha demostrado que afecta la
coagulacion, la fibrindlisis y el proceso hemostatico [ 26 ].]. El analisis de
microfluidos incluy6 un andlisis preliminar utilizando muestras de PPP de dos
pacientes positivos para COVID-19, el dia del primer diagndstico y antes de
administrar cualquier tratamiento. Ambos pacientes fueron diagnosticados con
sintomas de COVID-19 de moderados a graves (1 hombre y 1 mujer, edad
media: 78,5 = 7,7 afios).

Toma de muestras de sangre

Un flebotomista calificado o un médico extrajeron la sangre de los voluntarios
(control) a través de una venopuncion, siguiendo el protocolo estéril

estandar. Las muestras de sangre se almacenaron en dos o tres tubos de
citrato de sodio (3,2 %) de 4,5 ml (BD Vacutainer®, 369714). Después de varias
inversiones suaves, los tubos de citrato recogidos se dejaron reposar a
temperatura ambiente durante un minimo de 30 min para permitir la
amalgamacion adecuada del anticoagulante antes de comenzar la preparacion
de la muestra. La sangre completa (WB) se centrifugé a 3000 x g durante 15
min a temperatura ambiente para aislar los eritrocitos. El sobrenadante, es
decir, PPP, se recogio y almacené en tubos Eppendorf de 1,5 ml a -80 °C, hasta
que se necesito para los experimentos.

Preparacion de proteina de pico

La subunidad S1 de la proteina Spike del SARS-CoV-2 (2019-nCoV), mFcTag, se
adquirié de Sino Biological (Beijing, China) (nimero de catalogo 40591-VO5H1)
y se preparo con agua bidestilada, siguiendo las instrucciones
proporcionadas. Se afiadié un total de 400 pl de diluyente (agua libre de
endotoxinas) a los 100 pg de proteina adicional para crear una solucién madre
(A) de 0,25 mg.ml . Esta solucién madre se diluyé en soluciones de

trabajo. Para determinar la concentracion de proteina de punta necesaria para
dar como resultado una concentracion significativa, pero lo suficientemente
alta como para causar efectos fisioldgicos en las propiedades viscoelasticas
de la sangre, se evaluaron diferentes concentraciones de proteina de punta en
PPP con microscopia de fluorescencia. Una muestra de sangre de control
saludable se separé en cuatro tubos Eppendorf de 1,5 ml con diferentes
concentraciones de exposicion final de proteina de punta en el PPP de 100, 50,
10y 1 ng.ml- 1. Las muestras de PPP se incubaron con las diversas
concentraciones de proteina de pico durante 30 min a temperatura ambiente.
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Microscopia de fluorescencia de fibrindgeno purificado y PPP cony
sin trombina

Verificacion de concentracion

Para verificar qué concentracion de proteina de punta sera efectiva, se
colocaron 5 pl de PPP expuestos a las concentraciones de proteina de punta
variables en un portaobjetos de vidrio, después de haber sido expuestos al
colorante amiloide fluorescente, tioflavina T (ThT) (Sigma—-Aldrich, St. Louis,
MO, EE. UU.) durante 30 min a temperatura ambiente. La concentracion final de
ThT en todas las muestras preparadas fue de 0,005 mM. Después de la
evaluacion de las muestras, con las distintas concentraciones de proteina de
pico, se encontrd que la concentracion de exposicion final de 1 ng.ml- ' fue
suficiente y se usé para el resto del estudio.

Proteina amiloide y coagulacion anémala en muestras de PPP

Para estudiar la coagulacién anémala espontanea de fibrin(ogen), en las
muestras de PPP sanas ingenuas, y en presencia de proteina de pico, se
untaron 5 pl de PPP expuestos a 1 ng.ml- ' (concentraciones finales) de
proteina de pico en un vaso. portaobjetos y cubierto con un cubreobjetos. Esto
se hizo después de exponerlo al colorante amiloide fluorescente, ThT
(concentracién final: 0,005 mM) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EE. UU.) durante
30 minutos a temperatura ambiente. También se prepararon coagulos de
fibrina PPP, con y sin proteina espiga y tras la exposicion a ThT, afiadiendo 2,5
ul de trombina (7 U.ml 77, Servicio Nacional de Sangre de Sudafrica) a 5 pl de
PPP y se coloc6 en un portaobjetos de vidrio y se cubrié con un

cubreobjetos. La longitud de onda de excitaciéon para ThT se fijo en 450-488
nmy la emisién en 499-529 nm y las muestras procesadas se observaron
utilizando un microscopio fluorescente Zeiss Axio Observer 7 con un objetivo
Plan-Apochromat 63x/1.4 Qil DIC M27 (Carl Zeiss Microscopy , Munich,
Alemania).

Las imagenes de microscopia de fluorescencia de PPP saludables cony sin
proteina de punta se analizaron utilizando Fiji® (Java 1.6_0 24 [64 bits]) para
representar numéricamente las imagenes. El area total de particulas
fluorescentes o coagulacién anémala (identificada por el colorante amiloide,
ThT) [ 27-29] se determiné utilizando un algoritmo de umbralizacién en

Fiji®. En primer lugar, las imagenes se ajustaron a escala en Fiji® de acuerdo
con la ampliacién de la lente utilizada en el microscopio fluorescente, seguido
de la seleccion del valor de umbral apropiado para considerar la mayor parte
del primer plano y descartar la mayor parte posible del fondo de la

imagen. Para optimizar la cantidad de imagenes umbralizadas, se escribié un
programa en Java para analizar simultdaneamente un grupo de imagenes (ver
Material complementario). Se calculé el porcentaje total de codgulos anémalos
en cada imagen y se calcul6 el promedio de todas las imagenes por

muestra. Estos valores medios se utilizaron para el analisis estadistico.

Modelo de coagulo de fibrina (6geno) purificado
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Para determinar si la proteina espiga causa cambios en el fibrindbgeno
purificado, nuestro modelo de coagulo de fibrina purificada de eleccién fue el
fibrindgeno fluorescente conjugado con Alexa Fluor™ 488 (Thermo Fisher,
F13191). Se prepard una concentracion final de fibrinégeno de 2 mg.ml-" en
agua libre de endotoxinas y se expuso a 1 ng.ml- ' (concentraciones finales) de
proteina espiga durante 30 min a temperatura ambiente. Se colocé un total de 5
I del fibrinégeno purificado en un portaobjetos de vidrio, con 2,5 pl de
trombina. La longitud de onda de excitacién para nuestro modelo de
fibrindgeno fluorescente se fijo en 450-488 nm y la emision en 499-529 nmy
las muestras procesadas se observaron utilizando un microscopio fluorescente
Zeiss Axio Observer 7 con un objetivo Plan-Apochromat 63x/1.4 Qil DIC M27 (
Microscopia Carl Zeiss, Munich, Alemania).

WB (hematocrito)

El hematocrito se expuso a una concentracién de exposicion final de 1

ng.ml- ' de proteina de punta. El marcador fluorescente CD62P (selectina P de
la superficie de las plaquetas) se afiadié al hematocrito para estudiar la
activacion de las plaquetas. CD62P se encuentra en la membrana de las
plaquetas y luego se transloca a la superficie de la membrana de las

plaguetas. La translocacion ocurre después de que la P-selectina plaquetaria se
libera de los granulos celulares durante la activacion plaquetaria[ 5, 7]. Se
afadié un total de 4 pl de CD62P (conjugado con PE) (IM1759U, Beckman
Coulter, Brea, CA, EE. UU.) a 20 pl de WB (sin tratar o incubados con proteina de
pico). El hematocrito expuesto al marcador se incubé durante 30 min
(protegido de la luz) a temperatura ambiente. La longitud de onda de excitacién
del CD62P fue de 540 a 570 nmy la de emision de 577 a 607 nm. Las muestras
procesadas también se observaron utilizando un microscopio fluorescente
Zeiss Axio Observer 7 con un objetivo Plan-Apochromat 63x/1.4 Oil DIC M27
(Carl Zeiss Microscopy, Munich, Alemania).

Microscopia electronica de barrido de muestras de WB

Se usdé microscopia electronica de barrido (SEM) para ver muestras sanas de
WB, cony sin la adicion de proteina de punta. Se coloco un total de 10 pl de WB
en un cubreobjetos de vidrio y se prepar6 de acuerdo con los métodos de
preparacién SEM publicados anteriormente [ 30, 31 ], comenzando con pasos
de lavado en solucién salina tamponada con fosfato (PBS) (pH = 7,4) (Thermo
Fisher Scientific, 11594516 ) durante 20 min. La fijacién se realiz6 cubriendo
los portaobjetos con formaldehido (FA) al 4 % durante 30 min, y luego
lavandolos en PBS tres veces. Para cada lavado, el PBS debe dejarse durante 3
minutos antes de retirarlo y lavarlo nuevamente. Tetréxido de osmio (0sO 4)
(Sigma-Aldrich, 75632) durante 15 min y los portaobjetos se lavaron en PBS
tres veces con 3 min cada una una vez mas. El siguiente paso fue deshidratar
en serie los portaobjetos con etanol, seguido de un paso de secado con
hexametildisilazano (HMDS) (Sigma—Aldrich, 379212). Las muestras se
montaron en portaobjetos de vidrio y se recubrieron con carbén. Los
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portaobjetos se observaron en un Zeiss MERLIN FE-SEM con el detector InLens
a 1 kV (Carl Zeiss Microscopy, Munich, Alemania).

microfluidos

El andlisis de microfluidos se realizé utilizando PPP sano y muestras de PPP
agrupadas sanas (tres muestras de PPP agrupadas), con y sin proteina de pico,
y dos muestras de PPP de COVID-19. Se usaron muestras agrupadas debido al
volumen requerido para este experimento.

Hardware

Se utilizé una configuracion de microfluidos para simular e investigar el
crecimiento de coagulos en condiciones de flujo. Se us6 una bomba de jeringa
microfluidica Cellix (Cellix Ltd, Dublin, Irlanda) para impulsar el flujo a través de
los biochips Cellix Vena8 Fluoro+ (Cellix Ltd, Dublin, Irlanda), que constaban de
ocho canales de flujo microfluidicos rectos cada uno, a los caudales
especificados en el parrafo siguiente. Un solo microcanal tenia un ancho de
400 pm y una altura de 100 pm (didmetro equivalente a 207 pm) y una longitud
de 2,8 cm. Las dimensiones del microcanal estaban en el mismo orden de
magnitud que las de algunos vasos de la microvasculatura, es decir, por debajo
de 300 pm [ 32]. Para observar la evolucion del coagulo en tiempo real, los
biochips se colocaron bajo el microscopio fluorescente Zeiss Axio Observer 7
con un objetivo de 10x/0,25 (Carl Zeiss Microscopy, Munich, Alemania).

Condiciones de flujo

Se us6 un nuevo canal de flujo para cada corrida. El canal se enjuagd con agua
destilada a un caudal de 1 ml.min- ' durante 1 min. Después de 5 min, se
infundié trombina a través del microcanal a un caudal de 50 pl.min- " durante
90 s ( Figura 2 ). Se dejo reposar el canal otros 5 min y luego se infundié la
muestra (control, control con espiga o COVID-19) a un caudal de 10

pl.min -1 durante 5 min, con grabacién en video del canal ( Figura 2 ). Luego se
detuvo el flujo después de 5 min y se tomo un conjunto de micrografias a
través del canal. Luego, la muestra se dejé durante otros 5 minutos, para ver si
se producian cambios adicionales ( Figura 2). Este caudal se corresponde con
una velocidad de cizallamiento, y = 250 s =y un nimero de Reynolds, Re < 1.
Uno de los principales desafios al intentar lograr velocidades de cizallamiento y
un numero de Reynolds constantes fue la variabilidad de la viscosidad de una
muestra a otra. Ademas, se sabe que la sangre que fluye a través de los
microvasos se comporta de una manera no newtoniana, lo que se suma a las
complejidades de la viscosidad variable dentro de una sola muestra. Para
lograr la estandarizacién entre muestras, se utilizé un caudal constante.
Figura 2
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VER GRANDEDESCARGAR DIAPOSITIVA

Protocolo experimental para el crecimiento de coagulos en un sistema de
microfluidos

proteémica

Se analizaron cuatro muestras de PPP sanas antes y después de la adicién de
la proteina de pico. Las muestras se diluyeron en bicarbonato de amonio 10
mM a 1 mg.ml- ' . Se afiadié un total de 1 pg de tripsina (New England
Biosystems) al plasma para una proporcién de enzima a sustrato de 1:50. No
se realiz6 reduccion ni alquilacion.

Cromatografia liquida

Dionex nano RSLC

La cromatografia liquida se realizé en un Thermo Scientific Ultimate 3000 RSLC
equipado con una columna trampa C 1gde 5 mm x 300 ym (Thermo Scientific) y
un CSH de 25 cm x 75 pm, 1,7 um de tamano de particula C 1scolumna (Waters)
columna analitica. El sistema solvente empleado fue el de carga: 2%
acetonitrilo:agua; 0,1% AF; Disolvente A: 2% de acetonitrilo: agua; 0,1% FA 'y
Disolvente B: 100% acetonitrilo:agua. Las muestras se cargaron en la columna
trampa usando solvente de carga a una velocidad de flujo de 2 pl/min desde un
muestreador automatico de temperatura controlada ajustado a 7°C. La carga
se realizé durante 5 minutos antes de que la muestra se eluyera en la columna
analitica. El caudal se fijé en 300 nl/miny el gradiente se generd de la siguiente
manera: 5,0-30 % B durante 60 miny 30—50 % B durante 60—80 min. La
cromatografia se realizé a 45°C y el flujo de salida se entreg6 al espectrometro
de masas.
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Espectrometria de masas

La espectrometria de masas se realizé utilizando un espectrémetro de masas
Thermo Scientific Fusion equipado con una fuente de ionizacién Nanospray
Flex. Muestras de plasma, antes y después de la adicidon de proteina adicional
(1 ng.ml “'concentracién de exposicién final), cuatro de nuestras muestras de
control se analizaron con este método. La muestra se introdujo a través de un
emisor nano-bore de acero inoxidable. Los datos se recopilaron en modo
positivo con un voltaje de pulverizacién establecido en 1,8 kV y un capilar de
transferencia de iones establecido en 275 °C. Los espectros se calibraron
internamente utilizando iones de polisiloxano en m/z = 445,12003. Los
escaneos MST1 se realizaron utilizando el detector orbitrap configurado a una
resolucion de 120000 en el rango de escaneo 375-1500 con el objetivo AGC en
4 E5y un tiempo de inyeccién maximo de 50 ms. Los datos se adquirieron en
modo perfil. Las adquisiciones de MS2 se realizaron utilizando la seleccion de
precursores monoisotdpicos para iones con cargas de +2 a +7 con tolerancia
de error establecida en +10 ppm. Los iones precursores se excluyeron de la
fragmentacion una vez durante un periodo de 60 s. Los iones precursores se
seleccionaron para la fragmentacién en modo HCD utilizando el analizador de
masas de cuadrupolo con energia HCD ajustada al 30 %. Los iones de
fragmentos se detectaron en el analizador de masas Orbitrap ajustado a una
resolucion de 30000. El objetivo de AGC se fijé en 5E4 y el tiempo maximo de
inyeccién en 100 ms. Los datos fueron adquiridos en modo centroide.

analisis estadistico
Analisis de datos: muestras de plasma

Los andlisis estadisticos de los datos generados se realizaron utilizando el
software GraphPad Prism (versién 9.0.0). La normalidad de los datos se evalu6
mediante la prueba de normalidad de Shapiro-Wilk. Para el analisis de datos
entre dos grupos, pruebas t pareadas (para comparaciones estadisticas por
pares entre datos de grupos de control no tratados y tratados) y t no pareadaSe
realizaron pruebas (para comparaciones estadisticas no pareadas) para
evaluar la significancia estadistica de los datos paramétricos, mientras que la
prueba de Mann-Whitney se utilizé para probar la significancia estadistica en
datos no paramétricos y la prueba de Wilcoxon se usé para la significancia en
datos paramétricos emparejados. Al comparar tres 0 mas grupos
experimentales, se aplicé la prueba de Kruskal-Wallis (datos no paramétricos) o
la prueba ANOVA de una via (datos paramétricos) para probar la significancia
estadistica. Se consider6 estadisticamente significativo un valor de p inferior a
0,05. Los datos paramétricos se presentaron como media y desviacion
estandar (DE), mientras que los datos no paramétricos se presentaron como
mediana y rango intercuartilico (RIC).

Analisis de datos del espectrometro de masas



Los archivos sin procesar generados por el espectrometro de masas se
importaron a Proteome Discoverer v1.4 (Thermo Scientific) y se procesaron con
los algoritmos Sequest y Amanda. La interrogacion de la base de datos se
realiz6 contra la base de datos 2019-nCOVpFASTAT1. Se permitié la escision
semi-triptica con dos escisiones perdidas. La tolerancia de masa del precursor
se fij6 en 10 ppm y la tolerancia de masa del fragmento se fijo en 0,02 Da. Se
permitieron como modificaciones dinamicas la desamidacién (NQ), la
oxidacion (M). La validacién de péptidos se realizé utilizando el nodo de
validacion Target-Decoy PSM. Los resultados de la busqueda se importaron a
Scaffold Q+ para su posterior validacién ( www.proteomesoftware.com ) y
pruebas estadisticas. Se realizé una prueba t en los conjuntos de datos y se
utilizo el método cuantitativo emPAIl para comparar los conjuntos de datos.

Material complementario y datos en bruto

Se puede acceder a todo el material complementario y los datos sin procesar
aqui: https://1drv.ms/u/s!AgoCOmY3bkKHisg5J0nb6wqsBzzWAQ?e=ImObMy

Resultados

Microscopia de fluorescencia de fibrindgeno purificado y PPP

Se utilizé microscopia de fluorescencia para visualizar las sefales de amiloide
fluorescente en coagulos anémalos formados espontaneamente, presentes en
un modelo de fibrindgeno fluorescente y también en PPP sano cony sin
proteina de punta. Como investigacion preliminar, se incubaron PPP de un solo
control sano durante 30 minutos con concentraciones variables de proteina de
pico, seguido de 30 minutos de incubacién con ThT y, por ultimo, preparacion
para la visualizacién. Se encontré que las concentraciones de exposicion final
de 1 ng.ml- " fueron suficientes y se usaron para el resto del estudio (consulte
los datos sin procesar complementarios para ver las micrografias de otras
concentraciones de exposicion).

La Figura 3 A,B muestra micrografias representativas de fibrindgeno
fluorescente purificado (Alexa Fluor™488) con trombina afiadida y después de
la exposicion a 1 ng.ml ' de proteina de punta. Se formé un coagulo de fibrina
mas denso en presencia de proteina espiga ( Figura 3 B). En PPP, con y sin
trombina, la sefal ThT fluorescente verde indica areas de formacién de
depodsitos de amiloide. Se sabe que ThT se une a areas hidrofdébicas abiertas en
las proteinas y estas son de naturaleza amiloide [ 27 , 33-35]. Figura 4A,D
muestra micrografias representativas de un frotis de PPP sano, cony sin
trombina, y con ThT afiadida donde se observa una ligera coagulacion
anémala. Por el contrario, cuando se afiade proteina espiga a la PPP, con y sin
trombina, se observé un aumento importante de los depdsitos coagulos
anomalos densos, de naturaleza amiloide (denominados depdsitos de
amiloide) ( Figura 4 B,D). Se aplicé un algoritmo de umbralizacién a las
micrografias (con y sin trombina) utilizando Fiji® que se utilizé para calcular el
area total de depésitos de amiloide en cada micrografia (en total, se analizaron
320 micrografias). Usando este método, se calculé el porcentaje total promedio
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de depdsitos de amiloide por grupo (PPP sana sin tratamiento previo, PPP sin
tratamiento previo + trombina y PPP incubada con 1 ng.ml "'proteina espiga,
con y sin trombina afadida) (ver Tabla 1). Como era de esperar, no hubo
diferencias significativas entre el % de area de depdsitos de amiloide de PPP
sana con y sin trombina. Sin embargo, hubo un aumento significativo en el % de
area de depdsitos de amiloide en PPP antes y después de anadir proteina de
pico, tanto en frotis de PPP como en coagulos de fibrina (donde se afiadié
trombina).

figura 3

VER GRANDEDESCARGAR DIAPOSITIVA
Micrografias de fluorescencia representativas de fibrindgeno fluorescente
purificado (Alexa Fluor™ 88) (tenga en cuenta que no se agregé ThT) con
trombina agregada para formar coagulos de fibrina extensos
( A) fibrindgeno fluorescente con trombina; ( B ) fibrinégeno fluorescente con
proteina de punta afiadida (concentracion de exposicion final 1 ng.ml-1)y
trombina.
Figura 4
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VER GRANDEDESCARGAR DIAPOSITIVA

Micrografias de fluorescencia representativas de PPP de individuos sanos
después de la adicion de ThT (seial fluorescente verde)

(A) Frotis de PPP. (B) PPP con proteina espiga. ( ¢ ) PPP con trombina para
crear un extenso coagulo de fibrina. (D) PPP expuesto a la proteina de pico
seguido de la adicion de trombina. La concentracién final de proteina de pico
fue de 1 ng.ml-".

tabla 1

sana ingenua frente a PPP sana ingenua + trombina afiadida ( n = 10)
P (prueba de Wilcoxon, datos no paramétricos emparejados expresados como mediana [Q1 - Q3] (0.2

liana de muestras sanas ingenuas 0,3 % [0,1-0,8
liana de muestras de control virgenes (+ trombina) 0,9 % [0,3-1,5
sana sin tratamiento previo + proteina espiga (1 ng.ml - ) frente a PPP sana + proteina espiga (1 ng.ml - ) + trombina afiadida) (n = 10)

-p (datos normalmente distribuidos; prueba t pareada ) 0.3

centaje medio de amiloide de muestras sanas + pico 1,9% (+1,2%)
centaje medio de amiloide de muestras sanas + espiga (+ Trombina) 2,4% (£1,3%)

saludable sin tratamiento previo versus PPP saludable + proteina de pico (1 ng.ml-") (n = 10)
-p (prueba de Wilcoxon, datos no paramétricos emparejados expresados como mediana [Q1 - Q3] 0,004 ()
liana de muestras sanas 0,3 % [0,1-0,8
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liana de muestras sanas + pico

1,9 % [1,2-2,4

sana sin tratamiento previo + trombina aiiadida frente a PPP sana + proteina de pico (1 ng.ml - ) + trombina afiadida) (n = 10)

-p (datos normalmente distribuidos; prueba ¢ pareada )

0,0036 (*)

centaje medio de amiloide de las muestras de control (+ Trombina)

0,9 % (+0,6 %)

centaje medio de amiloide de las muestras de control + pico (+ trombina)

2,4% (1,3%)

Porcentaje de area amiloide promedio en PPP cony sin proteina espigay cony
sin trombina

La significacion estadistica se establecié en p <0,05. (* = P <0,01). Los datos se
representan como media + SD o mediana [Q1 - Q3].

Actividad plaquetaria

Se us6 microscopia de fluorescencia para visualizar la activacién plaquetaria
en hematocrito sano ingenuo y hematocrito incubado con proteina de punta (1
ng.ml- ' de concentracién final). Las muestras se incubaron con el marcador de
plaquetas, CD62P-PE. La Figura 5A muestra plaquetas representativas de
muestras de control ingenuas, mientras que la Figura 5B muestra micrografias
después de la incubacién de la proteina de pico. La proteina espiga provocé un
aumento en la hiperactivacion plaquetaria ( flechas B de la Figura 5).

Figura 5

VER GRANDEDESCARGAR DIAPOSITIVA

Micrografias de microscopia de fluorescencia de plaquetas, antes y después
de la exposicién a la proteina de punta

( A) Plaquetas representativas de hematocrito incubadas con marcador
fluorescente, CD62P-PE. ( B ) Micrografias representativas que muestran
plaquetas activadas después de la exposicidn a la proteina de punta. Las
flechas blancas apuntan a plaquetas activadas hiperactivadas. Las flechas
blancas muestran plaquetas hiperactivadas agrupandose.

SEM de WB

Se us6 SEM para evaluar la ultraestructura de eritrocitos y plaquetas después
del tratamiento con proteina de punta (1 ng.ml- ' de concentracion final). La
Figura 6 A, B muestra micrografias de muestras sanas de WB, mientras que
la Figura 6 C—H muestra micrografias de WB después de la incubacién con
proteina de pico. La mayoria de los eritrocitos de controles sanos no tratados
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eran normociticos (de forma regular) [ Figura 6 A (flecha)], y presentaban
formas discoides caracteristicas, superficies de membrana regulares y lisas. Se
observa una ligera activacién plaquetaria debido a la activacion por contacto

( Figura 6B). La WB incubada con proteina de punta mostré aglutinacién de
eritrocitos, a pesar de la concentracion muy baja de proteina de punta. Se
observé un aumento en la hiperactivacion plaquetaria, la expansion de la
membrana ( Figura 6 C, D) y la formacion de microparticulas derivadas de
plaguetas debido a la exposicién a la proteina de punta. La formacion de
depésitos de fibrina(6geno) espontdneos y anémalos con naturaleza amiloide,
fueron prominentes en todas las muestras incubadas con proteina espiga, sin
la adicién de trombina [ Figura 6 E-H (flechas)].

Spike Protein

VER GRANDEDESCARGAR DIAPOSITIVA

Muestra de sangre completa de voluntarios sanos, antes y después de la
exposicion a la proteina de pico
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( A-H) Micrografias electrénicas de barrido representativas de WB de control
saludable, con y sin proteina de punta. (A,B) Frotis de WB sanos, con una flecha
que indica una ultraestructura de eritrocitos normal. (C—H) WB sana expuesta a
proteina de punta (1 ng.ml ~' de concentracion final), con (C,D) indicando las
plaquetas activadas (flecha), (E,F) mostrando la red de fibrina formada
espontaneamente y (G ,H) los depdsitos andmalos que son de naturaleza
amiloide (flechas) (barras de escala: (E) 20 ym; (A) 10 pm; (F,G) 5 pm; (H) 2 pm;
(C) 1 um; (B, D) 500 nm).

microfluidos

La Figura 7 muestra los coagulos que se formaron en las camaras de flujo
después de 5 min de iniciar el experimento. El PPP saludable formé un pequefio
coagulo alo largo de la superficie inferior del canal, como se ve en la Figura

7 A. En el plasma saludable, la formacién de coagulos fue un proceso
relativamente lento y gradual, lo que resulté en la formacion de un coagulo
modesto (consulte el video complementario S1 de PPP saludable). ). Los
coagulos formados en PPP sanos eran relativamente pequefios y se limitaban a
las paredes del canal de flujo. El coagulo tenia capas ordenadas que no
interrumpian el flujo a través del centro del canal. Como era de esperar, la
formacion de coagulos también fue menos frecuente que con las otras
muestras ( Figura 7 B). El PPP con proteina espiga afiadida mostré una
combinacion de un coagulo laminar fibroso y una masa coagulada
desordenada ( Figura 7E,F) (ver PPP saludable suplementario con proteina de
pico afiadida video S2). El PPP de COVID-19 muestra coagulos desordenados
que cubren la mayor parte del canal y, a menudo, sobresalen hacia el centro del
canal de flujo e interrumpen el flujo ( Figura 7 C, D). En la PPP de COVID-19, la
reaccion entre la trombina y la PPP ocurrié rapidamente, lo que resulto en
grandes codgulos después de aproximadamente 90 s (consulte el video S3 de
PPP de pacientes con COVID-19 agrupados complementarios). Curiosamente,
estos coagulos no se propagaron mucho después del estallido inicial, lo que
indica que la mayor parte de la trombina se consumio en un corto periodo de
tiempo. Los coagulos también se formaron con el PPP con la adicién de la
proteina de pico, pero no tan disruptivos como los coagulos de PPP COVID-19.
Figura7
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Micrografias representativas de coagulos de PPP en las camaras
microfluidicas (las lineas horizontales negras son los contornos de las
camaras) que estaban recubiertas con trombina

(A) Codgulo de PPP saludable, con formacién de un pequefio codgulo (flecha),
con ( B ) ningln codgulo formado en la muestra de PPP saludable. (C,D)
ejemplos de codgulos de muestras de PPP de COVID-19y ( E, F) coagulos de
PPP sanos con proteina de punta. Flecha negra = pequefio coagulo formado en
la muestra de control; flechas rojas grandes coagulos en la muestra de COVID-
19.

Una observacion interesante fue que los coagulos de PPP sanos podian
desprenderse facilmente lavando el canal de flujo con agua a una velocidad de
1 ml.min-" (0,42 ms- ). De manera similar, los codgulos de PPP sanos con
proteina de pico anadida podrian desalojarse de manera similar. Los coagulos
de COVID-19, por el contrario, no pudieron ser desplazados ni desalojados y
permanecieron intactos, incluso con la fuerza del flujo de agua a alta velocidad
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en un pequeno canal de flujo. Esta observacion fue consistente para todas las
muestras de COVID-19.

Analisis de espectrometria de masas

La Figura 8 muestra los resultados del andlisis de espectrometria de masas. La
espectrometria de masas mostré que cuando se agrega proteina de punta a
PPP saludable, se producen cambios estructurales en la fibrina By vy, el
complemento 3y la protrombina. Estas proteinas fueron sustancialmente
resistentes a la tripsinizacion, en presencia de proteina de punta (para obtener
datos de secuencia, consulte los archivos complementarios).

Figura 8
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Espectrometria de masas que muestra PPP de cuatro muestras con y sin
proteina de pico anadida

La proteina espiga da como resultado cambios estructurales en la fibrina By y
(gen), el complemento 3y la protrombina.

Discusion

En este analisis de laboratorio, proporcionamos evidencia de que la proteina
espiga desempefia un papel importante en la hipercoagulabilidad observada en
pacientes con COVID-19. Provoca una coagulacion anémala tanto en el
fibrindgeno fluorescente purificado como en la PPP de individuos sanos, en los
que se demostré que la naturaleza de los codgulos era amiloide (ThT como
nuestro colorante de amiloide de eleccién). Una observacion interesante fue
que estos depdsitos densos se observaron tanto en frotis expuestos a la
proteina de pico como cuando se afiadié trombina. La adicién de trombina hace
que el fibrinégeno purificado (Alexa Fluor™ 488) se polimerice en redes de
fibrina. Por lo general, estas redes son similares a una red ( Figura 3 A). En
presencia de proteina espiga, la estructura cambié para formar depdsitos de
coagulos densos ( Figura 3B). Estos depdsitos se observaron en nuestro
modelo de fibrina(6geno) fluorescente y PPP de individuos sanos expuestos a
la proteina de punta. En PPP sanas expuestas a proteina espiga, seguida de
incubacion con ThT, hubo un aumento significativo de coagulos anémalos de
naturaleza amiloide, ( Figura 4 D), en comparacién con las PPP sanas. En el
documento actual, no analizamos muestras de sangre ni la propensién a la
coagulacion de PPP de otras cohortes de pacientes, por ejemplo, aquellos con
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neumonia bacteriana u otras enfermedades virales agudas. Sin embargo,
nuestro grupo (y otros) han estudiado previamente sangre de pacientes con
VIH, donde se observo una hipercoagulacion significativa en esta cohorte de
pacientes [ 36—39 ]. También, recientemente, informamos hipercoagulacion
significativa en pacientes que sufren de COVID/PASC prolongado [ 40].

La proteina Spike también caus6 cambios ultraestructurales importantes en WB
(como se ve con SEM), donde se observo hiperactivacion de plaquetas ( Figura
6 C, D). También se observé un aumento en la red de fibrina formada
espontaneamente, asi como la formacion anémala de coagulos en las
micrografias SEM ( Figura 6 E-H). Curiosamente, se observé una extensa
formacién espontanea de redes de fibrina, sin la adicién de trombina. Esto esta
en linea con los resultados que se publicaron recientemente, donde mostramos
una ultraestructura similar en frotis de sangre de pacientes positivos para
COVID-19. En estos pacientes, también se observaron hiperactivacion
plaquetaria, coagulaciéon andmala con senal amiloide y formacién espontanea
de fibras de fibrina[6, 7 ].

Con el sistema de flujo de microfluidos, se formaron codgulos, al infundir todo
el microcanal con trombina, simulando asi un estado de hipercoagulabilidad,
donde el dafio endotelial era extenso. Dado que el canal de flujo estaba hecho
completamente de plastico y carecia de células endoteliales, el componente
principal que se investigaba era la propia PPP (principalmente proteina
fibrindgena), que, en el caso de las muestras de COVID-19, puede haber
contenido efectos posteriores. de unos cambios endoteliales que darian lugar
al estado de hipercoagulabilidad caracteristico de la enfermedad. La
configuracién de flujo utilizada en el presente estudio no pudo explicar
directamente los cambios endoteliales, pero no obstante demostré que COVID-
19 también produce cambios en el perfil de coagulacién de la PPP.

Los coagulos que se observaron en el PPP sano con proteina de punta anadida
fueron de particular interés ya que demostraron un puente entre los coagulos
de PPP sanos y los coagulos de COVID-19. Como se describe en la seccion
"Resultados”, los coagulos de PPP saludables eran relativamente pequefios y
ordenados, mientras que los coagulos de PPP de COVID-19 eran masas
grandes y desordenadas que se formaron rapidamente e interrumpieron el flujo
de PPP en el canal. Los coagulos de PPP sanos con proteina espiga afiadida
eran una combinacion de los dos, demostrando areas de coagulos agrupados
desordenadamente, que coexistian con coagulos de PPP fibrosos laminares
(que eran mas grandes que los coagulos de PPP sanos). Este estado
intermedio puede surgir de una serie de factores, incluida la interaccion de
otros actores biolégicos que estaban ausentes en la configuracion del flujo y el
tiempo de exposicion a la proteina de pico.

Una de las diferencias obvias, que se observo inadvertidamente al tratar de
limpiar los canales con un flujo de agua de alta velocidad (es decir, por medios
mecanicos), fue la facilidad de PPP saludable y PPP saludable con disolucién
de coagulos de proteina de punta afadida. Sin embargo, hubo un fracaso total
para desalojar o perturbar los coagulos de PPP de COVID-19 de los

canales. Dado que la lisis y disolucion del coagulo es una interaccién compleja
entre factores bioquimicos y biofisicos, la investigacion de los efectos de
diferentes agentes terapéuticos podria dilucidar este fenémeno [ 41 ].]. El
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protocolo de flujo utilizado en este estudio seria una plataforma util para probar
diferentes tratamientos para su aplicacion clinica. Otra limitacion de esta
exploracion es el uso de PPP para investigar la formacién de coagulos a una
escala apropiada para la microvasculatura. Si bien el protocolo permite el
estudio de microcoagulos de fibrina, que son de interés en COVID-19, excluye la
influencia de los globulos rojos, que se sabe que influyen en gran medida en el
comportamiento del flujo sanguineo no newtoniano a esa escala [ 42]. La
imprecision del régimen de flujo que surge de esta exclusion y de la variabilidad
de la viscosidad introduce error en los resultados. No obstante, la inclusion del
flujo en una escala espacial adecuada nos ha permitido observar la formacion
de coagulos de PPP de COVID-19 en el espacio y el tiempo, en condiciones
dindmicas, y ha brindado informacién que de otro modo resultaria dificil de
obtener.

Otra via de exploracién incluiria examinar la estabilidad y eliminacion del
coagulo en otros pacientes con respuestas inflamatorias agudas derivadas de
infecciones agudas. Longstaff y colaboradores encontraron una mayor
resistencia fibrinolitica en afecciones inflamatorias derivadas de una infeccion
aguda [ 43 ]. Seria beneficioso examinar este fendmeno en nuestra
configuracion de microfluidos.

Dado que los microcoagulos pueden bloquear los microcapilares y, por lo tanto,
inhibir el intercambio de oxigeno, recientemente también estudiamos muestras
de plasma, utilizando resultados proteémicos de Long COVID/PASC, T2DM, con
COVID-19 agudo y comparamos los resultados con muestras de plasma de
individuos sanos. Curiosamente, el plasma de T2DM y de individuos sanos se
digirieron por completo de inmediato después de un primer paso de
tripsinizacion; sin embargo, quedaron microcoagulos persistentes en las
muestras de plasma de Long COVID/PASC y de muestras agudas de COVID-19,
que aun contenian grandes depdésitos andmalos (amiloide) ( microcoagulos)

[ 40]. Después de una segunda tripsinizacion, se solubilizaron los depésitos
persistentes de granulos. Detectamos varias moléculas inflamatorias que
aumentan sustancialmente tanto en el sobrenadante como atrapadas en los
depdsitos de granulos solubilizados de COVID-19 agudo y Long COVID/PASC,
en comparacion con el volumen equivalente de liquido completamente digerido
de las muestras de control y T2DM [ 40 ]. De particular interés fue un aumento
sustancial en a (2) -antiplasmina (a2AP), varias cadenas de fibrindégeno en
microcodagulos digeridos tanto con COVID-19 agudo como con COVID-19
largo/PASC. Una comparacion entre el plasma sano y los coagulos
solubilizados agudos de COVID-19 también mostré un aumento significativo en
la cadena A del factor XlII de la coagulacion, el componente C7 del
complemento VWF y la PCR[ 40 ].

En el estudio actual, la espectrometria de masas confirmé que la proteina
espiga provoca cambios estructurales en la fibrina(ogeno) By y, el
complemento 3y la protrombina. Estas proteinas se vuelven menos resistentes
a la tripsinizacién y cambian la conformacion, de tal manera que hay una
diferencia significativa en la estructura del péptido antes y después de la
adicion de la proteina de pico. Los resultados actuales, por lo tanto, confirman
los resultados que hemos encontrado en nuestro reciente analisis de
protedmica [ 40 ].
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Nuestros datos recientes sugieren que hay un aumento en la (2)-antiplasmina
dentro de los microcoagulos tanto de la COVID-19 aguda como de la larga, y
también observamos la fisiopatologia en las cadenas de fibrindgeno. En el
presente articulo, pudimos inducir la patologia de la cadena de fibrindgeno,
después de agregar proteina de punta al plasma sano. Para dar como resultado
un aumento de moléculas como a2-antiplasmina y VWF (y otras), en pacientes
con COVID-19 agudo y también en aquellos con COVID/PASC prolongado, se
deben activar muchas vias fisiolégicas. Consulte la Figura 9 (ajustada de

[ 40, 44-46]) para ver una representacion visual de la via de coagulacién y

donde puede verse afectada por S1.
COVID/PASC)

Figura 9
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Diagrama de coagulacion simplificado que representa procesos saludables y
patoldgicos

(1A) Las vias intrinseca y ( 1B ) extrinseca convergen en la via comun ( 1C

). Estas vias conducen a la conversion de fibrinégeno soluble en fibrina
insoluble, catalizada por trombina. ( 2) El activador tisular del plasminégeno
(tPA) o el activador del plasminégeno de tipo uroquinasa (uPA) convierte el
plasmindgeno en plasmina. Un sistema fibrinolitico saludable regula la via de la
coagulacion y ayuda a la lisis exitosa del coagulo de fibrina insoluble. (3) La
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plasmina escinde la fibrina en productos de degradacion de fibrina (FDP),
incluido el dimero D. ( 4) La proteina C y la trombomodulina regulan la
coagulacion: la trombina se une a su receptor, la trombomodulina, lo que da
como resultado la proteina C activada (APC). Luego, APC inhibe tanto a Va
como a Vllla. (5) Las moléculas inflamatorias desreguladas pueden interferir
con la expresion del factor tisular (TF). ( 6 ) Las moléculas inflamatorias
desreguladas también pueden regular a la baja la trombomodulina, lo que da
como resultado una hipercoagulacién, ya que las actividades de Vay Vllla no se
modulan lo suficiente. ( 7 ) En nuestro estudio de laboratorio, agregamos la
proteina Spike S1 al plasma sano. La fisiopatologia se observé en las cadenas
de protrombina y fibrindgeno. ( 8) Las moléculas inflamatorias desreguladas en
circulacién pueden inhibir el sistema fibrinolitico a través de la regulacién
positiva del inhibidor del activador del plasminégeno-1 (PAI-1). La regulacion
positiva de PAI-l interfiere con la funcion de tPA 'y, en dltima instancia, da como
resultado un sistema de coagulacion desregulado. (9 ) a2AP inhibe la plasmina
y, en Ultima instancia, evitara que se produzca suficiente fibrindlisis. (Figura
creada con Biorender.com).

Conclusion

La microscopia electrénica de barrido y de fluorescencia revelé masas amiloide
y andmalas grandes y densas en WB y PPP de individuos sanos en los que se
anadio proteina de punta a las muestras. La espectrometria de masas confirmé
que cuando se agrega proteina de pico a PPP, interactua con las proteinas
plasmaticas, lo que da como resultado fibrina (6geno), protrombina y otras
proteinas vinculadas a la coagulacion, para volverse sustancialmente
resistentes a la tripsinizacion, lo que da como resultado menos fragmentos. El
analisis de flujo confirmo que los microcoagulos pueden afectar el flujo
sanguineo. Aqui sugerimos que, en parte, la presencia de la proteina espiga S1
en circulacién puede contribuir a la hipercoagulacién en pacientes positivos
para COVID-19 y puede causar un deterioro grave de la fibrindlisis. Los efectos
de S2 también podrian ser relevantes y también deberian investigarse en el
futuro.47-52 ]. Varios resultados de autopsias también han confirmado
microtrombos en todo el pulmén y asociados con la dilatacion del ventriculo
derecho del corazén. Recientemente, Ackermann y colaboradores informaron
que el analisis histoldgico de los vasos pulmonares en pacientes con COVID-19
muestra una trombosis generalizada con microangiopatia [ 4 ]. Los autores
también demostraron que los microtrombos alveolocapilares eran nueve veces
mas frecuentes en pacientes con COVID-19 que en pacientes con influenza

(P <0,001). Por lo tanto, el deterioro fibrinolitico puede ser la causa directa de
los grandes microcoagulos que hemos observado aqui en SEM y microscopia
de fluorescencia, y anteriormente en muestras de plasma de pacientes con
COVID-19[ 6, 7]. Por lo tanto, las patologias de la coagulacién en la infeccion
aguda por COVID-19 podrian beneficiarse de seguir un régimen de terapia
anticoagulante continua para apoyar la funcion del sistema fibrinolitico [ 40 ].

Disponibilidad de datos
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Se puede acceder a todo el material complementario y los datos sin procesar
aqui: https://1drv.ms/u/s!AgoCOmY3bkKHisg5J0nb6wqsBzzZWAQ?e=XAsc7w
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