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RESUMEN

El SARS-CoV2 (sindrome respiratorio agudo severo 2), es un virus de
ARN de cadena sencilla (ssRNA) no segmentado, en sentido positivo, que
taxondmicamente pertenecen a la familia Coronaviridae y la subfamilia
Coronavirinae, el cual provocd la pandemia denominada COVID19, causando

mas de 350 millones de contagios y mas de 5,5 millones de fallecidos.

En el presente trabajo, se desarrollé un Kit de RT-qPCR para la deteccion
de las diferentes variantes existentes en el momento, pudiendo adaptarse a las
nuevas variantes que puedan surgir, debido a que el virus SARS-CoV-2 ha
cambiado constantemente a lo largo del tiempo mediante mutaciones, lo que ha
dado lugar a nuevas variantes. Varias variantes del SARS CoV-2 han surgido y
se han extendido globalmente durante la pandemia, con la evidencia de una
mayor transmisibilidad, gravedad de la enfermedad y efectividad terapéutica

reducida.

Por otro lado, se ha demostrado que ATF4 es un impulsor clave de la
respuesta inmune innata, provocada por la infeccion del SARS-CoV2. La
principal via de entrada del SARS-CoV2 son las vias respiratorias superiores, en
concreto el epitelio que tapiza las misma. En este epitelio se ha relacionado
ATF4 con otros factores de transcripcion involucrados en la diferenciacion vy
homeostasis del mismo. En base a esto, en este trabajo se analiza el papel que
ATF4 desempenia en el epitelio respiratorio, mostrando un importante papel en la
diferenciacion de las células secretoras, y una relacién directa en la respuesta

inmune.
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INTRODUCCION

1. INVESTIGACION ASOCIADA AL SARS-CoV2

En todo el mundo, se han notificado a la OMS mas de 250 millones de
casos confirmados de enfermedad por coronavirus 2019 (COVID19), incluidas
mas de cinco millones de muertes. La alta tasa de transmisién y la capacidad
mutagénica del SARS-CoV2, contribuyen a la evolucion de la pandemia y al
enorme impacto negativo en la salud y la economia (Khachfe et al., 2020). El
control de esta pandemia depende en gran medida de unos métodos solidos que
combinen la deteccion temprana, el aislamiento o distanciamiento social, y los
enfoques terapéuticos y epidemioldgicos. Debido a que las manifestaciones
clinicas (neumonia, disnea, fiebre, tos, entre otras) no son siempre especificas
(H. Zhu et al., 2020), y la historia de contacto con otras personas posiblemente
infectadas, no estan facilmente disponibles, la verificacidén clinica y diagnostico

epidemioldgico son dificiles (Sun et al., 2020).

Como para cualquier otro patégeno nuevo o variante de los existentes, la
investigacion asociada a los mismo se inicia y desarrolla a lo largo de los afos
siguiendo tres principales lineas de trabajo. Estas lineas son en primer lugar,
conocer la biologia del organismo que se pretende combatir. En segundo lugar,
desarrollar técnicas de diagnédstico certero. Por ultimo, generar terapias que bien,
alivien los efectos de la infeccion, la eliminen o la reduzcan (Figura 1). Todas
estas lineas, de igual importancia a nivel global, estan muy relacionadas entre si.
De modo que seria imposible desarrollar pruebas diagnosticas sin saber la

biologia del agente infeccioso.
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Estudio de la
biologia
del virus

Desarrollo de
técnicas
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Desarrollo de
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Figura 1: Esquema de las lineas de investigacion. Las tres lineas de investigacion se
encuentran relacionadas entre si, y constan de igual importancia. Estas tres lineas de
investigacion son el estudio de la biologia del virus, desarrollo de técnicas diagnodsticos y

desarrollo de terapias.

Si bien es cierto que no es necesario conocer la biologia completa del
agente infeccioso para desarrollar de manera efectiva, por ejemplo, pruebas
diagnosticas. Este precisamente es el caso del SARS-CoV2, cuya secuenciacion
en enero de 2020 (B. Hu et al., 2021) supuso el inicio en la carrera del desarrollo
de técnicas de deteccion. Esto permitié en primer lugar clasificar el virus como
un nuevo miembro de los coronavirus y nombrarlo SARS-CoV2 (Gorbalenya et
al., 2020).

Los coronavirus (CoV), son virus de ARN de cadena sencilla (ssRNA) no
segmentado, en sentido positivo, que taxondmicamente pertenecen a la familia
Coronaviridae y la subfamilia Coronavirinae (Kadam et al., 2021a). De ellos,
destacan los coronavirus humanos (HCoV), responsables de multiples
enfermedades respiratorias de diversa gravedad, tales como el resfriado comun,
la bronquitis y la neumonia (Pene et al., 2003). Los HCoV poseen una gran
capacidad evolutiva, debido a la alta tasa de sustitucion y recombinacion de

nucledtidos (Vijgen et al., 2005) y han aparecido periédicamente en diferentes
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lugares del mundo, provocando importantes brotes de neumonia mortal en
humanos desde principios del siglo XXI (C. Wu et al., 2020). El primer brote se
inicido en noviembre de 2002 en Foshan, China, provocado por el coronavirus del
sindrome respiratorio agudo severo (SARS-CoV). Afecté a 28 paises del mundo
con 8096 casos y 774 muertes (Ge et al., 2015), llegando a considerarse
infeccion global en 2003 con una tasa de letalidad del 10% (Lee et al., 2003).
Tras una década, el segundo brote de HCoV fue causado por el coronavirus del
sindrome respiratorio de Oriente Medio (MERS-CoV) en junio de 2012 en
Jeddah, Arabia Saudita (Ge et al., 2015), con una tasa de mortalidad del 35%
(de Groot et al., 2013) y afectando a 27 paises. El ultimo brote importante de
HCoV, ocurrié en diciembre de 2019 en la provincia china de Wuhan, causada
por una cepa altamente homodloga de SARS-CoV, clasificada como sindrome
respiratorio agudo severo 2 (SARS-CoV2), que se denomindé pandemia
COVID19 (enfermedad por coronavirus 2019) (N. Zhu et al., 2020). Esta
pandemia, ha provocado mas de 350 millones de contagios y 5,5 millones de
fallecidos por la COVID19.

2. GENOMA DEL SARS-CoV2

El genoma del SARS-Cov2, secuenciado recientemente, es de
aproximadamente 29,9kb (Lu et al., 2020). Su organizacidon gendmica consta de
seis marcos de lectura abiertos (ORF) funcionales, dispuestos en orden 5" a 3":
replicasa (ORF1a/ORF1b), espiga (S), envoltura (E), membrana (M) vy
nucleocapside (N), (Chan et al., 2020) ademas, de once ORF putativos que
codifican proteinas accesorias, ORF3a, ORF3b, ORF3c, ORF3d, ORF6, ORF7a,
ORF7b, ORF8, ORF9b, ORF9c y ORF10, y estan intercalados entre los genes
estructurales (Shang et al., 2021) (Figura 2). SARS-CoV2, al igual que otros
CoV, presenta un menor numero de islas CpG, ya que los huéspedes, en este
caso, los humanos, poseen proteina antiviral con dedos de zinc (ZAP), que
identifican los motivos CpG del genoma viral, y los procesa para su degradacion.
En todo el genoma del SARS-CoV2, el ORF que codifica la proteina E, es el que

muestra un mayor contenido en estos motivos CpG (Digard et al., 2020).
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5°UTR

Figura 2: Genoma del SARS-CoV2. Consta de las regiones 5" y 3° UTR (regiones no
traducidas), 6 ORF funcionales, ORF1a/ORF1b, espiga (S), envoltura (E), membrana (M) y
nucleocapside (N), y ORF putativos que codifican las proteinas accesorias, ORF3a, ORF3b,
ORF3c, ORF3d, ORF6, ORF7a, ORF7b, ORF8, ORF9b, ORF9c y ORF10.

2.1. ORFlayORF1b

La region gendmica ORF1a/ORF1b, que ocupa los primeros dos tercios
del genoma SARS-CoV2, producen poliproteina replicasa/transcriptasa. Esta
experimenta actividad autoproteolitica con la ayuda de la proteinasa similar a
papaina (PLpro) y la proteasa principal similar a 3C (3CLpro o Mpro), dando
lugar a 16 proteinas no estructurales, proteinas (nsp del inglés non structural
protein). PLpro, realiza la escision en el extremo N de la poliproteina replicasa,
produciendo nsp1, nsp2 y nsp3, necesarias para la replicacion viral. Por otro
lado, Mpro, separa proteoliticamente la poliproteina replicasa 1ab para producir
enzimas virales maduras. Posteriormente realiza la escision en 11 sitios para
liberar el resto de las proteinas no estructurales, que van de nsp4 a nsp16 (L.
Zhang et al., 2020), las cuales son necesarias para el ciclo de vida del virus en

las células huéspedes (Kirtipal et al., 2020).

2.2. Proteinas Accesorias.

Las proteinas accesorias se han caracterizado menos que otras proteinas
contenidas en el genoma del SARS-CoV2, y gran parte de su comprension se
basa en estudios funcionales sobre el SARS-CoV y otros virus relacionados
como el MERS-CoV. Los genes que codifican las proteinas accesorias estan

presentes entre los genes estructurales, aunque se agrupan predominantemente
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en el extremo 3" del genoma, y deben desempeiar un papel esencial en el ciclo
de vida del virus, ya que han conservado muy bien su posicién en el genoma de

todos los coronavirus (Kadam et al., 2021a).

Recientes estudios, han demostrado que estas proteinas no son
esenciales para la replicacion del virus, pero algunas han mostrado ser
importantes en las interacciones virus-huésped (Rohaim et al., 2021). Ademas, el
analisis evolutivo indica que algunas de estas proteinas accesorias han
dominado las primeras tendencias evolutivas del SARS-CoV2 (Velazquez-
Salinas et al., 2020), y se han observado mutaciones en proteinas accesorias,
como, por ejemplo, en ORF3, ORF6, ORF7a, ORF8 u ORF10 en las principales
variantes que circulan actualmente, por lo que estas proteinas podrian contribuir
a aumentar la patogénesis y la transmisibilidad en estas cepas de SARS-
CoV2(Redondo et al., 2021).

También, se ha visto que estas proteinas estan relacionadas con
mecanismos de evasion inmunitaria, como la inhibicidn de la secrecion de
citoquinas por ORF9c, o contrarrestar la accidon de IFN tipo | mediante ORF3b,
ORF6, ORF7, ORF8 u ORF9b (Mariano et al., 2020). Por otro lado, existen otros
mecanismos celulares importantes alterados por estas proteinas accesorias,
como la autofagia o apoptosis por ORF3a, la funcién mitocondrial por ORF3d o

la activacion del inflamosoma por ORF9b (Redondo et al., 2021).

2.3. Proteinas estructurales

El genoma del SARS-CoV2 codifica para cuatro proteinas estructurales:
e Proteina de espiga (S)

La proteina S del SARS-CoV2, es una glicoproteina transmembrana tipo |.
Estas proteinas triméricas estan divididas en 4 regiones: un dominio peptidico
unico (residuo de 12 aminoacidos), una regidn extracelular, la region
transmembrana y el dominio intracelular (Wrapp et al., 2020). Hay entre 15 y 30
proteinas S, que giran o se mueven libremente en la envoltura del virus (Yuan et
al., 2020).
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La region extracelular esta compuesta por dos subunidades S1 y S2. La
subunidad S1 consiste en un dominio N-terminal (NDT), y un dominio C-terminal
(CDT) que actua como dominio de uniéon a receptor (RBD), cuya funcién es
unirse al receptor de la célula huésped. S2 es una subunidad de fusién de
membrana que contiene el péptido de fusion (FP), la heptada repetida 1 (HR1),
la hélice central (CH), el dominio conector (CD), la heptada repetida 2 (HR2), el
dominio transmembrana (TM) y la cola citoplasmatica (CT). La funcién de esta
subunidad S2 es fusionar las membranas de los virus y de las células huésped
(Walls et al., 2020) (Figura 3A).

A)
S2’
SS RBD SD2 l HR1 CD ™
N s || l= ijo
NTD SD1 T FD CH HR2 CT
S1/52
B)
‘ $1-CTD
{
RBD
S1-NTD
S2

Figura 3: Proteina S. (A) Esquema de la estructura primaria de la proteina S del SARS-CoV-2.
Los diferentes dominios se muestran con diferentes colores. SS, secuencia Unica; NTD, dominio
N-terminal; RBD, dominio de unién al receptor; SD1, subdominio 1; SD2, subdominio 2; S1/S2,
sitio de escisién de proteasa S1/S2; S2', sitio de escisidon de la proteasa S2'; FP, péptido de
fusiéon; HR1, heptada repetida 1; CH, hélice central; CD, dominio conector; HR2, heptada
repetida 2; TM, dominio transmembrana; CT, cola citoplasmatica. El sitio de escisién de la

proteasa se indica mediante flechas. (B) Estructura terciaria de la proteina S. en la parte apical
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se encuentran el dominio C-terminal de la subunidad S1, justo seguido del dominio N-terminal de
la misma subunidad. Dicha subunidad participa en la unién de los viriones con la membrana de la
célula huésped. En la parte inferior, encontramos la subunidad S2, la cual actia como proteina

de fusion.

La subunidad S1, como nombramos anteriormente, participa en la unién
de los viriones con la membrana de la célula huésped, al interactuar con el
receptor de la enzima convertidora de angiotensina 2 (ACE2), y posteriormente,
se inicia el proceso de infeccion del SARS-CoV2 (Hoffmann et al., 2020).
Durante este proceso, la proteina S sufre cambios conformacionales inducidos al
entrar en los endosomas de la célula huésped (Hwang et al., 2020). La otra
subunidad de la proteina S, S2, funciona como la proteina de fusion, pasando

por diferentes estados conformacionales (Figura 3B).

e Proteina E.

De las cuatro proteinas estructurales, la proteina E es la mas pequefia.
Tiene el numero de copias mas bajo de las proteinas de membrana que se
encuentran en la envoltura lipidica en las particulas de virus maduros y, sin
embargo, el ARN subgendémico (sgARN) que codifica dicha proteina, es uno de
los trascritos mas expresados. Codifica un polipéptido de 75 aminoacidos, con

un peso molecular de unos 8 kDa aproximadamente (Duart et al., 2020).

La proteina E consta de tres dominios: un dominio transmembrana
(TDM), un dominio helicoidal intermedio y dominios N y C terminal. (Nieto-Torres
et al., 2014). Esta proteina esta altamente conservada en los diferentes subtipos
de CoV, sin embargo, aun no esta completamente claro su papel en la invasion,
replicacion y liberacion viral. Se ha visto, que la proteina E en la envoltura de la
particula viral, funciona interactuando con otras proteinas estructurales, por
ejemplo, interacciona con la proteina M, manteniendo la forma de la particula
viral y promoviendo su liberacion (Alsaadi et al., 2020). Estudios recientes han
indicado que varias proteinas del SARS-CoV2, incluida la proteina E, pueden
autoensamblarse en oligdmeros y generar canales ionicos (Cl), por lo que puede
desempenar un papel importante en la regulacién del equilibrio i6nico y el

microambiente de las células huésped (Kern et al., 2021).

19



e Proteina M.

La glicoproteina M, es la proteina estructural mas abundante del SARS-
CoV2. Atraviesa la bicapa de la membrana, siendo una proteina transmembrana
de multiples extensiones que se caracteriza por tres dominios, dejando un
dominio amino-terminal corto fuera del virus, y un dominio carboxilo-terminal
largo dentro del virion (Mousavizadeh & Ghasemi, 2021), y un tercer dominio

transmembrana con una region anfipatica al final.

La proteina M juega un papel importante, tanto, en el ensamblaje viral
como en su homeostasis interna, a través de interacciones proteina-proteina. El
dominio transmembrana y el endodominio (C-terminal) de la proteina M,
participan en esta interaccion proteina-proteina (Bianchi et al., 2020). La proteina
M puede unirse a las demas proteinas estructurales, por ejemplo, se ha
observado recientemente que se une a la proteina N, promoviendo la finalizacion
del ensamblaje viral, estabilizando el complejo proteina N-ARN dentro del virion
(Astuti & Ysrafil, 2020), ademas de la interaccion con la proteina E anteriormente

mencionada.
e Proteina N.

La proteina de la nucleocapside (N) del SARS-CoV2, tiene una longitud de
419 aminoacidos con un peso molecular de 45,6 KDa. Esta proteina tiene dos
regiones principales intrinsecamente desordenadas (IDR) en los extremos N- y
C- terminal. Ademas, hay tres dominios conservados en la estructura de la
proteina N, un dominio de unién a ARN en N-terminal (NTD), un dominio de
dimerizacion en C-terminal (CTD) y una regidon enlazadora rica en Ser-Arg
(SR).(Kadam et al., 2021a)

La proteina N es una proteina multifuncional que desempefia un papel
crucial en el ensamblaje del virus y en la transcripcion de ARN. La proteina N es
imprescindible en la formacion de ribonucleoproteinas helicoidales durante el
empaquetamiento del genoma de ARN, regulando la sintesis de ARN viral
durante la replicacidn y la transcripcién. Esta proteina, también es capaz de

regular las células huéspedes infectadas y a sus mecanismos celulares,
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regulando el ciclo de la célula huésped, incluyendo la apoptosis, facilitando asi la
multiplicacion y propagacion del virus (McBride et al., 2014). Sin embargo, las
funciones principales de la proteina N son unirse al genoma del ARN viral y
empaquetarlo en una estructura de nucleocapside helicoidal larga o complejo de

ribonucleoproteina (RNP) (Kadam et al., 2021a).

3. SARS-CoV2, MECANISMOS DE PATOGENESIS

3.1. Infeccién de células huésped por SARS-CoV2

Para el inicio de la infeccion, es necesario, la interaccion del virus con las
células huésped, a través de un receptor de superficie celular. En el caso de
infeccion por SARS-CoV2, esta interaccion tiene lugar entre, la proteina espiga
(S) del virus y el receptor de la enzima convertidora de la angiotensina 2 (ACE2).
Esta union, presenta la especificidad y el tropismo del virus hacia un tejido o
tipos de células en particular (Mousavizadeh & Ghasemi, 2021). El receptor
ACE2 se expresa principalmente en el aparato respiratorio, en concreto, en
células alveolares tipo 2 en el pulmon (tracto respiratorio inferior) (Prompetchara
et al., 2020), y en las células epiteliales del tracto respiratorio superior (Xu et al.,
2020); ademas de en el corazon, rifidn, estbmago, vejiga, esofago e intestino
(Kadam et al., 2021b).

La proteina S, como ya se indicoO anteriormente, consta de dos
subunidades (S1 y S2), la subunidad S1 es la que interacciona y se une al
receptor ACE2 por medio del dominio de unién al receptor (RBD), mientras que
la subunidad S2 juega un papel fundamental en la fusion de la membrana del
virus con la de la célula huésped (Y.-R. Guo et al., 2020). La proteina S debe ser
cortada, para completar la entrada del virus en la célula huésped, y esta escision
es mediada por una enzima proteasa (TMPRRS2). La escisién tiene lugar en dos
posiciones diferentes de la subunidad S2, provocando la separacion de la union
RBD vy el receptor ACE2, y posteriormente, la fusion de las membranas,
produciéndose asi, la entrada del virus mediante endocitosis (Figura 4) (Rabaan
et al., 2020).
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Figura 4: Infeccion del SARS-CoV2. El viridn se une por su glicoproteina S (subunidad S1) al
receptor celular (enzima convertidora de angiotensina 2), lo que induce la endocitosis. El pH
acido y las proteasas endosomales escinden las subunidades S1 y S2 y modifican S2 para que
actue promoviendo la fusién de la envoltura viral y la membrana de la vesicula endocitica,

produciendo asi la liberacion del ARN virico.

3.2. Traduccién del genoma y transcripcién de las proteinas de SARS-
CoV2

Una vez completada la entrada del virus al citoplasma celular, la
nucleocapside del virus es liberada, lo que permite la salida del ARN gendmico
viral, actuando como ARNmMm, transcribiéndose el gen de la replicasa viral y
traduciéndose en las glicoproteinas pp1a y pplab (Mousavizadeh & Ghasemi,
2021). Posteriormente son procesadas proteoliticamente por enzimas proteasas

como, quimiotripsina codificada viralmente (3CLpro), proteasa principal (Mpro) y
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proteasas similares a la papaina, dando lugar a las proteinas no estructurales
(NSP, del inglés non structural proteins), implicadas principalmente en la
replicacion y transcripcion genémica del virus. Como indicamos en apartados
anteriores, realizan actividades enzimaticas de tipo proteasa, ARN polimerasa
dependiente de ARN (RdRp), helicasa, exorribunucleasa, entre otras (Rokni et
al., 2020). Adicionalmente, estas proteinas no estructurales son necesarias para
formar el complejo transcriptasa replicasa (RTC), el cual, es ensamblado en el
reticulo endoplasmatico (RE) (Y.-R. Guo et al., 2020), y su papel principal es
replicar y sintetizar un conjunto de ARNm subgendémico (sgARN) que codifica
para las proteinas estructurales principales (S), (M), (E), (N) y para las proteinas

accesorias (Ahn et al., 2020).

3.3. Replicacion del RNA, ensamblaje de proteinas y salida del SARS-
CoV2

En la replicacién, el RNA monocatenario de polaridad positiva (+ssARN),
sirve de molde para la sintesis de una copia de ARN monocatenario de polaridad
negativa (-ssARN) (X. Li et al., 2020), a partir de la cual se dan las
polipoproteinas que se procesan y conforman el complejo RTC. ElI complejo
RTC, mediante su actividad enzimatica replicativa, crea una nueva copia del
genoma +ssARN a partir del molde —ssARN. El +ssARN se asocia con la
proteina (N) formando la nucleocapside, mientras, las proteinas estructurales (S,
My E), y las proteinas accesorias, son elaboradas en las membranas del RE y
posteriormente, transportadas al complejo de Golgi, para ser ensambladas junto
con la nucleocapside, dando lugar a nuevas particulas viricas. Estas son
transportadas a la membrana plasmatica celular en forma de vesiculas,

produciendo asi la liberacion del virus (Y.-R. Guo et al., 2020).
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4. PRUEBAS DE DIAGNOSTICOS FRENTE AL SARS-CoV2

Con el conocimiento adquirido, a menudo actualizado casi a tiempo real,
en el inicio de 2020 la comunidad cientifica centrd, y sigue centrado el esfuerzo
en el disefio y la fabricacion de kits de diagndsticos, simples, rapidos, precisos y
asequibles. El diagndstico de infecciones por SARS-CoV2 se realiza, en una
variedad de muestras del tracto respiratorio superior (garganta, nasal,
frotis/lavado nasofaringeo, saliva, esputo) e inferior (liquido de lavado
broncoalveolar), asi como, aunque generalmente de manera menos fiable, en
sangre, orina y heces (lliescu et al., 2021). El diagndstico tiene como objetivo la
deteccién directa de acidos nucleicos, antigenos virales o la respuesta
inmunitaria del huésped (anticuerpos especificos o células T). Dependiendo del
objetivo, es importante el momento de recoleccion de la muestra y su
preparacion, independientemente de la eficacia de los métodos utilizados
(Loeffelholz & Tang, 2020).

Por tanto, las técnicas de deteccion se basan en la deteccion directa del
genoma del virus. O de forma indirecta, mediante la deteccion de la respuesta
del organismo a la presencia del virus, la respuesta inmune en forma de
anticuerpos generados en respuesta al virus o células productoras de los
mismos (Figura 5). Esta misma estrategia ya se ha usado frente a otros
patogenos como son el virus sincicial respiratorio (RSV), hepatitis, gripe

(influenza), el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH), entre otros.
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Pruebas de diiagndstico frente al SARS-CoV2
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Pruebas de amplificacién Pruebas de deteccién de Pruebas Serolégicas
de 4cidos nucleicos (NAAT) antigenos (test de antigenos) (test serolégicos)

PCR

2
_[>

Amplificacién
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—D CRISPR

Figura 5: Esquema de pruebas diagnésticas. Resumen esquematizado de las principales
pruebas de diagndstico frente al SARS-CoV2.

En cuanto a la deteccién directa del genoma del virus, los acidos
nucleicos virales, se pueden aislar directamente de la saliva o tras la
concentracion de células epiteliales. Los métodos basados en la deteccion de
acidos nucleicos virales son mas sensibles, y también mas seguros debido a la
inactivacion de los viriones durante los pasos preliminares de purificacion de las
muestras (Bokelmann et al., 2021). Estos métodos basados en la amplificacion
de acidos nucleicos pueden ser tanto cuantitativos como cualitativos, y

comprenden un paso previo, que consiste en el aislamiento de ARN.

4.1. Pruebas de amplificaciéon de acidos nucléicos (NAAT).

Las pruebas de amplificacién de acidos nucleicos (NAAT), son pruebas
diagndstico basadas en la amplificacion de ARN/ADN, hasta un punto en el que

se vuelva detectable. Se basa en una prueba de reaccion en cadena de la
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polimerasa con transcripcion inversa (RT-PCR), dirigida a detectar el ARN del
virus en muestras respiratorias como hisopos nasofaringeos o aspirados
bronquiales (Boger et al., 2021). La COVID19 se diagnostica, en su mayor
medida, mediante PCR cuantitativa en tiempo real con transcriptasa inversa (RT-
gPCR). Esta técnica emplea métodos de deteccion fluorométricos con sondas
especificas o colorantes que se intercalan en moléculas de ADN, que se
sintetizan de novo en cada ciclo de amplificacion. Sin embargo, la necesidad de
pruebas mas rapidas, fiables y econdmicas para COVID19, han impulsado
diferentes alternativas a las pruebas RT-gPCR (C. Y. Yu et al., 2021).

- Amplificacion isotérmica.

La amplificacion isotérmica se lleva a cabo sin ciclos térmicos, es decir,
amplifica el ADN a una temperatura constante de entre 60°C-65°C, utilizando
una polimerasa con actividad de desplazamiento de cadena, presentando una
alta especificidad y eficacia ademas de una mayor rapidez que la deteccién
basada en PCR. Algunas pruebas de amplificacion isotérmicas son, la
amplificacion isotérmica mediada por bucle (LAMP del inglés Loop-mediated
isothermal amplification) (H. Zhang et al., 2019), y la amplificacion por
desplazamiento de cadena (SDA del inglés Strand-Displacement Amplification).
Ambas técnicas utilizan una polimerasa de ADN con actividad de
desplazamiento en cadena, y realizan a la misma temperatura, tanto la
desnaturalizacion de la doble hélice, como la elongacion de la hebra sintetizada,
dando amplicones de ADN de doble hebra largos (LAMP) o cortos (SDA) (lliescu
et al., 2021).

Las NAAT isotérmicas tienen la ventaja de generar los resultados mas
rapidos que los basados en PCR (menos de 30 minutos), y pueden generar
resultados de punto final o lecturas en tiempo real (RT-LAMP) al igual que las
PCR (Yan et al., 2020). Ademas, en cuanto a la sensibilidad de RT-LAMP, es
ligeramente menor, pero aun asi comparables con las pruebas basadas en
RT_qgPCR (75-90,5% frente a, 78-98,5%) (Mustafa Hellou et al., 2021).
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-  Pruebas basadas en secuenciacion

Se han desarrollado otras pruebas basadas en secuenciacion para la
deteccion del SARS-CoV2, usando tecnologias de secuenciacion Sanger. La
prueba basada en la secuenciacion Sanger, es muy similar a la secuenciacion
tradicional de amplicones de PCR de transcripcion inversa, pero en esta prueba,
se incluye la adicion de un ADN de insercion de COVID-19 sintético con marco
desplazado en la mezcla de la reaccion. Por otro lado, esta prueba admite la
transcripcion inversa RT-PCR en un solo paso directamente de las muestras, sin
el paso previo de purificacion de ARN. Los productos amplificados se purifican, y
posteriormente se realiza la secuenciaciéon Sanger, mediante una electroforesis
capilar automatizada. EI ADN sintético incluido en la muestra antes de la
amplificacion sirve como control interno y permite identificar las muestras como
positivas o negativas para la COVID-19 (Chandler-Brown et al., 2020). Sin
embargo, no son tan accesibles y requieren personal especializado, tanto para la
recopilacion como interpretaciéon de datos, aunque, actualmente son esenciales
para la deteccion y vigilancia de nuevas variantes (Bhoyar et al., 2021). Estas
pruebas ofrecen una importante informacién para el seguimiento y gestion de la
pandemia, pero debido a su complejidad son descartadas como test de

diagnésticos.

- Deteccion mediante CRISPR

La tecnologia CRISPR (Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic
Repeats) ha ayudado al desarrollo de ensayos de diagndstico avanzado. Los
sistemas CRISPR tiene la capacidad de reconocer acidos nucleicos en funcion
de su secuencia y eliminarlos a través de la actividad endonucleasa de la enzima
asociada a CRISPR (Cas). Esta propiedad se ha aprovechado en el campo
diagnéstico. La deteccion mediada por CRISPR, ha sido adaptada para detectar
una secuencia especifica de acidos nucleicos, y es considerado un método de
deteccién sensible, especifico y fiable (L. Guo, Sun, et al.,, 2020). Los
biosensores basados en CRISPR-Cas se dirigen a una secuencia especifica del
genoma, haciendo uso del complejo proteico ARN CRISPR-Cas como

biorreceptor, para el reconocimiento especifico de la secuencia (Uygun et al.,
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2020). Una de las desventajas es la falta de automatizacion con protocolos
operados manualmente, por lo que aumenta el riesgo de contaminacion.
Ademas, si el virus muta en la region diana, es posible que el SARS-CoV2 no se

detecte o lo haga de forma menos fiable (Broughton et al., 2020).

Mediante la combinacién de este método con diferentes tipos de
amplificacion, se consiguidé la obtencion de pruebas mas optimizadas. Un
ejemplo es la combinacion de deteccion mediada por LAMP y CRISPR. RT-
LAMP realiza una transcripcion inversa del ARN genomico del SARS-CoV2, y
una ADN polimerasa lo amplifica. La transcripcion de ADN amplificado provoca
la actividad de escision colateral de un complejo CRISPR, programado para la
secuencia diana. Esta escision de acidos nucleicos hace posible una lectura

fluorescente detectada por un lector de placas (lliescu et al., 2021).

En cuanto a la identificacién de antigenos del SARS-CoV2, se emplean
muestras de saliva, hisopos bucofaringeos o aspirados nasofaringeos,
empleando diferentes enfoques metodoldgicos, y depende de la densidad del
viridn en la muestra, que a su vez depende de la respuesta inmune del huésped
(liescu et al.,, 2021). Se ha demostrado que la sensibilidad puede variar
considerablemente, sin embargo, la deteccion de antigeno es lo mas apropiado
para desarrollar métodos de diagndsticos rapidos, tempranos y sencillos. Por
otro lado, la deteccion de anticuerpos mediante pruebas seroldgicas, de
anticuerpos especificos, pueden confirmar una infeccion actual o pasada por
SARS-CoV2 (Deeks et al., 2020).

4.2. Diagnésticos basados en antigenos para SARS-CoV2

Dirigirse a un antigeno (Ag) especifico producido por un patdégeno extrafio,
ya sea secretado en el sistema circulatorio o en la superficie del patégeno, es un
método altamente especifico para la deteccién de ese patégeno. Dado que los
resultados obtenidos son rapidos, a menudo se utilizan para una primera
deteccién de laboratorio en un caso sospechoso. El Ag de superficie o secretor
del SARS-CoV-2 se puede detectar en muestras clinicas dentro de los 2 dias

posteriores a la infeccién, incluso cuando la carga viral es baja antes de la
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manifestacion de los sintomas y, por lo tanto, puede ayudar en el diagnostico
temprano, especialmente en comparacion con las pruebas diagnésticos basados
en la deteccidén de anticuerpos, ya que los anticuerpos se desarrollan mas tarde
(Roberts et al., 2021).

Estos dispositivos rapidos generalmente comprenden un pocillo poco
profundo y una tira de prueba porosa impregnada con anticuerpos (test
antigenos) donde se incluye un indicador colorimétrico. Se colocan entre 10 y 15
uL de la muestra bioldgica, la cual se absorbera en la tira porosa; si la muestra
es de un paciente con SARS-CoV2, los antigenos se uniran a los anticuerpos
que se encuentran en la tira porosa inmovilizados, desencadenando la reaccion
colorimétrica. Esta interaccion conduce a la formacion de una estrecha banda

visible a simple vista (Zhao et al., 2020).

4.3. Deteccién basada en anticuerpos para SARS-CoV2

Los linfocitos B del sistema inmunitario adaptativo producen y secretan
anticuerpos durante la invasidn de patégenos extrafios. Dado que estos
anticuerpos se producen especificamente contra un antigeno especifico, la
reaccion antigeno-anticuerpo es muy especifica y, por lo tanto, se puede utilizar
como biomarcador especifico para el diagnéstico de enfermedades. Se
desencadena una respuesta inmunitaria contra el SARS-CoV-2, y después de
una semana, aumenta la produccion de inmunoglobulinas IgG/IgM en la sangre
para luchar contra el virus, y la deteccion de estos anticuerpos puede ayudar a
diagnosticar la infeccion. IgM es el primer anticuerpo en responder que ayuda a
eliminar los patdgenos, mientras que IgG proporciona la segunda inmunidad

basada en anticuerpos, mas robusta (Roberts et al., 2021).

Las pruebas de deteccion basadas en anticuerpos son una parte
importante del diagndstico y control del COVID19, para determinar la prevalencia
de la infeccién por SARS-CoV2 y medir las respuestas inmunitarias individuales,
tanto a la infeccibon como a la vacunacién (H. Ma et al., 2020). Estudios
recientes, han mostrado que la progresiéon natural de la COVID19 y la cinética de

los anticuerpos anti-SARS-CoV2 revelan una ventana de 10 a 21 dias entre el
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inicio de los sintomas y la deteccion de los anticuerpos (Okba et al., 2020). Estas
pruebas presentan algunas ventajas, como la rapidez de extraccion de datos
cualitativos (5 a 20 minutos) y la capacidad de identificar infecciones previas
incluso sin realizar pruebas en la fase activa de la enfermedad. A pesar de estas
ventajas, su precision es baja y pueden presentar reacciones cruzadas con otros
coronavirus (Sidiq et al., 2020), por lo que las pruebas serolégicas deben
complementarse con pruebas moleculares para identificar la presencia de ARN
(L. Guo, Ren, et al., 2020).

Inmunoensayos de flujo lateral (LFIA) o inmunocromatografia (LFIC), son
actualmente los unicos dispositivos rapidos disponibles para el diagnéstico del
SARS-CoV2, detectando IgM e IgG relacionados. Estas pruebas proporcionan
tiempo de respuestas cortos (15 minutos) y no dependen de laboratorios
especializados. También es un método rentable, y se utilizan para la deteccién
del virus sin necesidad de pasos de amplificacion mediante RT-PCR o LAMP
(lliescu et al., 2021).

Los dispositivos para los tests serologicos, al igual que los tests de
antigenos, constan de un pocillo poco profundo y una tira de prueba porosa
impregnada en este caso con antigenos frentes a los anticuerpos contra el

SARS-CoV2. El funcionamiento de ambas pruebas es similar (Zhao et al., 2020).

5. MUTACIONES Y VARIANTES DEL SARS-CoV2

Los virus son propensos a mutaciones rapidas que les permiten evadir la
inmunidad del huésped, aunque Coronaviridae posee un proceso de correccion
unico (distinto de otros virus) para la sintesis de ARN. Esta funcion es atribuida a
nsp14, una enzima exonucleasa que reduce la tasa de error de replicacién, lo
que da como resultado una tasa de mutacion 10 veces menor con respecto a
otros virus (Tao et al.,, 2021). Sin embargo, acumulan mutaciones, y estas se
producen por errores durante la replicacion, dafo de acidos nucléicos y edicion
del genoma del virus inducida por la defensa antiviral del huésped (Di Giorgio et
al., 2020). Se ha visto recientemente, que los mecanismos de edicion de ARN

del huésped provocan mutaciones en el genoma del SARS-CoV2. Estos
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mecanismos de edicion son llevados a cabo por dos familias de desaminasas, la
denosina desaminasa y la enzima editora de ARNm de la apolipoproteina B
(ADAR y APOBEC) respectivamente. ADAR edita ARN de doble cadena,
mientras APOBEC puede editar cadenas simples de ARN y ADN, ambas
involucradas en la defensa del huésped frente a virus y dicha actividad

contribuye a la mutacion y evolucion del genoma viral (Simmonds, 2020).

5.1. Principales mutaciones del SARS-CoV2

Las principales mutaciones pertenecen a un repertorio de mutaciones
recurrentes, la mayoria de las cuales se encuentran en el gen de la proteina
espiga (S). Estas mutaciones recurrentes son: D614G, mutacion RBD N501Y,
mutacion RBD E484K, otras mutaciones en RBD, mutaciones NTD, mutaciones
proximas al sitio de escision de furina S1/S2, y mutaciones fuera del gen de la

proteina espiga (Tao et al., 2021).

- D614G: esta mutacion, que es una sustitucidon de un aspartco por una
glicina en la posicién 614, aparecié a finales de febrero de 2020, y en
pocos meses alcanz6 una prevalencia global entorno al 100%. Los virus
con D614G se replicaron a niveles mas altos en las vias respiratorias
humanas, ademas de presentar una mayor transmision, ya que esta
mutacion promueve la posicion abierta del RBD, favoreciendo la union al
receptor ACE2 (Yurkovetskiy et al., 2020).

- N501Y: Esta mutacion conlleva la sustitucion de una asparragina por una
tirosina en la posicion 501. La mutacion N501Y aumenta la afinidad para
ACE2 vy la replicacion del virus en las células de las vias respiratorias
superiores humanas (Laffeber et al., 2021), pero no afecta a la union y
neutralizacion de la mayoria de anticuerpos monoclonanes (Rees-Spear
et al., 2021), ni a la susceptibilidad frente plasma de individuos que han
superado el virus o plasma de personas con una de las dosis de las

vacunas de ARNm y de subunidad de proteinas autorizadas (Xie et al.,
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2021). Esta mutacidn conlleva la sustitucion de una asparragina por una

tirosina en la posicion 501.

E484K: esta mutacidn produce un cambio de glutamico a lisina en la
posicion 484, lo que produce una pérdida de sensibilidad o susceptibilidad
frente a anticuerpos monoclonales, y frente a tratamientos con plasma de
personas que han superado el virus y plasma de personas inmunizadas

con alguna dosis de las vacunas autorizadas (Tada et al., 2021).

Otras mutaciones en RBD: en este apartado encontramos, L452R, que
recude la susceptibilidad ha anticuerpos monoclonales y mejora la entrada
del virus en células pulmonares, pero en niveles mas bajos que los que
contienen la mutacion N501Y(Deng et al., 2021); K417N/T, aunque parece
que disminuye la afinidad por ACEZ2, reduce la susceptibilidad frente a los
anticuerpos monoclonales unas 100 veces, sin embargo, esta
susceptibilidad las conserva frente al plasma convaleciente y al plasma de
personas inmunizadas(R. E. Chen et al., 2021); y N439K que aumenta la
afinad por ACE2, pero al igual que K17N/T, reduce la sensibilidad frente a
los anticuerpos monoclonales y no contra los plasmas (Thomson et al.,
2021).

Mutaciones en NTD: en NTD se dan tanto delecciones como sustituciones

de aminoacidos. Las delecciones en las posiciones 69-70 estan asociadas
con una mayor replicacion del virus (Kemp et al., 2021), mientras que
aquellas que se dan en las posiciones 141-146 y 242-244, interfieren con
la actividad neutralizantes de los anticuerpos (Chi et al., 2020). En cuanto
a las mutaciones L18F y D253Y, reducen la sensibilidad frente a

anticuerpos neutralizantes de NTD (Grabowski et al., 2021).

Mutaciones proximas al sitio de escision de furina S1/S2: estas

mutaciones se encuentran justo antes del sitio de escision de furina,
provocando un aumento de carga positiva, que influye en el tropismo del
virus aumentando la escision S1/S2 en las células epiteliales de las vias

respiratorias (Johnson et al., 2021).



5.2.

Mutaciones fuera de la proteina S: las mutaciones fuera la proteina

espiga, suelen aumentar la transmisibilidad del SARS-CoV2 al
antagonizar la respuesta del huésped, causando niveles mas bajos de
interferon (Thorne et al., 2021).

Variantes del SARS-CoV2

Una variante, es un genoma viral que puede incluir una o mas

mutaciones, es decir, aquella que presentan cualquier cambio en la secuencia

del genoma (Cantén et al., 2021). Una variante del SARS-CoV2, es aquella que

posee mutaciones en su genoma y le confieren modificaciones en su fenotipo,

diferentes antigenos, cambios en la trasmisibilidad o virulencia (Fauver et al.,

2020). Desde el punto de vista de la salud publica, las diferentes variantes del

SARS-CoV2 se agrupan en tres categorias, dependiendo del analisis de riesgo.

Estas categorias son: variantes de interés (VOI), variantes de importancia para la

salud publica o variantes de preocupacion (VOC) y variantes de alta

consecuencia (Cantén et al., 2021).

Variantes de interés (VOI): se detectan de forma esporadica y
posteriormente se han asociado con un aumento de casos. Suelen
presentar mutaciones en los receptores de unidn, por lo que estos
cambios genéticos sugieren, que pueden ser mas contagiosas o escapar

a la inmunidad conferida por la infeccién natural o la vacunacion.

Variantes de importancia o preocupacion para la salud publica (VOC):
suelen ser mas contagiosas y generalmente, mas virulentas que las VOlI,
ya que pueden dar lugar a una enfermedad mas grave, aumentado las
hospitalizaciones y la mortalidad. Pueden reducir la eficacia de los
tratamientos y escapar al efecto de los anticuerpos adquiridos tras una
infeccion natural con variantes previas o por vacunacion. En este grupo

encontramos las variantes Alpha, Beta, Gamma o Delta.
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- Variantes de alta consecuencia: son aquellas que provocarian
manifestaciones clinicas mas graves, e incluiria a variantes asociadas con
una pérdida total de la eficacia preventiva de las vacunas y terapias con
anticuerpos monoclonales. Ninguna de las variantes del SARS-Cov2

descritas hasta el momento ha sido clasificada en esta categoria.

La primera indicacion de aparicion de una variante del SARS-CoV2 se dio
a principios de 2020. Contenia una mutacion D614G y alcanz6 una prevalencia
de casi el 100% en junio de ese mismo ano (Korber et al., 2020). A finales de
2020 y principios de 2021, se informaron de varias variantes con mutaciones que
ocurren principalmente, pero no exclusivamente, en la proteina S. En diciembre
de 2020 se vio una variante de rapido crecimiento en el Reino Unido. Poco
después aparecieron otras dos variantes de rapido crecimiento con un gran
numero de mutaciones en Sudafrica y Brasil (Buss, Prete, et al., 2021).
Posteriormente, una nueva variante aumenté su prevalencia en la India. Desde
entonces todas estas variantes se propagaron ampliamente a varios paises. La
OMS clasificé a estas variantes como VOC y fueron designadas como Alpha,

Beta, Gamma y Delta respectivamente (Tao et al., 2021).

5.2.1.Variante Alpha

La variante Alpha presenta diversas mutaciones en comparacién con el
virus de Wuhan (considerada la variante original). Dos delecciones, una en la
posicion 69-70, y otra en la posicion 144. También, siete sustituciones de
aminoacidos denominadas N501Y, P681H, A540D, D614G, T716l, S982A y
D1118H. Estas mutaciones afectan a la estructura de la proteina S favoreciendo
su transmisibilidad (Hoffmann et al., 2021). Ademas, presenta mutaciones fuera
de la proteina S, como son las mutaciones que afectan a las secuencias de
aminoacidos de la nucleocapside (D3L, R201K y G204R), que también favorecen

la transmision (Thorne et al., 2021).
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En cuanto al impacto clinico, esta variante parece estar asociada a un
mayor riesgo de mortalidad, y su mayor transmisibilidad estd asociada a una
mayor carga viral en las vias respiratorias superiores (un 70% mas alto) (Kidd et
al., 2021). A pesar de ello, sigue siendo sensible a los anticuerpos generados por
una infeccion previa y a los producidos contra la proteina S por las vacunas

aprobadas actualmente (Hall et al., 2021).

5.2.2. Variante Beta

La variante Beta aparecié entre octubre de 2020 y enero de 2021 en
Sudafrica. Presenta tres mutaciones en el RBD (N501Y, E484K y K417N), y
cinco mutaciones en NTD, incluida una delecién en la posicion 242-244 (Tegally
et al.,, 2021). Esta variante muestra una susceptibilidad reducida a muchos
anticuerpos monoclonales, debido a las mutaciones E484K y K417N, ademas, al

igual que la variante Alpha aumenta su transmisibilidad por la mutacion N501Y.

Segun recientes estudios, carece de una mayor tasa de infeccidén que la
variante Alpha, pero presenta un mayor escape inmunoldgico a la respuesta
inmune adquirida después de la infeccién natural con otras variantes, y frente a
las vacunas (Zhou et al., 2021). Sin embargo, frente al plasma de pacientes
agudos y convalecientes infectados y vacunados mantiene la sensibilidad (Madhi
et al., 2021).

5.2.3. Variante Gamma

L variante Gamma es la variante con mas mutaciones en la proteina S (12
mutaciones), destacando las mutaciones en RBD (N501Y, E483K y K417T), y en
NTD (L18F) (McCallum et al., 2021). Otras mutaciones en esta variante se
encuentran en ORF1ab, ORF8 y en la proteina N. La variante Gamma muestra
una transmisibilidad entre 1,4 y 2,2 veces mayor que otras variantes, y se asocia
con un aumento del riesgo de hospitalizacion y de ingreso en UCI, lo que

conlleva un riesgo de mortalidad mas elevado (Sabino et al., 2021).
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En vista de los ultimos estudios, esta variante presenta un impacto
moderado en la eficacia de los anticuerpos monoclonales, disminuye
moderadamente la eficacia de los anticuerpos generados por una infeccidon
previa o por las vacunas actuales, pero debido al gran numero de mutaciones,
puede verse afectada la funcion neutralizante de las vacunas, aun que se ha
demostrado que la respuesta inmune celular no se ve afectada (Buss, Prete Jr,
et al., 2021).

5.2.4. Variante Delta

La variante Delta se describio inicialmente en la India, y se le nombro
como doble mutante, ya que presenta 2 mutaciones en la proteina S (E484Q y
L452R), aunque posteriormente se vio que presentaba 11 mutaciones. Al igual
que las otras variantes, muestra un mayor potencial patogénico y una elevada
tasa de transmisibilidad, al verse afectada su afina por el receptor ACE2, a causa
de la mutacion P681R.(Starr et al., 2021).

En referencia a la susceptibilidad frente a los anticuerpos monoclonales,
esta se ve reducida, al igual que frente al plasma convaleciente y al plasma de
receptores de la vacuna, aunque la efectividad de estas vacunas seguia siendo
de entre el 70 -85% (Sheikh et al., 2021).

6. VIAS DE INFECCION EN VERTEBRADOS

Como ya se mencion6é anteriormente, la infeccion por SARS-CoV2,
comienza a mediante la interaccion del virus con las células huésped, a través
de la proteina S del virus y el receptor de la enzima convertidora de la
angiotensina 2 (ACE2). EI receptor ACE2 se encuentra expresado
principalmente en el aparato respiratorio, tanto en el tracto respiratorio inferior,

como en las células epiteliales del tracto respiratorio superior.

El epitelio del tracto respiratorio de vertebrados es el principal punto de
entrada para los Beta-coronaviridae, entre los que se encuentra el SARS-Cov2

(Astuti & Ysrafil, 2020). El contacto viral inicial tiene lugar en las mucosas del
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tracto respiratorio proximal, donde se produce la interaccién entre la proteina
viral S, y el receptor ACE2, seguido de la escision de la proteina S por TPRSS2

como se describid anteriormente.

En el sistema respiratorio de vertebrados, el epitelio pseudoestratificado
que tapiza las vias respiratorias cumple un papel esencial en la defensa frente a
patogenos, particulas inhaladas o polucion. El sistema respiratorio de
vertebrados se divide en dos zonas bien diferenciadas. Por un lado, la region
proximal, donde se encuentra la zona conductora, compuesta por los orificios
nasales, senos paranasales, laringe y traquea; por otro lado, la regién distal, en
la cual la traquea se divide en dos bronquios que se ramifican en cientos de vias
cada vez mas pequenas, dando lugar a los bronquiolos, que tras sucesivas
ramificaciones forman los alveolos. La zona conductora, es la encargada de
transportar el aire hacia los pulmones, ademas de filtrar particulas y patégenos
en suspension, calentar y humedecer el aire; mientras que en la region distal o
zona de intercambio o respiratoria, tiene lugar el intercambio entre el oxigeno
atmosférico y el dioxido de carbono del sistema circulatorio (Bustamante-Marin &
Ostrowski, 2017).

Los tipos celulares que estan presentes en cada una de las regiones del
sistema respiratorio, asi como su abundancia, difieren y cumplen diversas
funciones especificas, en funcion de la zona en la cual nos encontremos. La
traquea y los bronquios principales, estan tapizados por un epitelio
pseudoestratificado, en el que se encuentran presente las tres principales
poblaciones mayoritarias nombradas en el parrafo anterior: las células basales,
que se encuentran cerca de la lamina basal, son progenitoras del resto de tipos
celulares e imprescindibles en el recambio celular y en la respuesta a dafo; las
células secretoras, encargadas de secretar hacia el lumen de las vias
respiratorias una capa mucosa, compuesta por proteinas altamente glicosiladas,
y cuya funcion es atrapar particulas en suspension; y las células multiciliadas,
encargadas de mover esta capa mucosa para su eliminacion. En cuanto a la
region mas distal, los alveolos se encuentran tapizados por dos tipos celulares
fundamentalmente, las células alveolares tipo | (AEC I), que recubren entorno al
95% de la superficie pulmonar, y se encargan del intercambio de gases; y las

células alveolares tipo Il (AEC Il), cuya actividad consiste en la secrecion de
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proteinas que componen el surfactante pulmonar y actuar como progenitoras de
las tipo | (Bertalanffy, 1964). (Figura 6).

Region proximal

@ Células basales

Células secretoras

Células multiciliadas

;)
@)

AECII

Region distal
Figura 6: Esquema de las células que componen el epitelio de las vias respiratorias. Se

muestran las células que tapizan las vias respiratorias, tanto la regién proximal, como la region

distal. En esta Ultima en concreto, los sacos alveolares. AEC: Alveolar Epithelial Cells

El tracto respiratorio es el primer punto de entrada para el SARS-CoV2, y
es vital identificar que tipos de células son las principales dianas de la infeccion.
En cuanto al tracto respiratorio inferior, presenta una baja expresiéon de ACEZ2,
sin embargo, las células alveolares de tipo 2 muestran una alta expresion tanto
de, ACE2 como de TMPRSS2, por lo que es una principal diana de SARS-CoV2
(Hikmet et al., 2020). Por otro lado, en cuanto al tracto respiratorio inferior, hay
estudios que han mostrado que el virus infecta principalmente a las células
multiciliadas, y durante la infeccion a otras células (basales y club) (H. Zhang et
al., 2020).
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En este trabajo nos centramos en las vias respiratorias superiores, ya que
es donde se produce la primera interaccién entre el SARS-CoV2 y el sistema
respiratorio. Ademas, hay estudios que ha mostrado que las vias respiratorias
superiores son mas permisivas al SARS-CoV2 que el tejido alveolar distal (Tindle
et al., 2021).

7. RESPUESTA INMUNE FRENTE A SARS-CoV2

Los casos graves de SARS-CoV2 estan asociados con una respuesta
inmunitaria desregulada, aunque se sabe poco sobre como responde el sistema
inmunitario al virus. Estudios recientes han mostrado, a través de estudios de
perfiles transcripcionales, que en cultivos epiteliales primarios de las vias
respiratorias humanas, infectados con SARS-CoV2, predomina una fuerte
respuesta de citoquinas proinflamatorias y quimiocinas, entre las que se
encuentran interleucina 6 (IL6), el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a) y
interleucina 8 (CXCL8), ademas de identificar el factor de transcripcion Kappa B
(NF-kB) y al factor de transcripcion activador 4 (ATF4) como impulsores clave de
esta respuesta de citoquinas proinflamatorias (Vanderheiden et al., 2020a). Sin
embargo, observaron una ausencia total de respuesta de interferén (INF) tipo | y
lIl frente a dicha infeccion. El interferdn tipo | es la primera linea de defensa y
fundamental para bloquear la replicacion temprana del virus, la propagacion y el
tropismo, asi como para promover la respuesta inmune, y el tipo Ill actua en

barreras anatomicas y células inmunitarias especificas (Lazear et al., 2019)

En vertebrados, la respuesta antiviral por parte del sistema inmune
comienza con la respuesta inmune innata, que conlleva la deteccion de la
infeccion mediante receptores de reconocimientos de patrones (PRRs). Estos
receptores identifican moléculas intrinsecas presentes en los patégenos, y estas
moléculas intrinsecas se denominan, patrones moleculares asociados a
patégenos (PAMPSs). Entre los principales receptores conocidos en la actualidad,
se encuentran los receptores tipo toll (TLR), que corresponden a proteinas
transmembranas con dos dominios, uno extracelular que se une a PAMP, y uno
intracelular que dispara las vias o cascadas de sefalizacion (X. Li et al., 2020).

Entre los PAMP reconocidos por TLRs se encuentran, lipidos, lipoproteinas,
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proteinas y acidos nucléicos de virus. Este reconocimiento conlleva la activacion
de varias vias de sefializacidén y de factores de transcripcion, como el factor de
transcripcion Kappa B (NF-kB), proteina activadora (AP-1), factor de regulacion
del interferon 3 (IRF3) y factor regulador del interferén 7 (IRF7). NF-kB y AP-1
activan la expresion de genes que codifican las proteinas necesarias para la
inflamacion, tales como, factor de necrosis tumoral (TNF), citoquinas (IL-1, IL-6 e
IL12 entre otras) y quimioquinas (CCL2 y CXCL8) (Rokni et al., 2020), por otro
lado, IRF3 e IRF7 promueven la produccién de interferdn tipo | (INF-a e INF-b),
esenciales frente a respuestas antivirales, debido a sus capacidades para la
supresion de la replicacion y diseminacion viral en etapas tempranas, e
induccion de una respuesta inmune adaptativa efectiva (Prompetchara et al.,
2020).

En cuanto a la respuesta inmune innata frente al SARS-CoV2, se han
observado 1039 genes expresados diferencialmente (DEG), con 458 regulados
al alza y 581 regulados a la baja en cultivos epiteliales primarios de las vias
respiratorias humanas, infectados por SARS-CoV2 (Zimmerman et al., 2019).
NF-kB regula gran parte de los DEG, con una red de 312 DEG, incluyendo
algunos de los genes mas regulados al alza, como IL-6 y CXCL8 relacionados
con la respuesta proinflamatorias. ATF4, anteriormente nombrado junto con NF-
kB, como impulsores claves para la respuesta inmunitaria frente al SARS-CoV2,
presenta una red mas reducida de 219 DEG, entre el que destaca CHAC1, un
marcador clave de la respuesta de la proteina desplegada (UPR), el cual, es un
importante programa celular que se activa para promover la supervivencia
celular o la apoptosis durante el estrés del reticulo endoplasmatico (RE)
(Bettigole & Glimcher, 2015). Por consiguiente, estos estudios han mostrado que
el SARS-CoV2, desencadena una respuesta proinflamatoria a través de NF-kB y

la respuesta al estrés del reticulo endoplasmatico mediante ATF4.

Los vinculos directos entre el estrés del reticulo endoplasmatico y la
respuesta inmunitaria son evidentes, debido a que el estrés del RE contribuye de
manera considerable a la patogenia de varias enfermedades, incluidas la
obesidad, la diabetes, el cancer, trastornos neurodegenerativos y la
enfermedades inflamatorias y autoinmunes, pudiendo aumentar la gravedad de

las mismas (So, 2018). Varios estudios indican que el estrés del RE induce
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respuestas inflamatorias mediante, la activacion de factores de transcripcion
UPR, como XBP1s, ATF6 y la proteina de unién al elemento de respuesta cAMP
H (CREBH) (Kaser et al.,, 2008). Por otro lado, el aumento de producciéon de
citoquinas inflamatorias, activan la transcripcion de genes relacionados con el
estrés del RE, incluidos Atf4, Xbp1s y Chop, entre las cuales, Chop juega un

papel clave en la apoptosis (Endo et al., 2005).

8. ESTRES DEL RETICULO ENDOPLASMATICO

El reticulo endoplasmico (RE) es un organulo, que es responsable del
plegamiento, modificacion y sintesis de proteinas. El proceso de sintesis y
plegamiento de proteinas esta altamente controlado y es sensible a la
perturbacion de la homeostasis del RE. La homeostasis del RE se ve afectada
por multiples procesos fisiologicos y patologicos, perturbaciones asociadas con
una sintesis excesiva de proteinas, contenido anormal de calcio, sobrecarga de
lipidos, hipoxia, estrés oxidativo, cancer e infeccion, entre otros (Kaufman et al.,
2002; Marciniak y Ron, 2006; Martins et al., 2016). Esta alteracion de la
homeostasis se denomina estrés del RE. En consecuencia, se produce una
acumulacion de proteinas mal plegadas o desplegadas en el RE, lo que
desencadena un mecanismo de respuesta para evitar una mayor acumulacion
de estas, y esta via de sefalizacibn se conoce como respuesta a proteina
desplegada (UPR) (Chakrabarti et al., 2011).

La UPR es compleja y funciona a través de tres receptores
transmembrana principales del RE: IRE1alfa (enzima 1a que requiere inositol),
PERK (la quinasa RE similar a PKR) y ATF6 (factor de transcripcién activador 6
a)(Cao & Kaufman, 2012). La UPR, procesa la acumulacién de proteinas
desplegadas mediante la regulacion negativa de la transcripcién de proteinas, y
aumenta la eliminacion de proteinas mal plegadas o desplegadas, a través de la
degradacion asociada a RE (ERAD) o degradacion lisosomal (Sidrauski &
Walter, 1997). Si la adaptacion de la célula a través de la UPR no es suficiente
para hacer frente al aumento de la carga de proteina desplegadas, se produce la

activacion de rutas proapotéticas (Urano et al., 2000). En condiciones de
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homeostasis estos tres transductores de sefiales se unen a la proteina
chaperona 78 regulada por glucosa (Grp 78, también conocida como BiP)
(Pincus et al., 2010). Tras el estrés del RE, Grp78 se transloca a las proteinas
desplegadas o plegadas incorrectamente en el RE y, por lo tanto, permite la
activacion de los transductores de sefiales UPR y la posterior sefializacion de las
diferentes rutas (Ron & Walter, 2007).

IRE1a: es una proteina transmembrana tipo |, que presenta una cola
citoplasmatica con un dominio serina/treonina quinasa y otro dominio
endorribonucleasa (RNasa) (Tirasophon et al., 1998). Al liberarse de BiP, se
produce la dimerizacion de IRE1a y su activacion, y su dominio
endorribonucleasa inicia el procesamiento de ARNm que codifica el factor de
transcripcion XBP1(proteina de union a X-box 1) (Shen et al., 2001). XBP1 se
transloca al nucleo donde induce la transcripcion de una amplia variedad de
chaperonas moleculares residentes en el RE y enzimas de plegamiento de
proteinas, que juntas aumentan el tamafo y la funcion del reticulo
endoplasmatico (Hassler et al.,, 2015). Por otro lado, IRE1 a induce la
degradacion de los ARNm asociados a la membrana del RE mediante la
descomposicion regulada dependiente de IRE1a (RIDD), reduciendo asi la
cantidad de proteinas que ingresan en la via secretora (Hollien & Weissman,
2006). Si se da un estrés prolongado del RE, los efectos beneficiosos o de
supervivencia de la activacion de IRE1a a través de XBP1 pueden verse
obstaculizados, por la dominancia de otras vias como la de PERK (Lin et al.,
2007). Ademas, este estrés cronico o prolongado, aumenta el estado de
oligomerizacién de IRE1a para sobreactivar sus dominios RNasa citosélicos,
conduciendo a la escision de otros muchos ARNm a parte de XBP1, entre los
que se incluyen precursores de micro ARN inhibidores de la apoptosis,

promoviendo asi la apoptosis (Ghosh et al., 2014; Upton et al., 2012). (Figura 7).
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Figura 7: Via IRE1. IRE1 posee Ser/Thr quinasa y dominio RNasa en la regién citoplasmica, y el
estrés de RE induce la oligomerizacién y autofosforilacién de IRE1 del dominio quinasa. El
dominio RNasa de IRE1 activado realiza empalmes no convencionales y escinde 26 nucleétidos
tronicos del ARNm de XBP1 en células de mamifero. Este empalme induce un cambio de marco
de traduccion, y el ARNm de XBP1 truncado codifica XBP1s, que contiene un nuevo extremo
carboxilo. Como factor de transcripcion, XBP1s activa genes relacionados con UPR, incluidas las

chaperonas RE, los componentes ERAD vy las enzimas biosintéticas de lipidos.

ATF6: es una proteina transmembrana de tipo Il, que requiere la
disociacion de BiP antes de que la cascada de sehnalizacion pueda activarse
(Schroder & Kaufman, 2005). Tras la liberacion de BiP la proteina
transmembrana ATF6 se transporta al aparato de Golgi, donde es escindida

proteoliticamente a través de las proteasas del sitio 1 y el sitio 2 (S1P y S2P) (Ye
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et al., 2000). Posteriormente, el amino terminal de ATF6 (nATF6) se transloca al
nucleo para unirse al elemento de respuesta a estrés del RE (ERSE), dando
lugar a la transcripcion de genes que codifican XBP1, componentes de ERAD
(degradacién asociada a RE) y chaperonas (X. Chen et al., 2010; Yamamoto et
al., 2004) que aumentan la capacidad y el plegamiento del RE (Arguello & Hiscott,
2007; Kim et al., 2004). (Figura 8).
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Figura 8: Via ATF6. ATF6 tiene un dominio bZIP en el citosol y se transloca desde el RE al
aparato de Golgi bajo estrés del ER. Luego, las proteasas S1P y S2P escinden ATF6 para
producir el extremo amino de ATF6 (ATF6-N), que luego migra al nucleo y regula al alza los

genes diana que codifican chaperonas RE, componentes ERAD y XBP1.
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PERK: de manera similar a IRE1q, la disociacion de Bip permite la
homodimerizacion y autofosforilacion de PERK para su activacion. PERK
activado fosforila eiF2a, lo cual inhibe transitoriamente la traduccion global de
ARNm, y permite a la célula manejar el estrés del RE de manera temporal
(Takeuchi et al., 2006). Sin embargo, aunque la traduccion de la mayoria de los
ARNmM se es inhibida en las células estresadas, la traduccion de algunos ARNm
se ve favorecida en estas condiciones estrés, entre ellos el ARNm que codifica el
factor de transcripcion activador 4 (ATF4), que es un mediador UPR crucial que
activa genes involucrados en el metabolismo de aminoacidos, resistencia a
estrés oxidativo y autofagia (Sadler & Williams, 2008). ATF4 induce la expresién
de PPP1R15A, que codifica GADD34, una subunidad reguladora de la proteina
fosfatasa 1 (PP1) que dirige la desfosforilacion de eiF2a para restaurar la
traduccion de ARNm, ya que un bloqueo sostenido de la traduccién no es
compatible con la supervivencia celular (Sadler & Williams, 2008). Sin embargo,
ATF4 también activa la transcripcién de la proteina homdloga C/EBP (CHOP)
(Lenschow et al., 2007), implicada en la apoptosis mediada por el estrés del RE.
En momentos tempranos después del estrés del RE, varios mecanismos como la
expresion de microARN dependiente de PERK, reprimen la transcripcion de
CHOP a través de la metilacion de histonas (Malakhova & Zhang, 2008). A pesar de
estos mecanismos, en presencia de un estrés excesivo o cronico del RE, las
proteinas ATF4 y CHOP funcionan juntas como un heterodimero para inducir la
apoptosis mediante el aumento de la sintesis de proteinas, o que aumenta el
plegamiento incorrecto de las proteinas, el estrés oxidativo y la muerte celular
(Chang et al., 2008). (Figura 9)
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Figura 9: Via PERK. PERK es una proteina Ser/Thr cinasa que sufre oligomerizacion vy
autofosforilacién del dominio cinasa en condiciones de estrés del RE. PERK activado fosforila
elF2a en la serina 51, lo que da como resultado una inhibicion general de la traduccién de
proteinas. Sin embargo, el elF2a fosforilado aumenta selectivamente la traduccion de ATF4, que
regula al alza el ARNm de CHOP y GADD34. Como mecanismo de retroalimentacion negativa,
GADD34 promueve la desfosforilacion de elF2a para restaurar la sintesis de proteinas tras la
eliminacion del estrés de RE. Sin embargo, el hecho de no aliviar el estrés del RE conduce a la

apoptosis mediada por CHOP.

Como nombramos anteriormente, el epitelio de las vias respiratorias esta
tapizado por diferentes tipos celulares, siendo los principales, células basales,
células secretoras y células multiciliadas. Mediante un analisis in silico, que se
realizd en nuestro laboratorio, se observd la expresion de los factores de
expresion e interactores, entre los diferentes tipos celulares presentes en el

epitelio de las vias respiratorias. Para ello, se utilizaron datos de secuenciacion
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de RNA de células unica (scRNA-seq) del epitelio respiratorio, recogidos en la
base de datos Gene expression Omnibus (GSE102580) (Plasschaert et al.,
2018), identificando factores de trascripcion que se expresan en los diferentes
tipos celulares anteriormente nombrados. Una vez identificados, se compara la
expresion de estos factores de transcripcion, junto a sus interactores (obtenidos
mediante la herramienta de interacciones proteina-proteina STRING, y se
denominan (redes de proteinas), en células basales, secretoras y multiciliadas
(Figura 10A)

Entre las proteinas identificadas en este analisis, se encuentran factores
de transcripcion implicados en diferenciacion celular como Foxj1 (Lewis &
Stracker, 2021a). También encontramos redes de proteinas centradas en
factores de transcripcion relacionados con la respuesta inmune innata asociada
a interferon como, Irf1, Irf2 e Irf3 (Vanderheiden et al., 2020b). Ademas, este
analisis reveld una red de proteinas centrada en ATF4, que como describimos
anteriormente, este factor de transcripcion es un impulsor clave en la respuesta
inmune frente al SARS-CoV2 (Figura 10).
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Figura 10: Analisis de los factores de transcripcion e interactores que se expresan de
forma diferencial en las células de la region distal de la vias respiratorias. (A) Se utilizaron
los datos de secuenciacion de célula unica (GSE102580) y, (B) los interactores fueron

identificados mediante la herramienta STRING.
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El factor de transcripcion activador 4 (ATF4), es una proteina reguladora
de la transcripcion multifuncional, perteneciente a la superfamilia basica de la
cremallera de leucina (bZIP) (Ebert et al., 2022). ATF4 se puede expresar en la
mayoria de los tipos celulares en mamiferos, y puede participar en una amplia
variedad de respuestas celulares a estreses ambientales especificos, trastornos

intracelulares o factores de crecimiento.

Los mamiferos poseen mas de 50 proteinas bZIP, incluido ATF4 (Vinson
et al., 2002). Las proteinas bZIP, forman factores de transcripcién al
ensamblarse en complejos homodiméricos o complejos heterodiméricos (Lamb &
McKnight, 1991). Estos complejos son capaces de unirse a elementos
reguladores de genes especificos, y tanto la dimerizacion como la unién al DNA
estdan mediadas por los dominios bZIP, que son ligeramente diferentes entre los
distintos miembros de la familia bZIP (Ebert et al., 2022). EI dominio bZIP se
encuentra cerca del extremo terminal COOH, y generalmente constituye una
pequefia porcion de la proteina total. La porcidn restante es muy variable entre
los miembros de la familia bZIP y es critica para la regulacion y funcién de la
proteina. En ATF4, esta porcion variable contiene la mayoria de los sitios
conocidos de modificacion postraduccional de ATF4, y media numerosas
interacciones con proteinas que regulan la estabilidad, la localizacién y la
capacidad de ATF4 de activar la transcripcion de genes (Bagheri-Yarmand et al.,
2015; Pakos-Zebrucka et al., 2016a).

Un domino bZIP consta de una region basica y una cremallera de leucina.
La region basica media la unién al DNA, y el par de regiones basicas en un
factor de transcripciéon bZIP (homodimérico o heterodimérico), determinan qué
elementos reguladores genéticos pueden ser el objetivo de dicho factor de
transcripcion. Por otro lado, la cremallera bZIP media la homo o
heterodimerizacion. En concreto, la region de cremallera de leucina de ATF4, es
estructuralmente inadecuada para la homodimerizacion, por lo que no puede dar
homodimeros estables (Podust et al., 2001). Sin embargo, es muy susceptible de
formar heterodimeros con otros miembros de la familia bZIP. ATF4 puede
coexistir con multilples heterodimeros distintos en un solo tipo celular (Ebert et

al.,, 2020), por lo que la cremallera bZIP ATF4 aporta versatilidad y
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multifuncionalidad al permitir la heterodimerizacion con diferentes miembros de
la familia bZIP.

En condiciones de homeostaticas, el ARNm de ATF4 se traduce mal,
incluso cuando el ARNm de ATF4 es abundante, sin embargo, la traduccién de
ATF4 aumenta drasticamente en respuesta a ciertas condiciones de estrés
celular, lo que conduce a la formacion de los heterodimeros explicados en el
parrafo anterior. Las condiciones de estrés celular aumentan principalmente la
traduccion de ATF4, mediante la activacion de las quinasas de la subunidad a
del factor 2 de iniciacion de la traduccion eucariota (elF2 a). Los mamiferos
poseen 4 quinasas elF2 a: control general no depresible 2 (GCN2), quinasa
inhibidora regulada por hemo (HRI), quinasa del reticulo endoplasmatico similar
a RNA de proteina quinasa (PERK) y ARN activado de proteina quinasa (PKR).
Los mecanismos por los cuales se activan estas quinasas de elF2 a incluyen,
privacion de aminoacidos y radiacion ultravioleta (que activan a GCN2); estrés
oxidativo, mitocondrial y deficiencia de hemo (activan HRI), estrés del reticulo
endoplasmatico (activa PERK); y la acumulacién de ARN de doble cadena en
ciertas infecciones virales (que activa la PKR) (Fessler et al., 2020; X. Guo et al.,
2020). (Figura 11)
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Figura 11: Quinasas de elF2a. El estrés de ER, la infeccion viral y otras sefales de
estrés celular activan las quinasas PERK, PKR, HRI y GCN2 que convergen en la fosforilaciéon de
elF2a. Esto conduce a la atenuacion global de la traduccion, mientras que a su vez, inicia la
traduccion preferencial de ARNm especificos, como ATF4. ATF4 forma heterodimeros que se
unen a objetivos de ADN para controlar la expresion de genes implicados en la adaptacion

celular.

Las quinasas elF2a aumentan la traduccion del RNAm de ATF4,
fosforilando el factor de iniciacion de la traduccion elF2a (Pakos-Zebrucka et al.,
2016a; Wek, 2018). Cuando elF2a es fosforilado, inhibe la actividad del factor de
iniciacion de la traduccion eucariota 2f3 (elF23), cuya actividad se requiere para

altos niveles de sintesis de proteinas (Wek et al., 2006). Por otro lado, la
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inhibicion de elF23 aumenta la traduccion del RNAmM de ATF4, pero disminuye la
traduccién simultaneamente de casi todos los demas RNAm celulares (Gordon et
al., 2013). En este contexto, los heterodimeros ATF4 recién generados activan
genes de respuesta al estrés que codifican, entre otras cosas, transportadores
de aminoacidos, aminoacil-tRNA sintetasas, enzimas para la sintesis de
aminodacidos y nucleétidos, proteinas de choque térmico y otras chaperonas
moleculares, enzimas que alivian la oxidacion. estrés, proteinas que inhiben el
crecimiento y la division celular, y miembros adicionales de la familia bZIP que
pueden heterodimerizarse con ATF4 y amplificar la respuesta al estrés. Al activar
este tipo de genes, los heterodimeros ATF4 ayudan a la célula a intentar

sobrevivir y corregir el estrés celular provocado (Ebert et al., 2022).
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OBJETIVOS CAPITULO |

Las principales herramientas para el control de esta pandemia, fueron la
deteccion temprana de la infeccion, para evitar o controlar asi su propagacion y
la generacién de terapias para la eliminacion de la infeccidon, o alivio de los
efectos de esta. Sin embargo, el virus SARS-CoV-2 ha cambiado
constantemente a lo largo del tiempo mediante mutaciones, lo que ha dado lugar
a nuevas variantes. Varias variantes del SARS CoV-2 han surgido y se han
extendido globalmente debido a una mayor transmisibilidad, gravedad de la

enfermedad, y una efectividad terapéutica reducida.

Dada la importancia de la deteccion de dichas variantes en el menor
tiempo posible, en este capitulo planteamos el desarrollo de un kit de RT-
gPCR en un solo paso, para la deteccion de las diferentes variantes del
SARS-CoV2, a la vez que se detecta su presencia o ausencia en el paciente, y
asi mejorar el aislamiento del individuo y evitar su propagacién. Para ello, nos

planteamos los siguientes objetivos especificos:

1. Disefo de la estrategia para el Kit de RT-qPCR.

2. Discriminacion de las diferentes variantes.

3. Puesta a punto del Kit de RT-qPCR.

4. Comprobacién del Kit de RT-gPCR con muestras de aguas residuales.
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RESULTADOS CAPITULO |

Como se describe en la introduccion, los genomas de virus en general,
son propensos a sufrir mutaciones rapidas que les permiten evadir la inmunidad
del huésped, aumentar la transmisibilidad, y reducir la proteccién ofrecida por las
actuales vacunas (Simmonds, 2020). El virus SARS-CoV2, al igual que el resto
de virus presenta estas caracteristicas, y por ello, es imprescindible un
seguimiento preciso de la incidencia de las principales variantes del SARS-CoV2
en la poblacién, entre las que se encuentran, la variante Alpha, la variante Beta y

la variante Delta.

La aparicion de estas variantes se produjo entre, finales de 2020 y
principios de 2021. La primera variante del SARS-CoV2 aparecié en China a
finales del 2019, y no fue hasta septiembre del 2020 cuando se produjo la
aparicion de mas variantes, siendo la primera la Alpha, seguida de la Beta y la
Gamma (Buss, Prete Jr, et al., 2021), y ya en 2021 se detectd la presencia de
otras, como la Delta , Kappa y Omicron (Figura Rl.1). En ese momento, el
cribado se realizaba con un reducido muestreo de la poblacion positiva para
SARS-CoV2, mediante secuenciacién, lo que hacia este procedimiento de
escaso valor estadistico, lento y econdmicamente costoso. En Espana se
reflejaba, en un bajo reporte de estas variantes por las diferentes comunidades
autonomas, llegando a ser nulo en el caso de Extremadura. En base a estos
datos e informacion, en este capitulo nos propusimos desarrollar un método
alternativo, que permitiera mejorar y avanzar en el analisis del impacto de estas
variantes en la poblacion. Para ello, se realiza el disefio de un kit de RT-gPCR
para la deteccidn y diagndstico in vitro de las variantes, Alpha, Delta, Gamma y
el SARS-CoV2 original, ya que en ese momento ( finales de 2020, principios de

2021) aun no habian aparecido mas variantes.
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Figura RI.1: Cronograma de las variantes del SARS-CoV2. Representacion temporal de
la aparicién de las diferentes variantes del SARS-CoV2, desde la deteccién de la primera
variante en China posicionada en la parte izquierda, indicando el momento del desarrollo del

Kit rodeado en rojo, hasta la aparicion de la variante Omicron.

1. Hipétesis del funcionamiento del Kit de deteccion de variantes del
SARS-Cov2.

En base a los conocimientos descritos hasta ese momento, tanto de
pruebas de deteccidon, como de las mutaciones presenten en las diferentes
variantes, se realizd el disefio de diferentes cebadores que contienen las
diversas mutaciones de dichas variantes. Mediante el empleo de la técnica de
deteccion de RT-gPCR, se identificaron directamente tanto la presencia del
SARS-CoV2 en caso de que estuviese, como de la variante presente en la

muestra.

Estas variantes se identificaron a través del analisis del ciclo umbral (Ct),
ciclo en el cual, la sefal fluorescente representa un incremento estadisticamente
significativo respecto al basal y se produce siempre y cuando el material
genético del virus este presente en la muestra analizada. Ademas, este Ct
depende de la especificidad y eficiencia en la hibridaciéon entre el cebador y el

material genético del virus, y de la cantidad de RNA virico. Mientras mayor sea la
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especificidad y eficiencia de los cebadores en cuanto a la hibridacién, menor
sera el Ct. Como se observa el primer cebador, hibrida completamente con la
cadena molde, y presenta su ciclo umbral (Ct) en el ciclo 12, mientras que el
ultimo cebador, el cual no hibrida en la ultima base, presenta el ciclo umbral en el
ciclo 28 (Figura RI. 2), con lo que, analizando los valores de los Cts, podemos

detectar la presencia del virus e identificar la variante presente en la muestra.

0.100 /
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Figura R.l. 2: Representacion de la relaciéon entre la especificidad de la hibridacion y los
Cts. Representacion de la especificidad de la hibridacién de los cebadores en la parte izquierda
de la figura, y la grafica con la representacion de los Cts obtenidos por cada uno de los

cebadores a la derecha.

2. Estrategia para el diseno del KIT de RT-Qpcr

Para el disefio del Kit de RT-qPCR para el diagndstico in vitro de las
diferentes variantes anteriormente nombradas, se tomé como referencia la
proteina Spike. En concreto, las mutaciones de esta proteina presentes en las
diferentes variantes. La variante Alpha, muestra la mutacion N501Y, ocasionada
por un cambio de nucledtidos, adenina (A) por timina (T), en la posicion 1501; la
variante Gamma contiene la mutacion E484K, lo que conlleva un cambio de
guanina (G) por adenina (A) en la posicion 1450; y en cuanto a la variante Beta,

presenta ambas mutaciones de forma simultanea.
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En base a estos datos, y las dificultades técnicas que supone trabajar con
virus viables del SARS-CoV2, se utilizé una secuencia sintética del gen que
codifica para la proteina S de la cepa original surgida en Wuham, y se realiz6 el
disefio de dos construcciones que presentan, una la mutacién E484K (Figura RI.
3, panel A), y la otra, la mutacion N501Y (Figura RIl. 3, panel B), y para ello
usamos el plasmido pUC119.
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Figura RI. 3: Esquema de la secuencia sintética que codifica para la proteina Spike. A)
Plasmido pUC119, con la secuencia que codifica la proteina Spike, con la mutacién E484K, B)

Plasmido pUC119, con la secuencia que codifica la proteina Spike, con la mutacion N501Y.

Por otro lado, se disenaron los cebadores especificos para cada mutacion.
Se disefid un cebador Reverse comun, y cuatro cebadores Forwards para cada
mutacion, dentro de los cuales, uno presenta la secuencia de la variante original
de Wuhan, es decir, no presenta la mutacion en la posicion requerida, y otros 3
que presentan esa mutacion en diferentes posiciones dentro del cebador, en la
posicion -1, -2 y -3 del extremo 3" y se denominan version 1, 2 y 3,
respectivamente (Figura RI. 4, paneles A y B). Dependiendo de que cebador
Forwards se una al material genético del virus, si este se encuentra presente en
la muestra, se identifica, tanto la presencia como la variante virica del SARS-
CoV2.
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Apor
start (o) EcoRI

AGATTGCTGATTATAATTATAAATTACCAGATGATTTTACAGGETGEGT TATAGETTOGAATTCTAACAATCTTOATTCTAAGGTTGGTOTAATTATAATTACCTGTATAGATTGTTTAGGAAGTCTAATCTCAAACCTTTTGAGAGAGATATTTCAAC
I

I + + + + + + + + + + + + + +
TCTAACBACTAATATTAATATTTAATGOTCTACTAAAATATCCOACACAATATCOAACCTTAAGATTOTTAGAACTAABATTCCAACCACCATTAATATTAATGGACATATCTAACAAATCCTTCAGATTAGAGTTTGOAAAACTCTCTCTATAAAGTTE
Te Ala Asp Tyr Asn Tyr Lys lew Pro Asp Asp Phe Thr Gl Cys Val lle Ala Trp Asn Ser Asn Asn Ley Asp Ser Lys Vol Gy Gly Asn Tyr Asn Tyr Leu Tyr Arg Leu Phe Arg Lys Ser Asn Leu lvs Pro Phe Glu Arg Asp e Ser Thr  —

BstFL — ndel Xcmi ‘lllelI Tau  Scal Nspt AlwNT

TOAAATCTATCAGGCCOGTAGCACACCTTOTAATGOTGTTAAAGGT TTTAATTOT TACTTTCCTTTACAATCATATGGTTTCCAACCCACTAATGBTGTTGOTTACCAACCATACABABTAGTAGTACTTTCTTTTOAACTTCTACATGCACCABCAACT

TAGTTGOTATGTCTCATCATCATGAAAGAARACTTAAGATETACGTEGTCGTTGA
Glu Hle Tyr Gin Ala Gly Ser Thr Fro Cys Asn Gly Val [ Glv Phe Asn Cys Tyr Phe Pro Leu Gin Ser Tyr Gly Phe Gin Pro Thr Asn Gly Val Gly Tyr Gin Fro Tyr Arg Val Vol Val Leu Ser Phe Glu Leu Leu His Aa Fro Ala Thr -

ACTTTAGATAGTCEGOECATCOTGTGOAACATTACCACAAETTCCARAATTAACAAT TGTTAGTATAC TTGOGTEATT

fcel

BstXT. End (452)
GTTTGTBGACCTAAAAAGBTCTACTAATTTOGTTAAAAACAAATGTGTCAATTTCAACT TCAATGGTTTAACAGGCACABGTBTTETTACTBAGTCTAACAAAAAGTTTCTBCCT TTCCAACAATTTGBCAGA  8'

+ + + + + + t + + + + + + 52
CAAACACCTGBATTTTTCAGATOATTAAACCAATTTTTGTTTACACAGT TAAAGT TOAAGT TAGCAAATTOTCCOTGTGCACAAGAATGACTCAGATTETTTTTCAAAGACGBAAABGTTGTTAAACEGTET 57

val Cys Gly Pro Lys Lys Ser Thr Asn Lev Val Lys Asn Lys Cys Val Asn Phe Asn Phe Asn Gly Leu Thr Gly Thr Gly Vval Leu Thr Glu Ser Asn Lys Lys Phe Leu Pro Phe Gln Gin Phe Gly Arg -
Cebadores Forwards:

- WT para E484K-F: GGTAGCACACCTTGTAATGGTGTTG -E484K_Version2_F: GTAGCACACCTTGTAATGGTGTTAA
-E484K_Version1_F: GGTAGCACACCTTGTAATGGTGTTA -E484K_Version3_F: TAGCACACCTTGTAATGGTGTTAAA

-Reverse_comun_R: CATTGAAGTTGAAATTGACACATTTGTTTTTAACC

B

Start (0) EcoRL

AGATTGCTGATTATAATTATAAAT TACCAGATGATTTTACAGECTGCGTTATAGCTTGGAATTCTAACAATCTTGATTCTAAGETTGGTEGTAATTATAATTACCTGTATAGATTGTTTAGEAAGTCTAATCTCARACCTTTTGAGAGAGATATTTCAAC
I f ' h ' + t f 4 ' v + + t ' h ¥

I + + t + t + + + + t + t + + + + 160
TCTAACGACTAATATTAATATTTAATGGTCTACTAAAATGTCCGACGCAATATCGAACCTTAAGATTGTTAGAACTAAGATTCCAACCACCATTAATATTAATGGACATATCTAACAAATCCTTCAGATTAGAGTTTGGAAAACTCTETCTATARAGTTE

He Ala Asp Tyr Asn Tyr Lys Leu Pro Asp Asp Phe Thr Gly Cys Vol lle Alo Trp Asn Ser Asn Asn Leu Asp Ser Lys Vol Gly Gly Asn Tyr Asn Tyr Lew Tyr Arg Lew Phe Arg Lys Ser Asn Leu Lys Pro Phe Glu Arg Asp Tle Ser Thr =

BseFl el BSIEL Tau  Scal MNspl AlwNL

TGAAATCTATCAGECCEGTABCACACC TTETAATGGTGTTGAAGGTTTTAATTGTTACTTTCCTTTACAATCATATGGTTTCCARCCCACTEATGETGTTGGT TACCAACCATACAGAGTAGTAGTACTTTCTTTTGAACTTCTACATGCACCAGCAACT
4 ' ; ' b + ' 4 ' ' ' b + ' J '

ACTTTAGATAGTGOGGGCATEGTETEEAACATTAGCAGAACTTGCARAATTAAGAATGARAGGAAATGTTAGTATACCAAAGETTGGGTGAATAGCAGAAGCAATGGTTGETATGTGTCATCATCATGAAAGARAACTTGAAGATGTACGTGOTCGTTGA
Gl lle Tyr Gin Als Gly Ser Thr Pra Cys Asn Gly Vel Gl Gly Phe Asn Cys Tyr Phe Pro Ley Gl Ser Tw Gly Fhe Gin Pro The [ Glv Val Gly Tyr Gln Fro Tyr Ao Vel Vel Vel Leu Ser Phe Glu leu Leu His Ala Fro Ala Thr =

o BSLXL End (452)

GTTTGTGEACCTAAAAAGTCTACTAATTTEGTTAAAAACAAATGTGTCAATTTCAACTTCAATGGTTTAACAGECACAGETGTTETTACTGAGTCTAACAAAAAGT TTCTGCCTTTECAACAATTTGGCAGA  2°
J ¥ h v + y f h ' ¥ + + ] e
+ t + + + t + + t + + + ++
CAAACACCTGBATTTTTCAGATGATTAAACCAATTTTTGT TTACACAGTTAAAGTTGAAGTTACCARATTGTCCGTETCCACAAGAATGACTCAGATTGTTTTTCAAABACGGAAAGGTTGTTARACCETCT  5°

Sl g e Uk LW e oo e et e e e e U i e it RN
Cebadores Forwards:

- WT para N501Y-F: CTTTACAATCATATGGTTTCCAACCCACTA -N501Y_Version2_F: TTTACAATCATATGGTTTCCAACCCACTTA
-N501Y_Version1_F: CTTTACAATCATATGGTTTCCAACCCACTT -N501Y_Version3_F: TTACAATCATATGGTTTCCAACCCACTTAT

-Reverse_comun_R: CATTGAAGTTGAAATTGACACATTTGTTTTTAACC

Figura Rl. 4: Diseio de los cebadores para el desarrollo del Kit. A) Cuatro cebarores
Forwards uno de ellos para la secuencia sin mutar, y otros tres con la mutacion E484K en
diferentes posiciones dentro del cebador, B) Cuatro cebarores Forwards, al igual que el anterior,
uno de ellos para la secuencia sin mutar, y otros tres con la mutacion N501Y en diferentes

posiciones dentro del cebador. Un cebador Reverse comun para todos los cebadores.
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3. Comprobacion del Kit de deteccion de variantes.

Una vez disefiadas las herramientas necesarias, se procedid a la
comprobacioén de la hipotesis y puesta a punto del Kit. En primer lugar, se realiz6
la seleccidén de las parejas de cebadores, tomando aquellas que presenten una
mayor afinidad por el plasmido que posea la mutacion para la cual han sido
disefiados, y una menor afinidad frente a la construccién que no presenta dicha
mutacion. Para mejorar esta afinidad y fidelidad de las parejas de cebadores
elegidas, también se seleccion6 la temperatura optima a la que realizar el
proceso de gPCR. Y por ultimo se comprobo el limite de sensibilidad de este Kit

mediante diluciones de la secuencia molde.

3.1. Seleccién de las parejas de cebadores para RT-qPCR, en funcién
de la posicion del nucleétido mutado.

Para determinar las parejas de cebadores que mejor funcionan en esta
discriminacion o distincion de variantes, se llevd a cabo la realizacion de una
gPCR, utilizando como DNA molde, las dos construcciones anteriormente
nombradas, debido a, como se indicd anteriormente, la imposibilidad de trabajar
con el genoma del virus real. Cada construccion o plasmido, actua como version
sin mutar de la otra, es decir, la construccién con la mutacién E484K, es la

version Wuham u original de la mutacion N501Y, y viceversa.

Como muestran los graficos de las curvas de amplificacion de los paneles
A-D en la figura RL.5, las parejas de cebadores frente a la mutacion E484K, no
presentan diferencias respecto a la afinad por la construccion que presenta la
mutacion E484K. Sin embargo, si hay una diferencia significativa, con respecto a
la unidn inespecifica, producida por las diferentes parejas frente a la
construccion que no presenta dicha mutacion, la construccion N501Y, la cual
actua como variante Wuham en este caso. Como se puede observar en el panel
B de la figura RI. 5, la pareja que presenta una menor union inespecifica es la
pareja de cebadores version 1, que presenta la mutacién en el ultimo

oligonucledtido, mientras que la version 3 (figura RI. 5, panel D), es la pareja que
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mayor inespecificidad presenta. Por ello, la pareja de cebadores elegida para el

Kit es la “version 1”.

A

N501Y (WT en 484) ——
0= = =

Grafico de ampolificacién

1.0

\ 4 S / Primers qPCR:
B = -
= = N

< i “EA84K_WT_F: GGTAGCACACCTTGTAATGGTGTTG
=z
z ;
oo E484K Reverse: CATTGAAGTTGAAATTGACACATTTGTTTTTAACC
Ciclos
B Grafico de ampolificacion
| E484K ————————
. \ / -
. ﬁ i - Primers qPCR:
s EEA A
z /,, NS0TY (WT en 484) “E484K V1 F: GGTAGCACACCTTGTAATGGTGTTA
R = Reverse: CATTGAAGTTGAAATTGACACATTTGTTTTTAACC
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E484K Grafico de ampﬂliﬁcacic’i - o
1.00 / —
0100 _% = = Primers qPCR:
E = > \ “E484K_V2_F: GTAGCACACCTTGTAATGGTGTTAA
/
NSO1Y (WT en 484) -Reverse: CATTGAAGTTGAAATTGACACATTTGTTTTTAACC
100
s 20 % 0 3
Ciclos
D Grafico de ampolificacion
E484K
1.00
- —E = = Primers qPCR:
PO = o3 -
z “E484K_V3_F: TAGCACACCTTGTAATGGTGTTAAA
o \ ‘Reverse: CATTGAAGTTGAAATTGACACATTTGTTTTTAACC
oe1ee N501Y (WT en 484)
Ciclos

Figura RI. 5: Analisis de las curvas de amplificacion de los cebadores frente a la mutacion
E484K. Mediante la realizacion de qPCR, se realiza la seleccion de la pareja de cebadores mas
optimas para el Kit RT_gPCR. A) Version Wt, B) Version 1, con la mutacion en la ultima posicion,
C) version 2, que presenta la mutacién en la posicion -1 indicada en rojo y D) version 3, con la
mutacioén en la posicion -2. A la derecha se presenta las curvas de amplificacion y a la izquierda
la secuencia de los cebadores utilizados.

En cuanto a los resultados que se observan referentes a las parejas de

cebadores para la mutacion N501Y (Figura RI. 6, paneles A-D), siguen el mismo
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patrén visto en la figura RIL.5, en cuanto a la afinidad por la construccién que
presenta la mutacion N501Y. Sin embargo, la unién inespecifica con la
construccion control, es mayor por parte de los cebadores version 2 y 3 (Figura
RI.6, paneles C y D), llegando este ultimo, a no mostrar una discriminacion entre
las dos construcciones, por lo que al igual que con los cebadores de E484K, nos

quedamos con la version 1 (panel B) de los cebadores para la mutacién N501Y.

A Grafico de ampolificacion
E484K (WTen 501) — Em——
— —
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0.100 g ~
< 00432 -
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oo / /4 N501Y
# -Reverse: CATTGAAGTTGAAATTGACACATTTGTTTTTAACC
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RN —
100 ﬁ i S Primers qPCR:
L —OE : —— 2
-3 ) // E484K (WT en 501) -N501Y_V1_F: CTTTACAATCATATGGTTTCCAACCCACTT
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/ ﬁ\‘ / -Reverse: CATTGAAGTTGAAATTGACACATTTGTTTTTAACC
" \'\,/' / it
10 2
Ciclos
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2 0 043 £ \ :
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= - s
0 \
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-N501Y_V3_F: TTACAATCATATGGTTTCCAACCCACTTAT

RNA

E484K (WTen 501) -Reverse: CATTGAAGTTGAAATTGACACATTTGTTTTTAACC

15 2
Ciclos

Figura RI. 6: Andlisis de las curvas de ampificacion de los cebadores frente a la mutacién
N501Y. Mediante la realizacion de qPCR, se realiza la seleccion de la pareja de cebadores mas
6ptimas para el Kit RT_gPCR. A) Version Wt, B) Version 1, con la mutacion en la ultima posicion,

C) version 2, que presenta la mutacién en la posicion -1 indicada en rojo y D) version 3, con la
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mutacioén en la posicion -2. A la derecha se presenta las curvas de amplificacién y a la izquierda

la secuencia de los cebadores utilizados.

Ademas de comprobar la afinidad y especificidad de la unién de las
parejas de cebadores a las diferentes construcciones, comprobamos las “Melt
Curve” o curvas de disociacion. Este analisis se basa en un aumento gradual de
la temperatura en el termociclador, que va desde los 55°C hasta los 95°C.
Conforme la temperatura va aumentando, el ADN bicatenario se va
desnaturalizando, la doble cadena se separa y la fluorescencia va disminuyendo.
Con estos datos se realiza las graficas de nivel de fluorescencia y temperatura,
obteniendo las curvas de melting, que muestran los productos que se han
obtenido durante la qPCR. A partir de las curvas de melting se realiza su
derivada, obteniendo las graficas de las que se espera un solo pico o curva,
asegurando que solamente se obtiene un unico producto. En los resultados
obtenido, se observd que las parejas de cebadores, tanto las parejas de
cebadores control para ambas mutaciones (Figura RI. 7, paneles A y C), como
las parejas de cebadores que identifican las variantes (Figura RI. 7, paneles B y
D), mostraron un unico pico o curva, lo que indica la amplificacién de un unico
producto, por lo cual, siguieron siendo parejas de cebadores optimas para el Kit
de RT-qgPCR.
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Primers qPCR:
-E484K_WT_F: GGTAGCACACCTTGTAATGGTGTTG

-Reverse: CATTGAAGTTGAAATTGACACATTTGTTTTTAACC

Melt curve (derivada) Melt curve (derivada)
Tim: 77,98 ) Tm: 78,133

3 3
g £
T 3
o (=]

Terﬁperatura (°C) - Te)mperat.ura (UC‘)‘

Construccién E484K Ct:30,75 Construccién N501Y Ct:24,4

B
Primers qPCR:
-E484K_V1_F: GGTAGCACACCTTGTAATGGTGTTA
-Reverse: CATTGAAGTTGAAATTGACACATTTGTTTTTAACC
Melt curve (derivada) Melt curve (derivada)
Tm: 77,828 Tm: 77,828
o | w
o ]
& B
z " z
o . o .
Temperatura (°C) Temperatura (°C)
Construccion E484K Ct:30,75 Construccion N501Y Cu244
C Primers qPCR:
-N501Y_WT_F: CTTTACAATCATATGGTTTCCAACCCACTA
-Reverse: CATTGAAGTTGAAATTGACACATTTGTTTTTAACC
Melt curve (derivada) Melt curve (derivada)
Tm: 77,98 , Tm: 73,256
3 3
& 3
& 3.
Temperatura (°C) Temperatura (°C)
Construccion E484K Ct:24 Construccién N501Y Ct:36
D Primers qPCR:
-N501Y_V1_F: CTTTACAATCATATGGTTTCCAACCCACTT
-Reverse: CATTGAAGTTGAAATTGACACATTTGTTTTTAACC
Melt curve (derivada) Melt curve (derivada)
Tm: 72,646 . Tm: 78,133
3 2
T @
= a8 .
Temperatura (°C) Temperatura (°C)
Construccién E484K Ct:34 Construccion N501Y Ct23,5

Figura Rl. 7: Estudio de las Melt Curve de las parejas de cebadores seleccionadas para
cada mutaciéon. Andlisis de las curvas de disociacion de las parejas de cebadores para las
mutaciones y sus controles. A) Pareja de cebadores control de la mutacion E484K. B) Pareja de
cebadores para la mutacion E484K. C) Pareja de cebadores control para la mutacién N501Y. D)
Pareja de cebadores para la mutacion N501Y.
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3.2. Seleccién de las parejas de cebadores para RT-qPCR, en funcién
de la temperatura de anillamiento.

Tras comprobar tanto las curvas de amplificacibn como las curvas de
disociacion, y elegir las parejas de primer éptimas para nuestro Kit, se continu6
la puesta a punto probando en este caso, diferentes temperaturas de
anillamiento para aumentar y mejorar la especificidad de los mismo. Las
temperaturas de anillamiento que fueron elegidas son 60°C, 62°C y 64°C. En los
resultados obtenidos, como se muestra en la Figura Rl. 8, no se observan
grandes diferencias entre las distintas temperaturas de anillamiento impuestas
en las diferentes qPCRs, presentando una amplia distancia en cuanto al ciclo
umbral (Ct) entre la union especifica e inespecifica, por consiguiente, se decidié
tomar la temperatura intermedia como la idonea para el Kit de deteccion de RT-
gPCR. En los paneles A y B, se muestran los resultados obtenidos por las
parejas de cebadores control frente a la mutacion E484K (A) y frente a la
mutacion E484K (B). Con respecto a los paneles C y D, es igual, pero frente a la
mutacion N501Y.

A B

Primers qPCR:
-E484K_WT_F: GGTAGCACACCTTGTAATGGTGTTG

-Reverse: CATTGAAGTTGAAATTGACACATTTGTTTTTAACC

N501Y (WT para 484)
£ E484K

Ct

b“"o b'ﬁo b“o
C
Primers qPCR:
-N501Y_WT_F: CTTTACAATCATATGGTTTCCAACCCACTA
-Reverse: CATTGAAGTTGAAATTGACACATTTGTTTTTAACC
30
E4B4K (WT para 501)
NS01Y
20
s}
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o
ey (4 <

Primers qPCR:
-E484K_V1_F: GGTAGCACACCTTGTAATGGTGTTA

-Reverse: CATTGAAGTTGAAATTGACACATTTGTTTTTAACC

N5O01Y (WT para 484)
2 E4BAK

ct

D

Primers qPCR:
-N501Y_V1_F: CTTTACAATCATATGGTTTCCAACCCACTT

-Reverse: CATTGAAGTTGAAATTGACACATTTGTTTTTAACC

E4BAK (WT para 501)
NSO1Y

Figura RI. 8: Eleccion de la temperatura éptima de anillamiento de los cebadores. Analisis

de las diferentes temperaturas de anillamiento (60°C, 62°C y 64°C) para las diferentes parejas de

70



cebadores. La pareja control de mutacion E484K (A), la pareja de cebadores para la mutacién
E484K (B), La pareja control de mutacion N501Y (C), la pareja de cebadores para la mutacion
E484K (D).

3.3. Determinacion del limite de deteccion del Kit RT-qPCR.

Una vez seleccionadas las pajeras de cebadores tanto por su
especificidad en cuanto a la uniéon, como por la generacién de un solo producto y
la temperatura de anillamiento, se continué6 comprobando la sensibilidad que
presenta el Kit de deteccion de variantes, debido a la gran importancia de la
deteccion del SARS-CoV2 en los primeros momentos de la infeccion, para
disminuir sus posibilidades de propagacion. Para ello se realizé un proceso de
diluciones seriadas, variando la cantidad de DNA molde de cada construccion.
La ventana de estas cantidades va de 2ng a 0,2fg de DNA molde, usando un
control, que en este caso es agua. Con esto consiguié detectar el limite, en el
cual, se puede seguir diferenciando las distintas variantes, ademas de ver como
van variando las Cts con las diferentes cantidades, como se muestra en (Tabla
RI. 1).
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Tabla RI. 1: Cantidades de DNA molde, frente a los Cts en los cuales, son detectadas estas

cantidades por parte de las diferentes parejas de cebadores

ct ct ct ct
2ng Wt501  Mut501  Wt484  Mut 484 )
MUTS501 | 24,115 6,876 7,05 18,99 Cantidad de DNA
MUT 484 81 194 1456 74 Hibridacion Completa
' ! ! ! Hibridacion no Completa
0,2ng WE501  Mut501 | Wt484  Mut 484 I Amplificacion inespecifica
MUT 501 | 25,214 9,092 9,52 20,377 Ciclo umbral
MUT434 10,866 21,25 16,911 9,98
0,02ng Wt501  Mut501 | Wt484  Mut4g4
MUT 501 28,42 12,55 12,69 23,5
MUT 434 13,31 23,54 19,137 12,408
2pg Wt501  Mut501 | Wt484  Mut4g4
mutsor [ETEEIN 15695 16,257 26,845
MUT 434 17,04 26,966 22,805 16,58
0,2pg WE501  Mut501 | Wt484  Mut 484
mutsor [ESEFEN 18,717 18,655 29,933
MUT 434 20,525 26,966 22,805 16,58
0,02pg Wt501  Mut501 | Wt484  Mut 484
MUT 501 22,42 2291 340650
MUT 434 23,525 29,084 22,699
2fg WE501  Mut501 | We484  Mut 484
MUT 501 26,445 26,36
MUT434 27,145 26,12
0,2fg Wt501  Mut501 | Wt484  Mut 484
MUT 501
MUT 434
0g Wt501  Mut501 | We484  Mut4g4
H20

Ademas, estos resultados obtenidos con las diluciones seriadas permiten
calcular el numero minimo de copias necesarias, para la deteccion y
diferenciacion de variantes, ya que la representacion grafica es lineal, y nos
permitiria detectar la cantidad exacta segun el ciclo umbral (Ct), y por
consiguiente poder calcular en numero de copias presente en la muestra (Figura
RI. 9) ya que un 1ug de N501/E484K= 3'49x10*11 moléculas.

72



Ct vs ng DNA

Ct
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e W1 501 e Mut 501 Wt434 Mut 424

Figura RI. 9: Representacion grafica de los Cts frente a la cantidad de DNA.

4. Prueba del kit con ARN procedentes de aguas residuales de
diferentes pueblos

El siguiente paso, tras la puesta a punto de nuestro Kit de deteccion de
variantes (eleccioén de las parejas de cebadores, temperatura optima de fusion y
sensibilidad de deteccién), fue comprobar su eficacia frente a muestras reales,
en este caso, RNA procedente de aguas residuales, provenientes de diferentes
pueblos de Extremadura, a los cuales se nombraron como pueblo 1, pueblo 2,

pueblo 3, y sucesivos.

Inicialmente, se midid la concentracion de RNA presente en cada muestra,
y estas concentraciones oscilan entre 100-220ng/ul. Una vez medida la
concentracion de RNA presente en cada muestra, se llevd a cabo un proceso de
RT-PCR en un solo paso, usando el kit (Tag Platinum HiFi One Step lll), la
pareja de cebadores E484K-WT-Forward y Reverse-comun; y 1 ug de RNA
como molde por cada muestra. Para corroborar este primer proceso, se realiza

una electroforesis en gel de agarosa y se observa el fragmento amplificado, en el
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caso de haber presencia de SARS-CoV2 en la muestra, como se presenta en la
(Figura RI.10), que muestra la presencia de RNA del SARS-CoV2 en ambas

muestras, ya que aparece el fragmento amplificado.

L MP1 MP2

. 200pb

Figura RI. 10: Comprobacién de la amplificaciéon de las muestras. Gel de electroforesis en el
que se observan los fragmentos generados mediante RT-PCR para la deteccion del SARS-CoV2,
en las muestras de agua. Gel de agarosa al 1%.

Una vez realizada la RT-PCR, se obtiene el cDNA, del cual se midi6 la
concentracion, obteniendo entrono 420-520ng/ul. Con el cDNA de todas las
muestras de aguas residuales, se realizé la gPCR con las herramientas del Kit
de deteccidon de variantes disefiado. Segun las herramientas del Kit, se podrian
obtener 4 resultados diferentes, con los cuales de discrimina cual de las
variantes estaria presente. Para la variante Wuham, amplificarian correctamente
ambas parejas de cebadores control para ambas mutaciones (N501Y-Wt y
E484K-Wt), para la variante Alpha amplificaria los cebadores N501Y-V1 y
E484K-Wt, en cuanto a la variante Gamma se identificaria por la amplificaciéon
por parte de los cebadores E484K-V1 y N501Y, y por ultimo la amplificaciéon por
parte de los cebadores N501Y-V1 y E484K-V1 mostraria la presencia de la
variante Beta (Tabla RI. 2).

74



Tabla RI.2: Posibles resultados de la RT-gPCR con muestras positivas, e identificacion de las

variantes.

Wuham + - + -
Alpha - + + -
Gamma + - - +
Betta - + + -

Los resultados de las muestras de agua de los diferentes pueblos
mostraron en primer lugar, la presencia del virus al producirse amplificacion en
todas las muestras. Por otro lado, se observd una clara presencia de la mutacion
N501Y, ya que se obtuvo unas curvas de amplificacion con unos ciclos umbral
bajos con los cebadores N501Y-V1, con respecto los Cts con los cebadores
N501-Wt (Figura RI. 11, paneles A-F), aunque el pueblo 3 presenta ademas, la
variante Wuham ya que mostré unos Cts bajos con los cebadores N501Y-Wt
(Figura RI. 11, panel C). Con respecto a la mutacion E484K no se observd
amplificacion, por lo cual no habia presencia de la misma, por lo que se concluyd
claramente que hay una predominancia de la mutacion N501Y, es decir, de la

variante Alpha.
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Curva de amplificacion: Pueblo 1 Curva de amplificacion: Pueblo 2
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Figura RIl. 11: Analisis de las curvas de ampificaciéon de las diferentes aguas residuales
Mediante la realizacion de gPCR, se realiza la identificacion de la variante presente en la muestra
. En todas predomina la variante Alfa, con la mutacién N501Y, excepto en la C donde se observa

también presencia de la variante Wuham.
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DISCUSION CAPITULO |

Los coronavirus (CoV), son virus de ARN de cadena sencilla (ssRNA) no
segmentado, en sentido positivo, que taxondmicamente pertenecen a la familia
Coronaviridae y la subfamilia Coronavirinae (Kadam et al.,, 2021a). De ellos,
destacan los coronavirus humanos (HCoV), responsables de multiples
enfermedades respiratorias de diversa gravedad, tales como el resfriado comun,
la bronquitis y la neumonia (Pene et al., 2003). Los HCoV poseen una gran
capacidad evolutiva, debido a la alta tasa de sustitucion y recombinacion de
nucledtidos (Vijgen et al., 2005) y han aparecido periddicamente en diferentes
lugares del mundo, provocando importantes brotes de neumonia mortal en
humanos desde principios del siglo XXI (C. Wu et al., 2020). Entre estos HCoV,

se encuentran coronavirus del sindrome agudo severo 2 (SARS-CoV2).

El SARS-CoV2, ha causado mas de cinco millones de muertes, y posee
una alta tasa de transmision y de capacidad mutagénica, lo que contribuye a una
rapida evolucion de la pandemia, ademas de un enorme impacto negativo en la
salud mundial (Khachfe et al., 2020). Las principales herramientas para el control
de esta pandemia fueron la deteccion temprana de la infeccion, para evitar o
controlar asi su propagacion y la generacion de terapias para la eliminacion de la

infeccidn, o alivio de los efectos de esta.

Sin embargo, el virus SARS-CoV-2 ha cambiado constantemente a lo
largo del tiempo mediante mutaciones, lo que ha dado lugar a nuevas variantes.
Varias variantes del SARS CoV-2 han surgido y se han extendido globalmente
durante la pandemia (Neopane et al.,, 2021). Con base en la evidencia de una
mayor transmisibilidad, gravedad de la enfermedad y efectividad terapéutica
reducida, los Centros para el Control y la Prevencion de Enfermedades (CDC)
han definido tres niveles diferentes de amenaza asociada con variantes. Estas
incluyen variantes de interés (VOI), variantes preocupantes (VOC) y variantes de
alta consecuencia. En este trabajo nos centramos en las variantes VOC, en

concreto en la variante Alfa, la Beta y la Gamma.

Hasta ese momento todas la pruebas y métodos de deteccion, se
basaban en la presencia o ausencia del SARS-CoV2, para el aislamiento del

individuo y evitar la propagacion del virus, sin embargo, no tenian la capacidad
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de detectar la variante presente en el paciente en el momento de la deteccion
(Korber et al., n.d.). Los linajes del SARS-CoV-2 se determinaban mediante
secuenciacion del genoma completo (WGS) de muestras positivas de SARS-
CoV-2, y detectaban nuevas variantes emergentes y cualquier cambio nuevo en
los genomas virales (Paul et al., 2021). La WGS se consider6 el método de
referencia para a identificacién de nuevas variantes circulantes del SARS-CoV-2
en todo el mundo. Sin embargo, la disponibilidad limitada hizo inviable la
deteccion oportuna de variantes para la respuesta de salud publica, como el
rastreo de contactos y la determinacion de la prevalencia de variantes
preocupantes en la comunidad (Lind et al., 2021). Ademas, WGS requiere
recursos y equipos relativamente grandes, experiencia técnica y un tiempo mas
prolongado para el procesamiento de datos para la secuenciacién sin medidas
de control de calidad estandarizadas establecidas. La mayoria de los
laboratorios de todo el mundo no cuentan con los recursos necesarios para
desarrollar y respaldar la secuenciacidon a gran escala. Por lo tanto, para la
deteccion temprana y el seguimiento de la propagacion de determinadas cepas,
era deseable utilizar métodos alternativos de deteccidon en unas pocas
horas(Lind et al., 2021). Ademas, los métodos rapidos y eficientes para rastrear
la transmision de ciertos linajes podrian ser mas valiosos en situaciones en las
que las mutaciones estdan asociadas con una mayor transmisidbn o
mortalidad(Neopane et al., 2021).

En base a esto, en este trabajo se realizo el desarrollo de un Kit RT-
gPCR, técnica ya empleada en el diagndstico del SARS-CoV2, para la deteccidn
de las diferentes variantes, para asi poder detectar a la vez, la presencia del
virus, y la variante presente en cada paciente, sin necesidad de realizar una
secuenciacion del genoma completo. Este Kit se centra en las mutaciones del
gen de la proteina S, en concreto en las mutaciones N501Y y E484K, con las

cuales se pueden identificar las variantes Alfa, Beta y Gamma.

Este Kit presenta diversas ventajas, la metodologia empleada es la de RT-
gPCR, la misma técnica que se utiliza para detectar la presencia o ausencia del
virus, es decir, no precisa de nuevo equipamiento, conocimientos ni formacién
adicional del personal. Puede determinar la variante para la cual es positiva la

muestra en un tiempo de entre 45-60 minutos, y es significativamente mas
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economico que la secuenciacion. Ademas, puede ampliarse a nuevas variantes.
Su limite de deteccién se encuentra en 69,8 copias del virus por reaccion por

reaccion.

Diversos estudios presentan otros métodos alternativos para la resolucién
de estos problemas, en cuanto a la identificacion de las diferentes variantes
presente en aquellas muestra positivas para el SARS-CoV2, sin necesidad de

usar el método de secuenciacion del genoma completo.

Un estudio ha desarrollado unos ensayos de genotipado simples que
utilizan un panel de mutaciones TagMan para SARS-Cov2, mediante el cual se
puede monitorear una o varias mutaciones del SARS-CoV2, mediante un
proceso que combina la metodologia de genotipado TagMAN SNP (single
nucleotide polymorphism) con una reaccion de RT-PCR en tiempo real de un
solo paso, para detectar mutaciones en una muestra de manera rapida y

eficiente a partir de muestra de RNA (Neopane et al., 2021).

Otro estudio ha desarrollado una metodologia basada en un ortélogo de
Cas9 denominado Francisella novicina (FnCas9), la cual puede adaptarse para
identificar con precisidon secuencias de nucleétidos o cualquier variante de
nucledtido unico, y por consiguiente detectar e identificar las diferentes variantes.
Ha esta metodologia la denominaron “ensayo de deteccidén uniforme vinculado al
editor FnCas9” (FEDULA). Presenta un diagndstico basado en la capacidad de
FnCas9, para la detecciéon de una amplia gama de variante de nucleétido unico y
secuencias de nucledtidos. Muestra ademas una precision similar a la de las
pruebas basadas en RT-gPCR. Sin embargo, este método necesita de la
combinacion de un analizador de fragmentos basado en microfluidos y maquinas
de PCR portatiles. En resumen, FELUDA es un ensayo de diagnéstico basado
en CRISPR, preciso y de bajo costo para detectar acidos nucleicos y sus
variaciones, presentandose como una alternativa atractiva a las tecnologias
actuales (Azhar et al., 2021).
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Otra de las metodologias desarrolladas para la solucion de este problema
emergente, fue la de medir la respuesta de anticuerpos frente al SARS-CoV2,
herramienta ya fundamental previamente para fines diagndsticos, monitorear la
prevalencia de la infeccion y medir la eficacia de la vacunacién. Los ensayos
serolégicos cuantitativos multiplexados, que permiten tanto la determinacién de
los niveles de anticuerpos en respuesta a la infeccion y la vacunacién como la
capacidad de evaluar la capacidad relativa de neutralizacién de anticuerpos,
proporcionan una solucidon de diagnostico atractiva. En este estudio, usaron un
ensayo plasmonico fluorescente acoplado a rejilla (GC-FP), basado en un
microchip para medir los niveles de anticuerpos que resultan de la infeccion.
Realizaron una modificacion de los microchips de deteccion GC-FP para incluir
antigenos adicionales de cepas variantes del SARS CoV2, a través de los
cuales, pudieron monitorear simultaneamente los niveles de anticuerpos contra
multiples antigenos del SARS CoV2, evaluando asi la unién relativa de los
anticuerpos a las cepas originales y variantes. Por lo que demuestran que GC-
FP es un método eficaz y sensible para controlar los niveles de anticuerpos en
respuesta a la vacunacion y puede determinar los niveles relativos de union de
anticuerpos a los antigenos originales y variantes del SARS CoV2 2019, todo en

una unica prueba rapida (Taubner et al., 2021).
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CONCLUSIONES CAPITULO |

-—

Metodologia eficiente y accesible. Emplea la misma técnica que se
utiliza para detectar la presencia o ausencia del virus, por lo que no
precisa de nuevo equipamiento, conocimientos ni formato adicional del
personal.

Rapidez en los resultados. Puede determinar la variante para la cual es
positiva la muestra en un tiempo de entre 45-60 minutos.

Limite de detccion preciso. Presenta un limite de deteccién de 69,8
copias del virus por reaccion.

Adaptabilidad a nuevas variantes. Puede ampliaser a las nuevas
variantes que pudieran aparecer, para hacer asi un seguimiento
exhaustivo de la incidencia da cada una de las nuevas variantes.
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El factor de transcripcién activador 4 (ATF4), se ha relacionado como un
impulsor clave de la respuesta inmune innata, provocada por la infeccion del
SARS-CoV2 (Vanderheiden et al., 2020a).

Un analisis in silico de factores de transcripcion e interactores que
presentan una expresion diferencial entre células basales, secretoras y
multiciliadas revel6 que el factor de transcripcion Atf4 podria jugar un papel
importante en el epitelio de las vias respiratorias

En base a estos datos, en este capitulo nos propusimos analizar el papel
de ATF4 en la homeostasis y la diferenciacion del epitelio
pseudoestratificado de las vias respiratorias. Ademas, decidimos abordar el
papel de la ruta PERK-elF2a-ATF4 y su implicacién en estos procesos. Y
también estudiar el papel de ATF4 en la respuesta inmune del epitelio de las vias

respiratorias. Para ello nos planteamos los siguientes objetivos especificos

1. Caracterizar los niveles de expresion de Atf4 durante la diferenciacién de
las células basales del epitelio respiratorio.

2. Analizar el papel de ATF4 en la diferenciacion del epitelio de las vias
respiratorias a través de la modulacidn de sus niveles de expresion.

3. Estudiar el papel de la ruta PERK-elF2a-ATF4 en la proliferacion y la
diferenciacion celular mediante el uso de farmacos que bloquean la ruta
en diferentes puntos.

4. Analizar el papel de ATF4 en la respuesta inmunitaria de las vias
respiratorias.
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RESULTADOS CAPIiTULO Il

1. Analisis in silico de factores de transcripcion y sus interactores.

Como se describié en la introduccién, mediante un analisis in silico, se
observd la expresion de los factores de transcripcion e interactores, entre los
diferentes tipos celulares presentes en el epitelio de las vias respiratorias. El
desarrollo reciente de la tecnologia de secuenciacion de RNA de célula unica, ha
proporcionado una gran cantidad de datos que son fundamentales para vincular
las proteinas y sus funciones. Este estudio, se enfoca en proteinas que actuan
como factores de transcripcion (FT), para explorar nuevos programas
transcripcionales relevantes para la biologia del epitelio de las vias respiratorias.
Se identificaron 100 FT relevantes expresados en al menos una de las tres
clases principales de células epiteliales de las vias respiratorias: células madre
basales (CMB), células multiciliadas (CMC) y células secretoras (CS), basado en
términos de ontologia de genes relacionados con FT (GO) (union de ADN
especifica de secuencia, GO: 0043565). Posteriormente, se evalud la expresion
geénica diferencial de los 250 interactores principales para cada proteina FT en
las tres clases principales de células en el epitelio de las vias respiratorias. Este
enfoque tuvo como objetivo identificar las vias de sefalizacion asociadas con los
FT que pueden tener funciones distintas en diferentes tipos de células (Figura
RII.1, panel A).

A través de la utilizacion de este analisis bioinformatico, fueron
identificadas 11 vias o interactomas de factores de transcripcién expresadas
diferencialmente entre células madre basales (CMB), células secretoras (CS) y
células multiciliadas (CMC), entre las que aparece Atf4, anteriormente nombrado
en el apartado de introduccioén, y el cual aparece en naranja (Figura RII.1,

paneles By C).
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Figura RIl. 1: Analisis in silico de los factores de transcripcion y sus interactores. (A)
Esquema del flujo de trabajo del analisis in silico desarrollado. Se analizaron 1.652 proteinas
iniciales con la anotacién GO:0043565 (unidon de ADN especifica de secuencia) para detectar
interactores con puntuacién alta relacionada con la diferenciacién de las vias respiratorias. (B)
Histograma de los valores p de la puntuacion combinada (valor medio) obtenidos para los
factores de transcripcion candidatos. (C) Histograma de los valores p de la puntuacién agregada

(valor suma) obtenidos para los factores de transcripcion candidatos.

Como ya se indicé anteriormente, estas vias incluian los interactomas
Atf4, ademas de, Foxj1,Trp53, Irf1, EIf3, Irf3, Epas1, Irf2, Xbp1, Creb3 y Egr1.
Previas investigaciones han demostrado la participacién crucial de las vias Foxj1
y Trp53 en la diferenciacion epitelial de las vias respiratorias (Garrido-Jimenez et al.,
2021), destacando asi el impacto potencial de otras vias de sefalizacion en este
proceso de diferenciacion. Para evaluar mas a fondo estos factores de
transcripcion, se examinaron sus conexiones utilizando la base de datos
STRING. Como se muestra en la (Figura RIl.2), se identificaron dos nodos: uno
que comprende Trp53 junto con Egr1, Irf1, Irf2 e Irf3, y un segundo nodo que
consta de Atf4, Xbp1 y Creb3. Sin embargo, no se observa ninguna conexion
documentada entre estos dos nodos o con Foxj1 en la base de datos STRING

con un valor de confianza de 0,9 (Figura RII.2).
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Figura RIl. 2: Estudio de las redes de interaccion proteina-proteina: Redes de interaccion

proteina-proteina de Atf4 y Trp53 mediante analisis STRING.

Posteriormente, se evaluaron los niveles de expresion de ARNm de cada
uno de estos factores de transcripcién a lo largo del proceso de diferenciacion de
CMB. Se utilizaron cultivos de células epiteliales de traquea de raton (MTEC), en
un sistema de interfaz aire-liquido, como se indica en el apartado materiales y
métodos. Este método de cultivo celular permiti6 monitorear facilmente la
diferenciacion de CMB en CS y CMC, al examinar los niveles de expresion de
marcadores de tipo celular como Krt5 para CMB, Scgb1a1 para CS y Foxj1 para
CMC durante un periodo de 14 dias (Figura RII.3).

Los resultados obtenidos mostraron un descenso de la expresion del
marcador de células basales Kir5 a lo largo de la diferenciacion, manteniéndose
ciertos niveles de ARNm, lo que indica la presencia de estas células progenitoras
en el cultivo diferenciado (Figura RIl. 3, panel A). La poblacion de células
secretoras, atendiendo a la expresion del marcador Scgb7al, se ve
notablemente incrementado a partir del dia 7 de diferenciacion, como se muestra
en el panel B de la figura RII.3. Por ultimo, el marcador analizado para la
poblacién de células multiciliadas (Foxj1), reveld6 un claro incremento de la

expresion a lo largo de la diferenciacion, con respecto al inicio de la misma
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(Figura RII.3, panel C). Estos resultados ponen de manifiesto la diferenciacion de
las distintas poblaciones celulares que componen el epitelio respiratorio a partir

de las células basales cultivadas in vitro.

Células basales (CB) Células secretoras (CS) Células multiciliadas (CMC)
2.01Krt5 1504 Scgbtat 600+ Foxj1
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Figura RIl. 3: Anadlisis de los niveles de expresion de los marcadores de poblaciones
celulares del epitelio respiratorio durante el proceso de diferenciacion. Niveles de ARN
mensajero de los marcadores de poblaciones celulares, analizados mediante gqPCR de muestras
obtenidas en los dias 2, 4, 7 y 14 del proceso de diferenciacion. Se utilizé la expresion de Eifla
para normalizar los niveles de expresion, n=8. Se analizaron los marcadores de A) células

basales (Krt5), B) células secretoras (Scgb7a1) y C) células multiciliadas (Foxj1).

En estas condiciones de cultivo celular, se estudiaron los niveles de
expresion de ARN mensajero de los principales factores de transcripcion
candidatos, siendo observados a lo largo de la diferenciacion, en los dias 2, 4, 7
y 14 (Figura RIl.4). En dichos resultados, se muestra como los niveles de seis de
los nueve factores de transcripcion se mantienen constantes a lo largo de la
diferenciacion (Figura RIl.4, paneles A-F), mientras que los otros cuatros
presentan una disminucion de la expresién a lo largo de dicha diferenciacion,

siendo mas significativos en dia 7 (Figura RIl.4, paneles G-I)
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4: Andlisis de la expresion de los principales factores de transcripcion

Figura RIL.

candidatos del analisis in silico. A-l) niveles de expresion de ARN mensajero de Atf4, Xbp1,

Creb3, Irf1, Irf2, Irf3, Egr1, Epas1 y EIf3, analizados mediante qPCR. Se utilizé la expresion de

=8.

Eif1a para normalizar los niveles de expresion n
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2. La expresion de Atf4 es esencial para la diferenciacién de las células
secretoras (SC).

ATF4 pertenece a la familia ATF/CREB de factores de transcripcion de
region basica/cremallera de leucina. Estos pueden funcionar como
activadores o represores de la transcripcion y sirven como reguladores
maestros para la respuesta al estrés del reticulo endoplasmico (RE)
(Pakos-Zebrucka et al., 2016b), como ya se indico en el apartado de la
introducciéon. Sin embargo, queda por explorar el papel de ATF4 en la
diferenciacion celular. Para investigar el papel de ATF4 en el proceso de
diferenciacion de células madre basales (CMB) a células multiciliadas (CMC)
y células secretoras (CS), se comenzdé silenciando la expresién de esta
proteina en cultivos primarios indiferenciados. Mediante transduccion
lentiviral, se generaron cultivos que contenian secuencias de ARN de
interferencia (Short Hairpin RNA) para Atf4 (sh-Atf4), y se usé como control el
ARN de interferencia frente a la proteina Luciferasa (Luc). Se emplearon tres
secuencias distintas para el silenciamiento de Atf4, que se infectaron de
forma combinada para maximizar asi el efecto knock down (KD). Para
monitorizar la eficiencia de la infeccion, los vectores lentivirales utilizados
contenian la secuencia codificante para la proteina roja fluorescente
mCherry. Tras la transduccion y la seleccion de las células progenitoras, se
analizaron los niveles de expresion de Atf4 mediante qPCR, y los resultados
obtenidos muestran un descenso significativo de la expresion de Atf4 en las

células ATF4-KD con respecto a las células control (Figura RII.5).
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Figura RIl. 5: Andlisis de la expresion de Atf4 tras la realizacién del KD. Niveles de
expresion de ARNm de Atf4 evaluados en MTEC diferenciadas, infectadas con virus de
control (Luc-KD) o Atf4-shRNA (ATF4-KD). Se utilizé la expresién de Eif1a para normalizar
los niveles de expresion, n=8. Los valores de p para los experimentos de expresién génica
relativa se obtuvieron mediante la prueba two-tailed t-test (**** representa p <0,0001 y ns

significa que no hay diferencias significativas).

A continuacion, se observé que ATF4-KD no afectd la proliferaciéon de
CMB, la cual, fue medida por el tiempo de duplicacion durante la expansion del
cultivo celular, monitorizando el tiempo en el que un niumero determinado de
células se duplicaba, parametro conocido como doubling time (Figura RIl. 6,
panel A). Para ello los cultivos se mantuvieron varias semanas, cuantificando el
numero de células colectadas en cada uno de los pases realizados. También se
evaluo la autorrenovacion de CMB, mediante cultivos tridimensionales, dando la
formaciéon de organdides, que consisten en esferas procedentes de una unica
célula basal. Para la realizaciéon de este experimento, se individualizaron los
cultivos de células basales control y ATF4-KD, y se crecieron en una matriz
extracelular, como se detalla en el apartado 2 de materiales y métodos. Se

observo, al igual que en el doubling time, que ATF4-KD no afectdé a la
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autorrenovacion, y para ello fue cuantificando el porcentaje de organdides que se

formaron y el area de los mismos. (Figura RII.6, paneles B-D).
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Figura RIl. 6: Analisis del efecto del silenciamiento de ATF4 en la proliferacion de células
progenitoras del epitelio respiratorio. A) Cuantificacion del tiempo de duplicacién o doubling
time en cultivos control (sh-Luc) o silenciados para Atf4 (sh-Atf4). B) Imagenes representativas
de organoides cultivados a partir de células control y sh-Atf4 en dia 5 de cultivo. C)
Cuantificacion del porcentaje de organoides generados a partir de 500 células, n>50. D)

Cuantificacién del tamafio de los organoides a partir de las imdgenes de microscopia.

Una vez concluido que el knock-down de Atf4 no afecta a la proliferacion
ni a la autorrenovacion celular, se procedi6 a evaluar la integridad de la
monocapa celular formada por las células epiteliales que carencias de Atf4. Para
realizar esta evaluacion, se midid la resistencia eléctrica transepitelial
(Transepithelial Electrical Resistance, TEER) a lo largo de la diferenciacion de
estas células en los dias 0, 4, 7, 9 y 14. Para ello, se emplearon dos electrodos,
uno colocado en la camara inferior del pocillo, y otro en la camara superior del
Transwell, y posteriormente se aplicd una corriente eléctrica para comprobar la
resistencia que ofrecia el cultivo al paso de esta. Los resultados obtenidos en
este experimento muestran que, las células ATF4-KD pudieron formar una
monocapa epitelial con una funcion de barrera normal en comparacién con las

condiciones de control (LUC-KD, eliminacién de luciferasa) (Figura RII.7).
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Figura 7: Analisis del efecto del silenciamiento de Atf4 en la integridad de la monocopa de

células del epitelio respiratorio. Resistencia eléctrica transepitelial (TEER) medida a lo largo de

la diferenciacién en células control (shLuc) o silenciadas (sh-Atf4).

Posteriormente se investigd si el knock-down de Atf4 afectaria la
diferenciacion de CMB en diferentes tipos de células de las vias respiratorias.
Para ello, fue evaluada la expresion de marcadores genéticos para CMB, CMC y
CS en monocapas epiteliales ATF4-KD y LUC-KD después de 14 dias de
diferenciacion usando RT-gPCR. Como era de esperar, los niveles de Krt5 y
Trp63, marcadores de CMB, fueron similares en ambas condiciones
experimentales (Figura RII.8, paneles A y B). A su vez, los niveles de expresion
de los marcadores CMC, Foxj1 y Mcidas, fueron comparables en las células
ATF4-KD y LUC-KD (Figura RII.8, paneles C y D). Sin embargo, al analizar los
marcadores de CS, se observd una disminucion significativa en la expresiéon de
Scgb1al, Scgb3a2, Mucbac y Spdef en células ATF4-KD en comparacion con

las células de control (Figura RII.8, paneles E-H).
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Figura RIl. 8: Expresion relativa de los marcadores genéticos para las poblaciones
celulares del epitelio respiratorio en cultivos silenciados para Atf4. Niveles de expresion de
ARNm en células control (Luc) y ATF4-KD. Krt5 y Trp63 para células basales (A y B), Foxj1y
Mcidas para MCMs (C y D), Scgbl1a1 y Scgb3a2 para células club (E y F), y Mucbac y Spdef
para células caliciformes (G y H). Se trazaron la media relativa a las células de control y la
desviacion estandar como barras de error para cada marcador de linaje. Se utilizé la expresién
de Eif1a para normalizar los niveles de expresion, n=8. Los valores de p para los experimentos
de expresidn génica relativa se obtuvieron mediante la prueba t de dos colas (**** representa p

<0,0001 y ns significa que no hay diferencias significativas).

Para validar aun mas estos hallazgos, se realizé6 un inmunomarcaje de las

monocapas epiteliales de las vias respiratorias de células control y ATF4-KD
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utilizando anticuerpos contra p63, Foxj1 y Scgb1a1. Como se puede observar
en la figura RII.9, la cuantificacion de las imagenes de inmunofluorescencia de
células positivas para p63, no mostrd diferencias significativas entre las células
ATF4-KD vy las células control (Paneles A y D). En cuanto a lo relativo a las
células multiciliadas, cuyo marcador es Foxj1, tampoco presento diferencias
significativas, al igual que el marcador de células basales (Paneles B y E). Sin
embargo, en estos resultados también se observé un numero reducido de
células positivas para Scgb1al1 en células ATF4-KD en comparacion con las

condiciones de control (Figura RIl.9, paneles Cy F).
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Figura RIl. 9: Efecto del silenciamiento de Atf4 en la abundancia relativa de las
poblaciones celulares del epitelio respiratorio. Imagenes de inmunofluorescencia de los

marcadores para (A) células basales (p63) , (B) multiciliadas (FOXJ1) y (C) secretoras
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(SCGB1A1) en cultivos diferenciados silenciados para Luciferasa (control) y sh-Atf4. La barra de
escala representa 20um. (D-F) Cuantificacion de la abundancia relativa de células basales,
multiciliadas y secretoras en imagenes de microscopia confocal. Las columnas representan la
media, y las barras de error representan la desviacion estandar para cada condicion. Las
cuantificaciones se hicieron relativas a las condiciones control (sh-Luciferasa, Luc). Los valores
Los valores de p para los experimentos de expresion génica relativa se obtuvieron mediante la
prueba t de dos colas (*** representa p <0,0001 y ns significa que no hay diferencias

significativas).

Los resultados obtenidos en este apartado sugieren que Atf4 juega un
importante papel en el mantenimiento del balance de las poblaciones celulares
que componen las vias respiratorias. Concretamente, Atf4 promueve la
diferenciacion de células basales de las vias respiratorias hacia células

secretoras.

3. El programa transcripcional de la respuesta inmune innata esta
sobreexpresado en los epitelios de las vias respiratorias deficientes
en Atf4.

Para profundizar mas en la funcion de ATF4 en el epitelio de las vias
respiratorias, se realizé un analisis de expresion mediante ARN-seq en células
de control y ATF4-KD durante la diferenciacion de CMB. A través de este
analisis, fueron identificados 180 genes significativamente regulados de forma
negativa y 379 genes significativamente regulados de forma postiva en ausencia
de ATF4 (Figura RII.10, paneles A y B). En el grafico de volcano plot (panel A),
se observan los genes regulados de forma negativa a la izquierda con puntos
azules, muestras a la derecha y con puntos rojos los regulados de forma
positiva. En cuanto a la representacion grafica de estos resultados en el panel B,
mediante el grafico MA, los genes que presentan una regulacion positiva se
observan en la parte superior, y los que muestran una regulacion negativa en
ausencia de Atf4, en la parte inferior. En particular, entre los genes regulados
negativamente, se observa la regulacién negativa del propio Atf4 y su objetivo
transcripcional Chac1. Ademas, se observd una regulacion positiva de Atf2 en

células que carecen de ATF4.
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Figura RII.10: Andlisis de la regulacién de genes en ausencia de Atf4. A) Grafico de volcano
plot para ARN-seq (control contra Aft4-KD) en azul los genes regulados a la baja y en rojo los

regulados al alza. B) Grafico MA para ARN-seq (control frente a Atf4 deficiente)

Es importante destacar que todos los marcadores clasicos para las células
secretoras, disminuyen su expresion en las monocapas de las vias respiratorias
Atf4-KD. Como se observa en estos resultados, representados mediante un
mapa de calor, tanto los genes de secretoglobinas (Scgb7a1, Scgb3a2 y
Scgb3a1) especificos de las células caliciformes, como los genes de mucinas
(Mucbac, Mucbb) y Spdef, marcadores de las células club, presentan una
disminucién de su expresion en las células Atf4-KD con respecto a las células
control (Figura RII. 11). Estos resultados, junto a lo observado en el en las
figuras RIl. 8 y RIl. 9, donde se apreciaba una disminucion de la poblacion de las
células secretoras, confirma la relevancia de ATF4 en la diferenciacion de las

células basales de las vias respiratorias a células secretoras.
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Figura RIl. 11: Andlisis de los genes marcadores de células secretoras (caliciformes y
club) en ausencia de Atf4. Representacion grafica mediante mapa de calor de la expresion de
genes marcadores de células secretoras que se encuentran diferencialmente expresados en
células control y ATF4-KD de epitelios de las vias respiratorias. Se emplearon los datos de

counts normalizadas de los RNA-seq generados en este estudio.

A continuacién, se realizé6 un analisis de ontologia génica utilizando el
programa “DAVID” para estudiar mas a fondo las implicaciones funcionales del
knock-down de Atf4. Este andlisis reveld que el programa de respuesta
inmunitaria innata, incluida la respuesta a los virus y la respuesta celular al
interferon, estaba sobreexpresado en las células ATF4-KD en comparacion con
las células de control, como se observa en la parte superior de la grafica en
amarrillo. (Figura RIl.12). Por el contrario, el analisis de genes regulados

negativamente, no mostré una via o categoria clara (Figura RII.12).
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Figura RIl. 12: Andlisis de ontologia génica (GO) de procesos biolégicos en ausencia de
Atf4. Se muestra el enriquecimiento en diversos términos a través de la significancia y el nimero
de genes desregulados involucrados en cada proceso. En la parte superior, se observan los
procesos bioldgicos regulados al alza en los cultivos Atf4-KD con respecto a las células control, y

en la parte inferior, aquellos procesos regulados a la baja. Las barras representan el P valor.

Para validar estos resultados, se realizé un analisis de enriquecimiento de
conjuntos de genes (GSEA), con el que obtuvieron resultados similares que
muestran un enriquecimiento de la respuesta inmunitaria innata, observandose
una acumulaciéon de genes sobreexpresados en las células knock-down de Atf4,
con respecto a las células control (Figura RIl.13). Ademas, el analisis mediante
GSEA mostré dos programas transcripcionales cruciales para la diferenciacion
de CMBs en CS y CMC, como son la via p53 y las vias IL6/JAK/STAT3 (Garrido-
Jimenez et al.,, 2021; Tadokoro et al., 2014), las cuales estaban reguladas

negativamente en las células ATF4-KD.
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Figura RIl. 13: Programas transcripcionales sobreexpresados en los epitelios de las vias
respiratorias deficientes en Atf4. Analisis de GSEA de los datos de RNA-seq de células control
(sh-Luc) y Atf4-KD (sh-Atf4) Se muestran los valores de la puntuacion de enriquecimiento

normalizada (NES).

Nuestros datos de RNA-seq no solo confirmaron el papel de ATF4 en la
diferenciacion del epitelio de las vias respiratorias, sino que también revelaron
una nueva funcion transcripcional potencial de ATF4 en la regulacion de la
respuesta inmune innata en el epitelio de las vias respiratorias. Y esto implica su
papel en la respuesta inmune frente a virus, como ya han mostrado otros

estudios, como por ejemplo en la infeccion por SARS-CoV2.

4. La deficiencia de ATF4 provoca un retraso en el ensamblaje de los
cilios, pero no afecta el funcionamiento de las células ciliadas.

Estudios previos han demostrado la participacién de la modulacion de la
expresion de p53 por parte de Mdm2 en la diferenciacion de CMB en CS y CMC
(Garrido-Jimenez et al., 2021). Ademas, Hogan et al. 2006 observaron que la
senalizacion de IL6 a través de STAT3 desempefiaba un papel crucial en la
promocioén de la diferenciacion de CMC (Tadokoro et al., 2014). En base a estos

estudios, se decidi6 investigar mas a fondo la diferenciacién de CMC. Al analizar
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la categoria de reactoma en la GSEA, se observé que dos subcategorias, el
transporte intraflagelar y el anclaje del cuerpo basal a la membrana plasmatica,
se encontraban enriquecidas en las células control (sh-Luc), en comparacion con
las células ATF4-KD (Figura RII.14, paneles Ay B).
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Figura RIl.14: La ausencia de Atf4 afecta el transporte intraflagelar y el anclaje del cuerpo

basal. Anélisis de GSEA de los datos de RNA-seq de células control (Luc-KD) y células Atf4-KD
contra la lista de dianas transcripcionales (A) del transporte intraflagelar y (B) del anclaje del

cuerpo basal a la membrana plasmatica. Se muestran los valores de la puntuacion de

enriquecimiento (ES).

Dado los resultados obtenidos por el GSEA, en cuanto al transporte
intraflagelar y el anclaje del cuerpo basal, se decidi6 evaluar directamente el
estado de los cilios, que se realizO mediante una inmunofluorescencia en
nuestros cultivos primarios diferenciados. Para ello, se empled el anticuerpo
frente a tubulina acetilada, la cual, se encuentra localizada en el axonema de los
cilios. Posteriormente, se tomaron imagenes de microscopia confocal de tubulina
acetilada en células control y ATF4-KD. Los resultados obtenidos de las
inmunofluorescencias mostraron que no hay cambios aparentes al comparar los
cilios de las células multiciliadas entre las células control y las células ATF4-KD
(Figura RII.15, paneles Ay B)
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Figura RIIl. 15: Estudio del efecto del silenciamiento de Atf4 en la morfologia de los cilios
en células diferenciadas del epitelio respiratorio. Imagenes de miscroscopia confocal de los
nucleo (DAPI, en azul), los axonemas de los cilios (tubulina acetilada, en verde), y los filamentos
de actina (faloidina, en rojo), A) en células control (sh-Luc), B) y células Atf4-KD (sh-Atf4). Las

barras de escala representan 20 um.

A continuacién, se analizaron las posibles diferencias estructurales en los
cilios en las células multiciliadas. Para ello se prepararon monocapas de células
epiteliales de las vias respiratorias para ser observadas mediante microscopia
electronica de barrido (SEM). Los resultados presentados en la (Figura RII.16,
paneles A y B) mostraron que no existen diferencias estructurales importantes
entre las células control y las células ATF4-KD. Sin embargo, en las imagenes
SEM, se pudo observar una membrana apical menos desarrollada en las células
ATF4-KD, y las células secretoras se identificaron mas facilmente en las células
de control (Figura RII.16, paneles A' y B'). Estos ultimos resultados con respecto
a las células secretoras, siguen corroborando el importante papel de Atf4 en la
diferenciacion de las células basales de las vias respiratorias a células

secretoras.
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Figura RII. 16: Estudio del efecto del silenciamiento de Atf4 en la estructura de los cilios en

células diferenciadas. Imdgenes de microscopia electrénica de barrido (SEM) para el andlisis (A
y B) de la estructura de los cilios de los cilios (5.000X), y (A" y B’) la morfologia de las células

secretoras (8.000X).

Para seguir profundizando en el papel de Atf4 en cuanto a las CMC, se
decidi6 investigar las CMC a lo largo del proceso de diferenciacién examinando
el numero de CMC, utilizando la proteina centriolina como marcador. Los
resultados no mostraron diferencias significativas en el numero de CMC entre el
control y las células ATF4-KD en ALI4, ALI5 o ALI6 (Figura RII.17, panel A).
Ademas, la inmunofluorescencia con centriolina, también permitié categorizar las
CMC en el en diferentes tipos que representan diferentes etapas de
diferenciacion (vladar & Stearns, 2007). Estas etapas abarcan la sintesis de
proteinas de la biogénesis del cuerpo basal (Etapa ), la biogénesis del cuerpo
basal (Etapa Il), la migracion y el acoplamiento de los cuerpos basales en la
membrana apical (Etapa lll) y la generacién de cilios moviles a partir de los
cuerpos basales (Etapa V) (vladar & Stearns, 2007). Al analizar estas categorias y
cuantificar el numero de células que se encontraban en las diferentes categorias
de ALI4 a ALIG, se observo un ligero retraso en el ensamblaje de los cilios en las
células ATF4-KD. En ALI6, encontramos aproximadamente el 57 % de los CMC
categorizados como Tipo IV/V en células ATF4-KD en comparacion con el 75 %

en las células de control (Figura RII.17, paneles B-E)
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Figura RIl. 17: El silenciamiento de Atf4 no afecta al numero de CMC, pero si al ensamblaje

ALIS

ATF4 KD
ATF4 KD
ATF4 KD

de los cilios. A) Cuantificacion del nimero total de deuterosomales/CMC durante las etapas
iniciales de diferenciacion. B) Cuantificacion de deuterosomales/CMC en diferentes etapas de
diferenciaciéon en células control y ATF4-KD. El tipo Il/lll son aquellas células con tincién con
centriolina en agregados, mientras que las de tipo IV/V son aquellas células con tinciéon con
centriolina dispersas en la membrana apical. (C-D) Tinciéon con centriolina en control y células
ATF4-KD en ALI 4 (C), ALI 5 (D) y ALI 6 (E). Las barras de escala en C, D y E representan 20
pum. Los valores de P en todas las condiciones se obtuvieron mediante la prueba t de dos colas

(** representa p <0,01 y ns significa que no hay diferencias significativas).

Finalmente, se evalu6 directamente el batido de los cilios en las células
control y las células ATF4-KD en las monocapas epiteliales de las vias
respiratorias, midiéndose la frecuencia del batido de los cilios por segundo
(Figura RII.18). Es importante destacar que no se observo ninguna diferencia
funcional significativa en los cilios entre las células ATF4-KD en comparacién
con las células de control (Figura 3, panel ). En resumen, este analisis de las

CMC permitié concluir que, si bien la deficiencia de ATF4 regula de manera
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negativa el programa transcripcional involucrado en el ensamblaje de los cilios,
pero solo fue observado un leve retraso en la formaciéon de los cilios. Sin
embargo, los resultados muestran que este retraso no afecta la funcién de los

cilios en el epitelio de las vias respiratorias ATF4-KD.

Frecuencia de batido de cilios s-1

Figura RIl. 18: Estudio del silenciamiento de Atf4 en la funcionalidad de los cilios.
Cuantificacién de la frecuencia de batidos por segundo de los cilios en células control (sh-Luc) y
células Atf4-KD (sh-Atf4) n=32.

5. La senalizacion PERK/ATF4 es necesaria para la diferenciacion de
las células secretoras.

Atf4 es un factor de transcripcidn que se activa tras la fosforilacion de
elF2a en el residuo Ser-51. La fosforilacion de elF2a puede estar mediada por
varias quinasas, incluida la quinasa ER similar a PKR (PERK), la proteina
quinasa dependiente de ARN de doble cadena (PKR), la quinasa elF2a regulada
por hemo (HRI) y el control general no desrepresible 2 (GCN2), y cada uno

activado por tensiones celulares especificas (Fessler et al., 2020) . Teniendo en
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cuenta la observacion de una defensa desregulada contra virus, y la disminucion
de los genes marcadores de la poblacién de CS en los datos de RNA-seq, el
objetivo fue investigar si PKR o PERK podrian ser responsables de la activaciéon
transcripcional de Atf4 durante la diferenciacion de CMB. Para abordar esto, fue
empleado un enfoque farmacolégico utilizando el inhibidor de PERK
(GSK2606414) y el inhibidor de PKR (C16) (Figura RI1.19).

(PR ) (PERK)

| —GSK2606414
V v
C16 5

Eif2a

- P
( ATF4) «— Eif2a

Figura RIl. 19: Esquema de la ruta de senalizacion canénica de ATF4. La representacion
esquematica de la via de sefalizacion candnica que involucra a Atf4 y el enfoque farmacolégico

correspondiente empleado.

En este estudio, se utilizé Nutlin3a como control positivo, el cual afecta al
proceso de diferenciacion tanto de CS como de CMC (Garrido-Jimenez et al.,
2021), y se empleé6 DMSO como control negativo ya que no afecta a la
diferenciacion. Después del tratamiento, tanto con Nutlin3a y DMSO , como los
inhibidores de PERK y PKR durante los 14 dias de diferenciaciéon, se evaluaron
los niveles de expresion de ARNm de los marcadores de CMB, CMC y CS. Los
resultados mostraron que el inhibidor de PKR (C16), no afecto significativamente
los niveles de expresion de los marcadores Foxj1 y Mcidas (CMC), Scgbaf,
Scgb3a2 y Spdef (CS) (Figura RII.20, paneles A-G). Por el contrario, el
tratamiento con el inhibidor de PERK (GSK2606414) dio como resultado una
disminucion significativa en la expresion de los tres marcadores de células

secretoras en comparacion con el tratamiento con DMSO (Figura RII.20, paneles
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A-G). En particular, este fenotipo del inhibidor de PERK difirié del observado con
Nutlin3a, donde la regulacion positiva de p53, , conduce a la supresién tanto de
los marcadores de CS como de CMC (Figura RII.20, paneles A-G), mientras que

el inhibidor de PERK solo afecta a la diferenciacion de las CS.
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Figura RII. 20: Analisis de las poblaciones celulares del epitelio respiratorio tras la inhibicién
de PKR y PERK. Niveles de expresion de ARNm en células epiteliales de las vias respiratorias
tratadas con DMSO, GSK2606414, C16 y Nutlin3a. Krt5 y Trp63 para células basales (A y B), Foxjl
y Mcidas para MCC (C y D), Scgblal y Scgb3a2 para células club (E y F) y Spdef para células

caliciformes (G). Se utilizd la expresion de Eifla para normalizar los niveles de expresién, n=8.
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Las columnas representan la media, y las barras de error representan la desviacién estandar
para cada condicion. Las cuantificaciones se hicieron relativas a las condiciones control (DMSO).
Los valores de P en todas las condiciones se obtuvieron mediante la prueba t de dos colas (****
representa p<0,0001, *** representa p<0,001, ** representa p<0,01 y ns significa que no hay

diferencias significativas).

Para investigar mas a fondo la via de sefalizacion de ATF4 aguas arriba,
fueron examinados los niveles de expresion y fosforilacion de elF2a en la serina
51 en células ATF4-KD y células tratadas con el inhibidor PERK, mediante
westerm blot. En estas condiciones experimentales, las CMB tratadas con
GSK2606414 durante los 14 dias de diferenciacion mostraron una mayor
fosforilacion de elF2a en comparacion con las células tratadas con DMSO
durante el mismo periodo de tiempo (Figura RIl.21, panel A). De manera similar,
las células ATF4-KD también exhibieron niveles elevados de elF2a fosforilado
(Figura RII.21, panel B). El elF2a fosforilado (P-elF2a) funciona para reprimir la
traduccién general al inhibir el elF2B, el factor de intercambio de nucledtidos de
guanina responsable de reciclar el elF2 inactivo a su forma activa (Figura RIl.21,

panel C).
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Figura RIl.21: Estudio de la via de sefalizacion de Atf4 mediada por la fosforilacion de
elF2a. (A y B) Imagenes de transferencias Western para elF2a, elF2a fosforilado y vinculina en

células tratadas con DMSO o GSK2606414 (A) y células control Luc-KD y células ATF4-KD (B). (C)

esquema de la ruta de activacién de Atf4 a través de elF2a.

En base a estos resultados, es posible que la inhibicién de la traduccién
general en células ATF4-KD o células tratadas con inhibidor PERK pueda
contribuir al fenotipo de diferenciacion observado. Para estudiar esta posibilidad,
se utilizé ISRIB, un inhibidor de molécula pequefa de la via de respuesta
integrada al estrés (ISR). Se sabe que ISRIB rescata la traduccion general al
facilitar el ensamblaje de elF2B en su forma activa, incluso en presencia de
elF2a fosforilado (Rabouw et al., 2019; Zyryanova et al., 2018). Por lo tanto, se
trataron células de control y ATF4-KD con ISRIB y se analizé el estado de
diferenciacion de las CMB. Se evalué la expresion relativa de los genes
marcadores de las diferentes poblaciones celulares (Krt5, Foxj1, Scgb1al y
Mucbac) y los resultados mostraron que el tratamiento con ISRIB no afecté
significativamente a ninguno de estos marcadores (Figura RIl.22, paneles A-D).

Ademas, el tratamiento con ISRIB en las células ATF4-KD no alter6 el fenotipo
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de ATF4-KD, donde se observo una disminucion de los marcadores de CS
(Figura RIl.22, paneles A-D). Estos resultados sugieren que el fenotipo de
diferenciacion asociado con la deficiencia de ATF4 no se rescata con el
tratamiento con ISRIB, lo que indica que otros factores o vias posteriores a ATF4

pueden estar involucrados en este proceso.

2.0 Foxj1 2.0 Mucbac

2.0 Scgbt1at

1.5

1.0

ke

Expresion relativa

© ©
= =
= =
K K
© °
[ [
c c
O 1.0 0
12} (72}
g o
S S
3 X
Ll L

0.5

Expresion relativa

]

O © &L P
6<<‘> & &
@

<
&

Figura RIl. 22: Analisis de las poblaciones celulares del epitelio respiratorio tras el tratamiento
con el inhibidor ISRIB. Niveles de expresién de ARNm en células epiteliales de las vias
respiratorias tratadas con DMSO e ISRIB. Krt5 para células basales (A ), Foxjl para MCC (B),
Scgblal para células club (C) y Muc5ac para células caliciformes (D). Se utilizd la expresion de
Eifla para normalizar los niveles de expresidon, n=8. Las columnas representan la media, y las
barras de error representan la desviaciéon estandar para cada condicidn. Las cuantificaciones se
hicieron relativas a las condiciones control (DMSO). Los valores de P en todas las condiciones se
obtuvieron mediante la prueba t de dos colas (**** representa p<0,0001, *** representa

p<0,001, ** representa p<0,01 y ns significa que no hay diferencias significativas).

Para validar estos resultados, se realizd un inmunomarcaje, con
anticuerpos para p63, Scgb1a1 y Foxj1 en las monocapas de células epiteliales
de las vias respiratorias tratadas con DMSO, C16, GSK2606414 e ISRIB. De

acuerdo con lo esperado y con los anteriores resultados, no se observé cambios
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significativos en el marcaje de células positivas para p63 o Foxj1 entre las
células tratadas con DMSO, C16, ISRIB o GSK2606414, es decir, el tratamiento
con los inhibidores no afecta a la diferenciacion de CMB a células MCM (Figura

RII.23, paneles A y B), lo cual se corresponde con los resultados previos.

A
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Figura RIl. 23: Los inhibidores de la via de senalizacién canénica de ATF4, no afecta a la
diferenciacién de las CMC en el epitelio de las vias respiratorias. (A) Inmunofluorescencia
para p63 en MTEC en ALI14 tratados con DMSO, GSK2606414, C16 e ISRIB. (B)
Inmunofluorescencia para Foxj1 (B) en MTEC en ALI14 tratados con DMSO, GSK2606414, C16

e ISRIB. Las barras de escala representan 20 ym.

Sin embargo, si se observo que el tratamiento con GSK2606414 disminuia
casi por completo el numero de células positivas del marcaje con el anticuerpo
para Scgb1a1, marcador de CS en el epitelio de las vias respiratorias en
comparacién con los tratamientos con DMSO, C16 e ISRIB (Figura RIl.24,
compare los paneles A y C). Estos resultados respaldan aun mas el papel crucial
de la senalizacion PERK/ATF4 en la diferenciacion de células secretoras,

independientemente de la traduccién general.
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Figura RIl. 24: Estudio del efecto de los inhibidores de la via de sefalizacion canénica de
ATF4, sobre la diferenciacion a CS. Inmunofluorescencia para Scgb1a1 en MTEC en ALI14
tratados con DMSO (A), GSK2606414 (B), C16 (C) e ISRIB (D). Las barras de escala

representan 20 pm.

6. ATF4 se une directamente a elementos reguladores transcripcionales
de genes relacionados con la diferenciacion celular importantes para
el desarrollo epitelial de las vias respiratorias.

En cuanto al epitelio de las vias respiratorias, Atf4 se ha asociado con
condiciones patolégicas del tracto respiratorio. Hay tres ejemplos notables de
esta relacion: i) los objetivos transcripcionales de Atf4 estan regulados

positivamente en pacientes con enfermedad pulmonar obstructiva crénica
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(EPOC) (Aggarwal et al., 2018), ii) la expresion de Atf4 en el epitelio de las vias
respiratorias aumenta durante las infecciones virales, incluidas los causados por
el SARS-CoV-2 (Vanderheiden et al., 2020b), y iii) la via de respuesta de la
proteina desplegada, que involucra a Atf4 y PERK, se activa en un modelo de
lesion pulmonar crénica en roedores. Curiosamente, en este modelo
experimental, los ratones con expresion reducida de Atf4 (Atf4+/-) estaban
protegidos contra la lesién pulmonar (Aggarwal et al., 2018). Con base en esta
informacion y los datos de diferenciacion, se decidié explorar los objetivos

transcripcionales responsables de nuestros fenotipos Atf4.

Para hacer esto, se estudié el papel regulador transcripcional de Atf4
durante la diferenciaciéon de las células de las vias respiratorias, realizando Atf4
chlP-seq en muestras de ALI6 MTEC. Con los datos resultantes, representados
en un diagrama de sectores, se observo que Atf4 estaba unido a multiples sitios
ubicados en regiones distales (azul celeste) y promotoras (amarillo), asi como
intrénicas en un alto porcentaje (naranja). En menor medida se unen a regiones

3UTR y SUTR ( lila y azul oscuro respectivamente) (Figura RII.25).

I 3UTR
I SUTR
[ Distal
_ Downstream
:| Exon
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Figura RIl. 25: Identificacion de las regiones de los sitios de uniéon de Atf4. Representacion

mediante diagrama de sectores, de las regiones donde se encuentran los sitios de union de Atf4.
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También, estos resultados muestran que mas del 30% de estas regiones incluian
un sitio de union a Atf4 candnico, lo que respalda la especificidad del chlP-seq
(Figura RII.26, panel A). A pesar de estar ubicados preferentemente en regiones
distales como se observa en el diagrama de sectores, la densidad de los picos
fue mayor alrededor del sitio de inicio de la transcripcion (TSS) de los genes
(Figura RII.26, panel B). Para profundizar aun mas en este estudio, se realizd un
chlP-seq de muestras en ALI6, tratadas con GSK2606414 para compararlas con
las muestras sin tratamiento, en este caso con DMSO. Los resultados de este
experimento revelaron que las lecturas en los picos de Atf4 detectados
previamente se alteraron profundamente después del tratamiento farmacolégico,
mostrandose asi que GSK2606414 provoco la liberacion de Atf4 de sus sitios de

unién (Figura RII.26, panel C).
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Figura RIl. 26: Andlisis de los sitios de unién de Atf4. (A) Logotipo del motivo Atf4 detectado
en las regiones de los picos, con nimero de regiones y% de los picos. (B) Posicion de los picos
de Atf4 (en pares de bases) alrededor de los sitios de inicio de la transcripcion (TSS) de genes
conocidos. En rojo y azul se representa la sefial cruda y suavizada, respectivamente. (C)
Comparacion de la profundidad de lectura en las regiones del pico Atf4 en muestras de control y

tratadas con farmacos, representadas como un histograma de densidad.

Tras los resultados obtenidos mediante el chlP-seq, se recuperaron los
principales genes candidatos para ser regulados por Atf4 (consulte la seccidn

Materiales y métodos), y se realiz6 un analisis de ontologia genética.
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Curiosamente, se observo una representacion excesiva de genes relacionados
con el reticulo endoplasmico, asi como con la diferenciacion de osteoblastos,

como se observan en la figura RIl. 27.

Positive regulation of osteoblast differentiation- |
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Figura RIl. 27: Andlisis de ontologia génica (GO) de procesos biolégicos en ausencia de
Atf4. Se muestra el enriquecimiento en diversos términos a través de la significancia de genes

desregulados involucrados en cada proceso. Las barras representan el P valor.

En cuanto a la diferenciacion de osteoblastos, implica la transformacion de
osteoblastos inmaduros en osteoblastos maduros, que se encargan de sintetizar
la matriz extracelular 6sea durante la osteogénesis, como el colageno tipo 1 alfa
1 (Col1a1) (Blair et al., 2017). Ademas, se ha demostrado que los osteoblastos
secretan factores como osteopontina, osteocalcina y proteinas morfogenéticas
oseas (BMP), que desempefian funciones cruciales en la mineralizacién osea, la
homeostasis del calcio y las vias de senalizacion celular implicadas en la
osteogénesis (Blair et al., 2017). En base a este conocimiento, se seleccionaron
los genes candidatos de la categoria de diferenciacion de osteoblastos debido a
su relacidon funcional prevista con Atf4, que como se ha visto en apartados
anteriores, juega un papel crucial en la diferenciacion de las células secretoras
(Figura RII. 28).
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Figura RIl. 28: Estudio de las redes de interaccion proteina-proteina: Redes de interaccion
proteina-proteina de Atf4 y proteinas de la ruta de diferenciacion de osteoblastos mediante
analisis STRING.

A continuacioén, fueron analizados los sitios de unidon del chip Atf de este
conjunto de genes relacionados con la diferenciacion de osteoblasto, asi como
su expresion después de GSK2606414. En cuanto a los picos de unién, los
resultados muestran como en Smad5, Bmpr1b, Runx2 y Ptger4 bajaron, ademas
de observarse esta liberacion de atf4 en sus regiones promotoras (Figura RIl. 29,
paneles A, C, E y G). También se observé en estos resultados, que tanto
Smad5 como Bmpr1b disminuyeron su expresion después del tratamiento con
GSK2606414, de manera concomitante con la liberacién de Atf4 de sus regiones
promotoras (Figura RIl. 29, paneles B y D). Sin embargo, se observd en Runx2 y
Ptger4 una liberacion de Atf4 de sus regiones promotoras, pero no una
disminucién de su expresion tras el tratamiento de GSK2606414 (Figura RII.29,

paneles F y H).
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Figura RIl. 29: La unién de Atf4 durante la diferenciaciéon temprana esta relacionada con

las vias de diferenciacion de osteoblastos descritas.

Seguimiento gendémico de lecturas

alineadas en la regién promotora A) Smad5 C) Bmpr1b, E) Runx2 y G) Ptger4 para Atf4 chiP-seq
en MTEC ALI6 tratados con DMSO (arriba) y GSK2606414 (abajo). El cuadro amarillo indica un
pico de Atf4 detectado por MACS2. Niveles de expresion de ARNm en DMSO o GSK2606414
para B) Smad5, D) Bmprib, F) Runx2 y H) Ptger4. Los valores de P en G e | se obtuvieron
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mediante la prueba t de dos colas (*** representa p<0,001, ** representa p<0,01 y ns significa
que no hay diferencias significativas).

La participaciéon directa de Smad5 y Bmpr1B en la diferenciacion de SC
sigue siendo incierta (M. Wu et al., 2016). Asi, los resultados obtenidos en este
trabajo sugieren una posible conexion directa entre Atf4 y la diferenciacion
exitosa de SC, mediada en parte por Bmpr1b y Smad5 (Figura RII. 31). Ademas,
aunque Atf4 y Runx2 han sido ampliamente reconocidos por sus importantes
funciones en la diferenciacion de osteoblastos, como lo demuestran los estudios
de Dobreva et al. 2006 y Xiao et al.2005 no descubrimos el control directo de la
expresion de Runx2 por parte de PERK/Atf4 en el contexto de la diferenciacion
de CS. Estos estudios previos proporcionan pruebas solidas de la participacion
de Atf4 y Runx2 en la diferenciacion de osteoblastos, pero su influencia directa
en las CS de las vias respiratorias aun no se ha dilucidado (Dobreva et al, 2006;
Xiao et al, 2005).
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Figura RIl. 30: Esquema de Atf4 durante el proceso de diferenciacién. Representacion
esquematica que muestra la funcidbn PERK/Atf4 durante la diferenciacion de las vias
respiratorias.

127



7. Papel de PERK/ATF4 en la respuesta inmune.

Como muestran los resultados del apartado 3, mediante la realizacion de un
analisis de expresion de RNA-seq en células control y ATF4-KD durante la
diferenciacion de BSC, se identificaron 180 genes significativamente regulados a
la baja y 379 genes significativamente regulados al alza en ausencia de ATF4
(Figura RII.L10, paneles A y B). Posteriormente, se realizd un analisis de
ontologia génica utilizando el programa “DAVID” para explorar mas a fondo las
implicaciones funcionales de ATF4, revelando este analisis que el programa de
respuesta inmunitaria innata, incluida la respuesta a los virus y la respuesta
celular al interferén, estaba regulado al alza en las células ATF4-KD en
comparacién con las células de control (Figura RII.12). Ademas, estudios
recientes han identificado al factor de transcripcion activador ATF4, como
impulsor clave de la respuesta de citoquinas proinflamatorias y la respuesta
inmunitaria frente al virus SARS-CoV2 (Vanderheiden et al., 2020a). En base a
esto, se decidio realizar un estudid mas exhaustivo de los genes involucrados en
esta respuesta inmune innata, para obtener una mayor compresion del papel que
tiene ATF4. Para ello, se analizé la expresion de Mx1, Mx2, Oas1, Oas2, Oas3,
Irf7, Ift1, Ift2 y Ift3. En los resultados obtenidos, se observd un aumento en la
expresion de los Oas e Irf7 en las células ATF4-KD con respecto a la expresion
de estos en las células control. Sin embargo, en el resto de los genes no se vio
ninguna diferencia significativa. (Figura RII.32, paneles A-l). También, se evalué
la expresion de estos genes tras el tratamiento con GSK2606414, observandose
una reversion de estos aumentos de expresion en las células ATF4-KD,
volviendo a los niveles observados en las células control, (Figura RII.32, paneles
A-l). Estos resultados, respaldan la relacion directa de PERK/ATF4 con la

respuesta inmune innata vista en los resultados anteriores.
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Figura RIl. 32: Estudio del papel de Atf4 y el inhibidor de PERK sobre la sefalizacion en la

respuesta inmune innata. Niveles de expresiéon de ARNm en células epiteliales de las vias
respiratorias control y ATF4-KD tratadas con DMSO y GSK2606414. Los valores de P en todas las
condiciones se obtuvieron mediante la prueba t de dos colas (** representa p<0,01, *

representa p<0,1 y ns significa que no hay diferencias significativas).
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DISCUSION CAPITULO I
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Los resultados obtenidos en este capitulo muestran que ATF4 juaga un
importante papel en el mantenimiento de las poblaciones celulares que
componen las vias respiratorias, en concreto, en la diferenciacion de célula
basales hacia células secretoras. Ademas, se relaciona ATF4 con la regulacion
de la respuesta inmune innata en el epitelio de las vias respiratorias. Sin
embargo, se demostré que ATF4, no juega un papel clave en la diferenciacién de
las células multiciliadas, ni en la funcion de las misma, viéndose relacionado

unicamente en los tiempos de la formacion del cilio.

En cuanto al papel relevante mostrado por Atf4 en la diferenciacion de las
células madres basales de la vias respiratorias hacia células secretoras, otros
estudios han mostrado el papel de diferentes factores de transcripcion
relacionados con este proceso de diferenciacion hacia células secretoras. El
factor de transcripcion proteina 1 de union a X-box (XBP1) es fundamental para
la diferenciacion de las células B en células plasmaticas secretoras activas101.
Ha sido descrito como un componente imprescindible de los programas de
diferenciacion activados a través del receptor de células B, mediante la inhibicion
de represores transcripcionales de la diferenciacion de células plasmaticas,
como el factor regulador de interferéon 4 (IRF4) y la proteina de maduracion
inducida por linfocitos B 1 (BLIMP1)(C. C. A. Hu et al., 2009) . Otras
investigaciones, han revelado una red transcripcional regulada por XBP1 que
involucra genes de diferenciacion clave, como la expresion 1 del musculo, el
intestino y el estémago (MIST1)(Acosta-Alvear et al., 2007), mostrando que el
eje XBP1-MIST1 es necesario para la maduracion de las células zimégenas
gastricas a fin de garantizar una biogénesis de granulos eficiente para permitir la
secrecion de enzimas digestivas(Huh et al., 2010). Ademas, se ha mostrado
también que IRE1a presenta funciones adicionales en la diferenciacion de
células B en la etapa pre-células B, que estan relacionadas con la recombinacion

de genes de inmunoglobulinas(K. Zhang et al., 2005).

Los factores de transcripcion XBP1, IRE1 a y ATF4, son componentes
principales de la respuesta a proteina desplegada (UPR), y se ha demostrado

que la respuesta de proteina desplegada (UPR) juaga un papel clave en el
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proceso involucrado en la homeostasis del reticulo endoplasmico (RE) y la
diferenciacion de las células secretoras. Esto concuerda con los resultados
vistos en este trabajo donde ATF4 al igual que XBP1, juega un papel crucial en
la diferenciacion de células madre basales a células secretoras en el sistema

respiratorio.

Ademas, los resultados de este trabajo, ademas de demostrar el papel de
ATF4 en la diferenciacion de las células secretoras, han mostrado una funcién
transcripcional potencial de ATF4 en la regulacidén de la respuesta inmune innata
en el epitelio de las vias respiratorias. En concreto se ha observado relacién con

la respuesta y defensa a virus, y respuesta a interferén beta.

Hay estudios que muestra esta relacidon entre ATF4 y la respuesta
inmune. La infeccion con SARS-CoV2, predomina una fuerte respuesta de
citoquinas proinflamatorias y citoquinas, entre las que se encuentran interleucina
6 (IL6), el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a) y interleucina 8 (CXCLS),
siendo los impulsores calve de esta respuesta de citoquinas proinflamatorias el
factor de transcripcion Kappa B (NF-kB) y al factor de transcripcién activador 4
(ATF4) (Vanderheiden et al., 2020a). Por otro lado, ATF4 es un elemento clave
en la respuesta a estrés del reticulo endoplasmatico, el cual se ha relacionado
con la respuesta inmune, debido a que contribuye a la patogenia de varias
enfermedades, incluidas la obesidad, la diabetes, el cancer, trastornos
neurodegenerativos y la enfermedades inflamatorias y autoinmunes (So, 2018).
Otros estudios han mostrado que el estrés del RE, induce una respuesta
inflamatoria mediante los factores de transcripcion de UPR, y que esta citoquinas
inflamatorias aumentan la transcripcion de genes relacionados con la respuesta
al estrés del RE, incluido Atf4, Xbp1 y Chop, que ademas son clave en la

apoptosis (Endo et al., 2005).

Como se indicé anteriormente y muestran los resultados tanto ATF4 como
PERK, ambos estan involucrados en la diferenciacion de las células secretoras

en las vias del sistema respiratorio. Ademas, se ha visto que estan relacionados
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con otros procesos de diferenciacion. Estudios recientes han demostrado que la
ruta de sefalizacion PERK-EIF2a-ATF4 regula la diferenciacién y proliferacion
de osteoblastos (K. Zhang et al., 2019). Los osteoblastos se componen de
estructuras subcelulares tipicas, como el reticulo endoplasmico (RE) agrandado,
que expresan muchas proteinas secretadas recientemente sintetizadas que
estan estrechamente relacionadas con la formacién ésea, como la osteocalcina
(Ocn) y el colageno tipo | (Col1a1) (Long, 2011). Otros estudios han observado
que la proteina morfogenética 6sea 2 (BMP-2) induce un estrés leve en el RE,
relacionado con la sefializacion de PERK-EIF2a en los osteoblastos, y regula la
expresion de genes relacionados con la formacién 6sea, como Ocn, a través del
factor de transcripcion ATF4 (Saito et al., 2011a). ATF4 desempena funciones
clave en la proliferacion y diferenciacion de osteoblastos mediante su regulacion
transcripcional de genes clave implicados en la formacién ésea (Ocn, Col1a1,
Osterix, VEGF, etc.) (X. Yang et al., 2004; K. Zhu et al., 2013). Ademas, también
se ha demostrado que la proteina PTH (hormona paratiroidea) aumenta la
expresion de ATF4 en los osteoblastos. La PTH induce estrés en el RE y regula
la expresion de ATF4 a través de la senalizacion PERK-EIF2 relacionada con el

estrés del RE en los osteoblastos (K. Zhang et al., 2019).

Algunos investigadores han demostrado que la via de sefial PERK-elF2a-
ATF4, ademas de estar involucrada en la diferenciacion de los osteoblastos
(Saito et al., 2011b), también lo esta en la diferenciacion de las células del
ligamento periodontal (S. Y. Yang et al., 2016). Dados los efectos del estrés del
RE sobre la osteogénesis, existen algunas similitudes entre la odontogénesis y la
osteogénesis, y se ha visto que la via PERK-elF2a-ATF4 esta involucrada en la
diferenciacion odontoblastica de las DPC (células de la pulpa dental) (L. Li et al.,
2022). ATF4 también ha sido relacionado con la diferenciacion del tejido de las
glandulas mamarias. En este caso se ha demostrado que ATF4 independiente
de PERK, esta involucrado en el mecanismo de diferenciacion celular, ya sea
directa o indirectamente, a través del control de la expresion de receptores de
hormonas lactogénicas en el tejido de las glandulas mamarias (Yonekura et al.,
2018).
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Por ultimo, en los resultados de este trabajo obtenidos mediante chlP-seq
de ATF4, se observaron multitud de picos de uniéon de este factor de
transcripcion. A pesar de estar ubicados preferentemente en regiones distales, la
densidad de los picos fue mayor alrededor del sitio de inicio de la transcripcion
(TSS) de los genes, y mediante un analisis de ontologia de estos genes
candidatos a ser regulado por Atf4, se observo una representacion excesiva de
genes relacionados con el reticulo endoplasmatico y con la diferenciacién de
osteoblastos. En este estudio nos centramos en el conjunto de genes
involucrados en la diferenciacion de osteoblasto, mostrando una relacion directa

de Atf4 con Smad5 y Bmpr1B en el epitelio de las vias del sistema respiratorio.

Sin embargo, ATF4 es un factor de transcripcion inducido por estrés que
controla la expresion de una amplia gama de genes adaptativos que permiten a
las células soportar periodos de estrés, como hipoxia o limitacion de
aminoacidos. Sin embargo, en condiciones de estrés persistente, ATF4
promueve la induccién de apoptosis (Wortel et al., 2017). Estas vias inducidas
por el estrés son la respuesta de la proteina desplegada (UPR) activada por el
estrés del RE (Y. Ma & Hendershot, 2004), la respuesta celular a la baja niveles de
oxigeno (Harris, 2002) y la respuesta de aminoacidos (AAR) activada por la
privacion de aminoacidos (Kilberg et al., 2009). Curiosamente, cada una de estas
vias comparte una proteina efectora comun, ATF4. Este factor de transcripcion
es el regulador maestro de la respuesta celular al estrés. La mayoria de sus
genes diana estan implicados en diversas vias de recuperacion que promueven
la supervivencia celular, pero otros preparan la célula para la apoptosis (Wortel
et al., 2017).

El factor de transcripcion ATF4, como mencionamos anteriormente, se
une directamente y controla la expresion de genes diana implicados en
respuestas adaptativas o en la induccién de apoptosis. ATF4 induce GADD34, lo
que conduce a un circuito de retroalimentacidn negativa que implica la
desfosforilacion de elF2a y la restauracion de la traduccion (Novoa et al., 2003).
La sefalizacion de ATF4 también se cruza con la via del objetivo de la
rapamicina (mMTOR) en los mamiferos, que detecta la disponibilidad de
aminoacidos y activa la sintesis de proteinas (Guan et al., 2014). ATF4 mejora la

actividad de mTOR al aumentar la disponibilidad de aminoacidos a través de la
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autofagia y al regular positivamente los genes adaptativos (X. Yu & Long, 2015). Por
el contrario, ATF4 induce la expresion de los represores de mTOR, como
SESN2, DDIT4 y REDD1 (Guan et al., 2014). Otros estudios han demostrados,
que la dimerizacion de ATF4 con la proteina homdloga de C/ EBP (CHOP) se
asocié con el cambio a la sefalizacién proapoptética (Teske et al., 2013)
regulando mediadores de la apoptosis como BCL2 y BIM. Sin embargo, también
se ha visto que ATF4 puede inducir apoptosis en lineas celulares cancerosas
independientemente de CHOP(Teske et al., 2013).
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CONCLUSIONES CAPITULO I
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La regulacion de los niveles de Atf4 juega un importante papel en el
mantenimiento del balance de las poblaciones celulares que componen
las vias respiratorias. Concretamente, Atf4 actuaria en la diferenciacion de

células basales hacia células secretoras.

Atf4 presenta una importante funcion transcripcional en la regulacion de la
respuesta inmunitaria innata en el epitelio de las vias respiratorias.

La deficiencia de ATF4 regula a la baja el programa transcripcional
involucrado en el ensamblaje de los cilios, causando un leve retraso en la
formacion de los cilios, pero no afecta la funcion de los cilios en el epitelio

de las vias respiratorias.

La sefializacion PERK/ATF4 juega un papel crucial en la diferenciacién de
células secretoras.

La senalizacion de PERK/ATF4 muestra una relacion directa con la
respuesta inmune innata.
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MATERIALES Y METODOS

143



144



1.

1.1.

Desarrollo del kit de detccion

Diseino de los vectores para el kit de deteccién.

Para el disefio de los vectores, en primer lugar, se busco el transcrito de la

proteina spike, que fue obtenida de la base de datos NCBI (National Center for

Biotechnology Information). Una vez obtenida, se identificaron y localizaron dos

de las principales mutaciones E484K y N501Y, tras lo cual mediante el programa

snapgene fueron introducidas en la secuencia del transcrito de spike, se

introdujeron en un vector,

ThermoFisher Science (Figura M.1)

(2477) Xmnl

BStAPI (372)
/

EcoRI (428)

21AACWPD_3008130_E484K
2793bp

BstXI (813)
(1948) Bpn
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Drdl (1093)
1500

(1293PspFl BseYl (1289)

los cuales fueron mandados a sintetizar a
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(2477) Xmn|
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(2248pvul

21AACWOD_3008129_N501Y
2793bp

BstX (813)

Col E1 origin

Drdl (1093)
1500

(1293PspFI BseYl (1289)

Figura M.1: Esquema de las construcciones para el kit. A) vector E484K, B) vector N501Y

1.2. Diseno de las pajeras de cebadores.

Las secuencias de los cebadores utilizados para la deteccion del SARS-
CoV2 y sus variantes, se disefiaron con el programa de snapgene, afiadiendo en
estos cebadores las mutaciones en diferentes posiciones. Todos los
oligonucledtidos fueron disefiados con una temperatura de hibridacion de 60°C y
un tamano de entre 18 y 25 nucledtidos. Las secuencias disefiadas para este kit

se recogen en la tabla M.1
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Tabla M.1: : Listado de oligonucledtidos utilizados como cebadores en RT-gPCR

E484K-WT GGTAGCACACCTTGTAATGGTGTTG

E484K-V1 GGTAGCACACCTTGTAATGGTGTTA

N501Y-WT CTTTACAATCATATGGTTTCCAACCCACTA
N501Y-V1 CTTTACAATCATATGGTTTCCAACCCACTT
Reverse-comun CATTGAAGTTGAAATTGACACATTTGTTTTTAACC

1.3. RT-PCR en un paso.

El analisis de los niveles de expresion del SARS-CoV2 y sus variantes se
realiz6 mediante la cuantificacion del ARN mensajero (ARNm) presente en las
muestras, en concreto, en muestras de aguas residuales. Para ello se sometio a
una reaccion de retrotranscripcidon para sintetizar el ADN complementario
(ADNCc), usado como molde para la PCR posterior. Todo este proceso se realizd
en un unico paso, usando el kit SuperScript Ill One-Step RT-PCR System with
Platinum Taq High Fidelity DNA Polymerase (Invitrogen, #12574-030) siguiendo
las instrucciones del fabricante. Este kit consistié en un primer paso de “sintesis
de ADNc y pre-desnaturalizacién” que consta de un ciclo compuesto por uan
incubacion de 30 minutos a 45-60°C y 2 minutos 94°C. Posteriormente se
realizaron 40 ciclos para la amplificacion del fragmento de interés, y cada cual
estaba compuesto por desnaturalizacion (15 segundos a 94°C), anillamiento (30
segundos a 55-66°C), y extension (1 minuto/Kb a 68°C). Para esto se us6 1ug de
ARN, 28ul de la master mix del kit y hasta 50ul de agua destilada.

Tras este proceso de RT-PCR en un paso, se realizo la purificacion del
ADN, utilizando el kit NucleoSpin Gel and PCR Clean-up (Macherey-Nagel,

#740609.250) siguiendo las instrucciones del fabricante.

Después de la purificacion del ADN amplificado de las muestras, el
analisis de la expresion se llevd a cabo mediante PCR cuantitativa (QPRC,

Quantitative Polymerase Chain Reaction), utilizando el kit PowerUp SYBR Green
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Master Mix (Applied Biosystems #A25742), siguiendo el protocolo establecido

por el fabricante.

Se uso 1ul de cada muestra del ADNc sintetizado en el paso anterior, que
fue transferido a una placa de 96 pocillos (MicroAmp EnduraPlate Optical 96-
Well, Applied Biosystems, #4483354). En un tubo a parte se preparé una mezcla
de 2ul de agua mili-Q, 2ul de la mezcla de cebadores especificos para cada
mutacion, los cuales vienen de un stock a una concentracion 100uM y 5ul de la
master mix del kit, (9ul en total) que se afiadieron sobre las muestras de ADNc.
Se realizaron duplicados técnicos de cada muestra. El protocolo de gPCR
utilizado consistio en un primer paso de desnaturalizacion a 95° durante 10
minutos, seguida de una repeticion de 50 ciclos, cada uno de los cuales consistio
en las tres etapas siguientes: desnaturalizacion de ADN a 95°C, hibridacién de
los cebadores al ADN molde a 60°C, y extension de la nueva cadena de ADN,
paso tras el cual es medida la sefial fluorescente en cada pocillo. Una vez
terminada la reaccidon, se incluyd un paso para analizar la temperatura de
desnaturalizacion de cada producto de PCR, con el fin de comprobar la
presencia de un unico producto, validando asi la especificidad de los cebadores.
Para ello se mido la emision de fluorescencia de SYBR Green durante el cambio
paulatino de temperatura de 60°C a 95°C. el equipo empleado fue el

termociclador QuantStudio 3 de Applied Biosystems.

Para la cuantificacion, se determin6 el ciclo en el cual, cada muestra
superé un determinado umbral de fluorescencia (Ct). Las secuencias de los

cebadores utilizados en la gPCR son las mencionas en el apartado enterior.

2. Modelo munino (Mus Musculus).

En este estudio, para ver el papel de ATF4 en el epitelio del sistema
respiratorio de vertebrados, se utilizd células progenitoras de la traquea de ratén.
Los ratones usados en esta tesis doctoral se obtuvieron del Centro Usuario de
Animales de Experimentacién de Caceres. Estos ratones presentaban un fondo
genético wild-type C57BL/6J, y las células se aislaron a partir de ejemplares

adultos y sanos, tanto de hembras como de machos.
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2.1. Obtencion de las células progenitoras de traquea de ratén.

Para la obtencion de las células progenitoras de las vias respiratorias de
ratén, los animales fueron sacrificados por dislocacion cervical, sin dafiar el tejido
de la traquea en este paso, prestando sumo cuidado. Una vez sacrificados, los
ratones se inmovilizaron y rociaron con etanol 70% (Panreac, #131086.1211)
para evitar y prevenir contaminaciones. A continuacion, se realiz6 una pequefia
incision en la piel por debajo del esterndn, y se separo la piel del tejido conjuntivo
con ayudas de unas tijeras, para después cortarla longitudinalmente, dejando asi
visible la caja toracica y la region donde se situa la traquea. Posteriormente, se
realiz6 un corte en el tejido muscular que envuelve la traquea, y una vez
liberada, se separé mediante un corte transversal por encima de la laringe y otro
por encima de los pulmones, obteniendo asi una seccion de 7.5mm
aproximadamente. Estas secciones de traqueas se transfirieron a un tubo con
medio Ham'’s F12 (Gibco, #11765-054) suplementado con
penicilina/estreptomicina (P/S, Gibco, #15140-122) al 1% a 4°C mientras se
continuaba con el resto de las disecciones. Una vez aisladas, las traqueas fueron
transferidas a una placa de Petri con el mismo medio y se limpiaron bajo lupa
con el fin de retirar los vasos sanguineos y el tejido conectivo adherido a la

traquea. Después, se eliminé la laringe y se abrio la traquea longitudinalmente.

Tras la extraccion y limpieza de las traqueas, las secciones fueron
transferidas a un tubo estéril, e incubadas toda la noche en agitacion en una
solucion de pronasa (Roche, #10165921001) a 1,5mg/ml diluida en medio Ham's
F12 con P/S 1%, para disgregar el tejido (se utilizé 15 ml de medio para 20
traqueas). Pasado este tiempo de incubacién, se anadié a la suspension del
medio con las células el 10 % de suero fetal bobino (Fetal Bovine Serum,
FBS.Gibco, #10500-064) para detener la digestion llevada a cabo por la pronasa.
Después, se colectd el medio, y los restos de tejido de las traqueas se lavaron
con medio Ham’s F12 para recuperar mas células, transfiriendo todo el
sobrenadante a un mismo tubo, y centrifugandolo a 1000xg durante 5 minutos.
Tras la centrifugacion, las células fueron resuspendidas en Ham’s F12 con
DNAsa de pancreas bovino (Sigma, #DN25) a 0,5mg/ml, e incubado a

temperatura ambiente durante 10 minutos, para eliminar las hebras de ADN en
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las que pueden quedar retenidas las células (se utilizaron 10 ml para las células
obtenidas de las 20 traqueas). Transcurridos los 10 minutos de la digestion, se
volvieron a centrifugar bajo las mismas condiciones, y se resuspendieron las
células en medio de expansion de células respiratorias, Pneumacult ExPlus
completo (StemCell, #05041). Se afiadieron 3 ml por cada placa de cultivo
utilizada, y este medio se suplementé con inhibidores de la ruta de TGFB/SMAD
para inhibir la diferenciacion de las células basales, ademas de para promover la
proliferacion celular: 1uM DMH-1 (Tocris, #4126) y 1uM A83-01 (Tocris, #2939).
Ademas, se afiadio el inhibidor de apoptosis Y-27632(StemCell, #72304) a una

concentracion 10uM.

La suspension de células fue sembrada en placas de cultivo primario
Primaria plates (Corning, #353802), las cuales favorecen la rapida adhesién de
los fibroblastos procedentes del tejido conectivo, y de esta forma son retirados
de la suspension celular. Se utilizaron dos placas Primaria plate para las células
procedentes de las 20 traqueas. La suspension celular se incubo en estas placas
durante 4h, a una temperatura de 37°C y al 5% de CO2. Pasado este tiempo de
incubacion, las células no adheridas fueron transferidas a placas de cultivo de
60mm (Falcon, #353004) previamente tratadas durante al menos 4h con una
solucion de colageno (Gibco, #A10483-01) a 50ug/ml, preparada en acido
acético 0.02N (Fluca, #34254). Para la expansion celular, el cultivo fue pasado
de las placas de cultivo primario a ocho placas de 60mm pretratadas, por lo que
se afnadio el medio de cultivo restante suplementado con los inhibidores de
diferenciacion y apoptosis anteriormente mencionados. Se dejo que las células
de adhirieran durante toda la noche, y transcurrido este tiempo se realizd un
lavado con PBS para retirar las células muertas y un cambio de medio
(Pneumacult Explus completo, suplementado con Ilos inhibidores de
diferenciacion y apoptosis). En este momento, se consideréo que las células
basales se encuentran en pase 0. El medio de estos cultivos fue renovado cada

dos dias, y las células se mantuvieron en el incubador a 37°C y al 5% de CO:..
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2.2. Cultivo primario de células de traquea. Expansién y diferenciacion.

Una vez que el cultivo de células basales alcanz6 una confluencia del 70-
80% de la placa, en aproximadamente 4-5 dias, se lavaron dos veces con PBS y
se incubaron durante unos 15-20 minutos con PBS-EDTA 0,02% (Fisher,
#010700153) a 37°C, para promover la separacion de las uniones célula-célula.
Transcurrido este tiempo, se retird el PBS-EDTA 0,02% y se afiadié acutasa
(Corning, #25058051), la cual se incubd a temperatura ambiente hasta que las
células se despegaron de la placa, obteniéndose una suspensién celular. Por
ultimo, se afadié medio Pneumacult Explus, y la suspension fue centrifugada a
1000xg durante 5 minutos, resuspendiéndose después en el mismo medio y
dejando asi el cultivo preparado para la realizacion de los diferentes

experimentos.

Para promover la diferenciacion del epitelio pseudoestratificado a partir de
las células progenitoras de las vias respiratorias de ratdn, se uso el sistema de
cultivo ALI (Air-Liquid Interface), en el cual las células se sembraron sobres unas
membranas porosas fijadas a un soporte de plastico en forma de cesto, que se
introduce en los pocillos de una placa de cultivo multipocillo. Las membranas
porosas insertadas al soporte de plastico, denominadas transwells (Corning,
#3460), fueron tratadas previamente con colageno 50ug/ml en acido acético
0.02N durante un tiempo minimo de 4h, y después fueron lavadas con PBS
antes de afadir la suspension celular. Al comenzar este sistema de cultivo, la
suspension celular se anadidé en la camara superior. En la camara inferior fue
afadido Pneumacult ExPlus, hasta cubrir la base del soporte de plastico. Las
células fueron sembradas a una confluencia de 9x10* células/cm?, y tras
incubarlas toda la noche se renové el medio de la camara superior, con el fin de
retirar las células no adheridas. El medio de las dos camaras se renovo cada dos
dias hasta que las células tapizaron por completo la membrana porosa (en torno
a 4 dias).
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Transcurrido este tiempo, el medio de la camara inferior se sustituy6 por
medio de diferenciacion ALl (Stemcell, #05002), mientras que en la camara
superior el medio de cultivo se retird para simular la organizacion del tejido en las
vias respiratorias, donde las células se encuentran en contacto con el aire en su
cara apical, y en contacto con la lamina basal del epitelio en su region basal.
Este sistema de cultivo se esquematiza en la figura M.2. El cultivo en ALI se
mantuvo durante 14 dias, tiempo en el que las células progenitoras completaron
la diferenciacion del epitelio pseudoestratificado. Durante este proceso, el medio

inferior fue renovado cada 2 dias.

4-5 dias 4 dias 14 dias
Fos
— s = 2 S >
Expansién Pocillo con transwell Air-liqued interface (ALI)
Ik
™ Células basales 2 Células multiciliadas 0 Células secretoras

Figura M.2: Representaciéon esquemdtica sistema de cultivo y diferenciacion de las células

progenitoras de las vias respiratorias de raton.

2.3. Cultivos 3D: Organoides de traquea de ratén.

Para la generacion de cultivos 3D a partir de células progenitoras de las
vias respiratorias de raton, las células se expandieron previamente en
Pneumacult ExPlus suplementado con los inhibidores de diferenciacion y
apoptosis como se detalla en el apartado anterior. Debido a que la matriz de gel
utilizada en este proceso solidifica a temperatura ambiente, fue necesario enfriar
previamente la placa multipocillo donde se sembraron las células, ademas de las
puntas de pipetas y tubos Eppendorf. Antes de resuspender las células, se
preparé una mezcla de matrigel reducido en factores de crecimiento (Corning,
#354230) al 30% en medio de expansioén frio. Una vez preparada la mezcla fue

dispensada en los pocillos necesarios para cada experimento. Para un pocillo de
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una placa de 96 pocillos, se utilizé un volumen total de 100pl (30ul de matrigel y
70ul de Pneumacult ExPlus). Tras dispensar todos los pocillos necesarios para el
experimento, la placa fue incubada a 37°C durante 15 minutos, para dejar asi

que solidifique el matrigel.

Las células fueron despegadas de las placas de expansion vy
resuspendidas como se ha descrito anteriormente. Una vez contado el numero
de células, se prepard una suspension celular en Pneumacult con matrigel al 2%,
suplementada con el inhibidor de apoptosis Y-27632 a 20uM. Esta suspension
fue dispensada sobre los pocillos con el matrigel al 30%, y trascurridas 8-16h las
células se situan dentro de esta fase mas densa. En los experimentos realizados
en esta tesis se plaquearon entre 300 y 500 células por cada pocillo de una
placa de 96 pocillos. El medio superior se renové cada 2 dias, y las células se
cultivaron durante 5 dias, tomando imagenes del crecimiento de los organoides
para su cuantificacion a dia 1,3 y 5 con el microscopio EVOS Floid Cell Imaging

Station (Invitrogen).

'CeI‘uI'aS ba'sales Células basales FormaC|9n de Formacién del
individualizadas colonias lumen
L]
Matrigel 2%
@ N 2-3 dias 1-2 dias
— , — —
Matrigel 30%

300-500 células

Figura M.3: Representacion esquematica sistema de cultivo de organoides de las vias

respiratorias de raton.

3. Células de bronquio humano.
Las células humanas utilizadas en esta tesis proceden de biopsias de

bronquio de donantes sanos, y fueron obtenidas a través del Biobanco de Area
de Salud de Badajoz (ref.B.0001437).
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3.1. Obtencién y cultivo de células progenitoras de bronquio humano.

Las muestras de biopsias de bronquio humano fueron recibidas en PBS, y
lavadas dos veces con el mismo tampon. Una vez se lavaron, se retird el PBS y
las muestras se resuspendieron en pronasa a 1mg/ml, preparada en medio
Ham’s F12 con P/S 1%, para disgregar el tejido y liberar las células progenitoras.
A esta mezcla se anadid DNAsa 0,5mg/ml, la cual elimina las hebras de ADN
procedentes de las células muertas. Posteriormente, las muestras fueron
incubadas en esta solucién toda la noche a 4°C, y después se centrifugaron a
100xg durante 5 minutos. Una vez centrifugadas, se retird el sobrenadante y las
células se resuspendieron en Pneumacult ExPlus con los inhibidores de
diferenciacion y apoptosis DMH-1 1uM, A8301 1uM y Y-27632 10uM. A
continuacion, las células se sembraron en 2 placas de 60 mm tratadas con
colageno a 50ug/ml. El medio se fue renovando cada 2 dias hasta que la
monocapa de células se resuspendieron utilizando PBS-EDTA y acutasa,
siguiendo el protocolo descrito para las células de raton, quedando asi listas

para plaquear en los diferentes experimentos.

Para los experimentos con células diferenciadas se lleva a cabo el mismo
protocolo de cultivo ALI ya descrito para las células de traquea de ratén. En el
caso de las células humanas, en los franswells previamente tartados con
colageno, se sembraron 5x10* células/cm?, y el cultivo se mantuvo en medio en
medio de expansiéon Pneumacult ExPlus suplementado con lo inhibidores de
diferenciacion y apoptosis durante aproximadamente 7 dias, tiempo en el cual, la
monocapa tapizé por completo la membrana pororsa. En ese momento, fue
retirado el medio de la camara superior, mientras que en la camara inferior fue
sustituido por medio de diferenciacion ALI, y se renové cada 2 dias hasta que
concluyo la diferenciacién del cultivo, que en el caso de las humanas fueron 21
dias. Para la eliminacién del moco producido por el cultivo segun avanzoé la
diferenciacion, la camara superior fue lavada cada 2 dias con PBS, incubando 5

minutos a 37° y retirdndolo después.
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4. Tratamientos en cultivos celulares.

Los reactivos quimicos empleados en esta tesis se prepararon siguiendo
las indicaciones de cada fabricante. En el caso de los cultivos control, éstos
fueron incubados con los volumenes correspondientes del solvente. A

continuacion, se detallan los principales reactivos utilizados:

- GSK2606414 (Tocris, #5107) Es un selectivo y potente
inhibidor de la proteina quinasa PERK. Inhibe la fosforilacion de dicha
proteina. Fue utilizado en los cultivos de células del sistema respiratorio

tanto en expansion como en diferenciacion, asi como en cultivos 3D.

- Trans-ISRIB (Tocris, #5284) Es un potente inhibidor de la
respuesta integrada al estrés (ISR); revierte los efectos de la fosforilacion
de elF2a y restaura la capacidad de traduccién celular. Actua sobre las
interacciones entre las quinasas elF2a y elF2B, y bloquea la produccion
de ATF4 sin alterar las respuestas de IRE1 o ATF6 in vitro. Fue utilizado
en los cultivos de células del sistema respiratorio tanto en expansion

como en diferenciacién, asi como en cultivos 3D.

- C16 (Tocris, #56382) Es un potente inhibidor de la quinasa
PKR. Fue utilizado en los cultivos de células del sistema respiratorio tanto

en expansion como en diferenciacion, asi como en cultivos 3D.

5. Silenciamiento genético.

Para estudiar el papel de ATF4 en las células epiteliales de las vias
respiratorias, se generaron construcciones lentivirales que contenian las
secuencias de ARN de interferencia (short hairpin RNA, shRNA), que median el
silenciamiento de la expresion de estas proteinas a través de la degracion de su
ARN mensajero. Para la generacion de estas construcciones, se accedid a la

secuencia de los transcritos de estos genes, se diseiaron las secuencias de
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ARN de interferencia y se clonaron en el vector lentiviral, que posteriormente fue
transfectado junto a otros dos vectores de empaquetamiento en la linea celular
HEK293 para la produccién de lentivirus. Una vez producidos, fueron
concentrados y los cultivos primarios infectados para el silenciamiento especifico

de las proteinas.

5.1. Generacion del vector lentiviral. Clonacion.

La secuencia del transcrito ATF4 fue obtenida de la base de datos de
NCBI (National Center for Biotechnology Information). Una vez obtenidas, se usé
la herramienta de disefno de secuencias de shRNA del GPP Web Portal (Broad
Institute), mediante la cual se obtuvieron varias secuencias candidatas para el
transcrito. Las secuencias fueron escogidas en funcidon del nivel de
silenciamiento que reportaron en la validacion de éstas. Ademas de las regiones
complementarias al transcrito, que comprenden los 21 pares de bases centrales
y que generaran la horquilla de ARN, la coleccién del GPP Web Portal contiene
secuencias para la clonacién en el vector lentiviral comercial pLKO.1. Estas
secuencias hibridan con los extremos generados por las enzimas de restriccion
Age | (New England Biolabs, #3552L) y EcoRI (New England Biolabs, #31015),
que se utilizaron en este protocolo de clonacién. Fueron seleccionadas tres

secuencias de shRNA para el gen ATF4, que se detalla a continuacion:

Tabla M.2: Secuencias para Atf4 (Codigo del transcrito: NM_ 001287180.1)

shRNA F CCGGCGGACAAAGATACCTTCGAGTCTCGAGACTCGAAGGTATCTTTGTCCGTTTTTG
: R ' AATTCAAAAACGGACAAAGATACCTTCGAGTCTCGAGACTCGAAGGTATCTTTGTCCG

shRNA F CCGGCTAGGTCTCTTAGATGACTATCTCGAGATAGTCATCTAAGAGACCTAGTTTTTG
2 R ' AATTCAAAAACTAGGTCTCTTAGATGACTATCTCGAGATAGTCATCTAAGAGACCTAG

shRNA F CCGGCCAGAGCATTCCTTTAGTTTACTCGAGTAAACTAAAGGAATGCTCTGGTTTTTG
s R ' AATTCAAAAACCAGAGCATTCCTTTAGTTTACTCGAGTAAACTAAAGGAATGCTCTGG
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Una vez recosntituidas las secuencias a una concentracion 100uM, estas
parejas de oligonucleétidos se anillaron siguiendo el protocolo 70878 plKO.1-

TRC protocol del repositorio Addgene:

- 2ul oligonucledtido F (IDT)

- 2ul oligonucledtido R (IDT)

- Sul tampon 2 10X NEB (New England Biolabs, #E702S)
- Hasta 35ul con ddH20

Esta mezcla fue incubada en el termociclador con el siguiente programa:

1. 4 minutos a 95°C
2. Ramp down de -5°C cada 1 minuto hasta 20°C

El vector lentiviral utilizado en esta tesis fue cedido por Miguel Fidalgo, y
presenta una modificacion sobre el vector comercial, debido a que contiene la
proteina fluorescente mCherry a modo de proteina reportera, con lo que se
puede verificar la transfeccion de las células de empaquetamiento para la
produccion de lentivirus, asi como la infeccion de las células de las vias

respiratorias.
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Figura M.4: Esquema del vector utilizado para la clonacién de las secuencias de ARN de

interferencia.

vestor pLKO.1-mCherry fueron digeridos con las enzimas de restriccion Agel y
EcoRlI, segun las especificaciones de la casa comercial, y purificados utilizando
el kit Nucleospin (Macherey-Nagel, #740609.250). una vez purificado, se

procedié a la ligacion entre las secuencias anilladas y el vector lentiviral cortado

Age | EcoRI

Ués

/

§-CCGGruamuooooooC TCGAGoonooooooooooooooox TTTTT-3*
GGLOO0000a00000000000NGAGT TCOO0HOGEEO00CO0O0NAAAAA

l,".i."..r,...

pLKO.1 mCherry

De forma simultanea al anillamiento de las secuencias de ARNi, 7,5ug del

mediante el siguiente protocolo:
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- 10ul de tampon Quick ligase 2X (New England Biolabs,
#M2200L)

- 1ul T4 DNA ligase (New England Biolabs, #M0201S)

- Hasta 20ul con ddH20

Mediante este disefio, las secuencias de ARNi quedan bajo el promotor

U6, el cual promueve la transcripcion.

Tras la ligacidén, se transformaron bacterias competentes Stb/3
(Thermoscientific, #7373-03), que fueron crecidas toda la noche en placas con
ampicilina 100ug/ml (Sigma, #A0166-5G), después se realizaron cultivos liquidos
de éstas para proceder a aislar el ADN plasmidico utilizando el kit de purificacion
Plasmid miniprep kit (Thermoscientific,#k0503). Una vez purificadas, las
construcciones fueron secuenciadas en el Servicio de Técnicas Aplicadas a las
Biociencias (STAB) de la UEx. El cebador utilizado para la secuenciacion de los
plasmidos pLKO.1 fue: 5GACTATCATATGCTTACCGT-3’ (IDT). Tras secuenciar
los fragmentos, los clones seleccionados fueron crecidos en cultivos de 100ml o
500ml para extraer el ADN plasmidico por Midiprep o Maxiprep respectivamente
mediante el kit NucleoBond Extra Midi (Macherey-Nagel, #740410.50) o
NucleoBond Extra Maxi (Macherey-Nagel, #740414.50).

5.2. Produccion de particulas lentivirales.

Para el empaquetamiento de los vectores de ARNi en particulas
lentivirales, se utilizdé la linea celular KEK293T, cedida por el laboratorio de
Miguel Fidalgo. Esta linea celular fue mantenida en medio DMEM (Gibco,
#21969-c35), suplementado con FBS al 10%, mas L-GIn 1% (Gibco, #25030-
024) y P/S 1%. El dia previo a la transfeccion de los vectores lentivirales, se
plagued 9x10° de células HEK293T en placas de cultivo de 150mm (Falcon,
#353025) (tantas placas como construcciones de ARNi se deseen producir), y se

dejo crecer durante toda la noche, hasta alcanzar un confluencia del 60-70%.
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Ademas de las construcciones generadas en el apartado anterior, para la
produccion de particulas lentivirales fueron necesarias otras dos construcciones
mas: el vector psPAX2 (Addgene, #12260), que codifica para proteinas
lentivirales de empaquetamiento (Gag-pol-Rev), y el vector pMD2.G (Addgene,
#12259), que contiene la informacion para generar proteinas de la envoltura
virica (VSV-G). en los experimentos de silenciamiento con ARNi, se utilizé como
control negativo un vector lentiviral que contiene como diana una secuencia del
gen Photinus pyralis que codifica para la proteina Luciferasa (GenBank n°
M15077), ademas de la proteina fluorescente mCherry, vector cedido por el

laboratorio de Miguel Fidalgo.

Una vez que el cultivo celular alcanzé la confluencia deseada, se utilizé el
meétodo de la polietilenamina (PEIl) (Sigma, #919012) para cotransfectar las
construcciones anteriormente descritas, necesarias para la produccion de
lentivirus. Para ellos se preparé una mezcla de los vectores lentivirales pMD2.G
y psPAX2 en NaCl (Panreac, #131659.1214) 150mM, ademas de la construccion
generada para cada uno de los ARNi. Se prepard 1,6ml de NaCl 150mM en los
que se resuspendio 20ug tanto del vector de empaquetamiento como el de la
envoltura, y 40ug de las construcciones de pLKO.7-ARNi. En otro tubo con el
mismo volumen de NaCl 150mM, se afadieron 16ul de PEI 5X, se mezclardn
con la solucion de ADN anterior y, tras una incubacién de 30 minutos a
temperatura ambiente, se dispensaron por goteo sobre el medio de cultivo fresco
de las placas de HEK293T. Las células se incubaron a 37°C y al 5% de CO2
durante toda la noche y transcurrido este tiempo, el medio fue reemplazado por

medio fresco.

Después de otras 24h de incubaciéon (48h desde el momento de la
transfeccion), el medio fue colectado y este sobrenadante con las particulas
viricas se concentré6 mediante centrifugacion en los filtros Amicon Ultra 100KDa
(Merk, #UFC910096) durante 30 minutos a 3.500xg. Los concentrados de
lentivirus fueron alicuotados en volumen reducido (75ul) para evitar ciclos de
descongelado-recongelado. Este proceso se realizé nuevamente a las 72H
después de la transfeccion, obteniendo asi el concentrado de los lentivirus listo

para infectar en los cultivos de interés.
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La titulacion de las particulas lentivirales se realizo utilizando el kit
Ultrarapid Lentiviral Global Titer Kit (SBI, #LV961A-1), el cual se basa en la
extraccion de ARN de células infectadas para evaluar, mediante gqPCR, la
proporcion de células infectadas a través del analisis de secuencias especificas
de la construccion que se integran en el ADN celular. El titulo de particulas
lentivirales en los concentrados fue establecido en aproximadamente 1x10°

particulas infectivas/ml.

5.3. Transduccion de lentivirus y seleccién de los cultivos celulares.

Las particulas viricas producidas fueron utilizadas para el silenciamiento
de ATF4 en cultivos de células progenitoras de las vias respiratorias de raton,
inicialmente expandidas como se detalla en el apartado x.x. una vez crecidas,
son resuspendidas y contadas, preparando una suspension de 25.000 células en
100yl de Pneumacult ExPlus. Se emplearon 25ul de cada concentrado de
lentivirus, que fueron usados conjuntamente para la proteina, de tal forma que el
volumen total de lentivirus afiadido a la suspensién celular fue de 75ul. En base
al titulo de particulas lentivirales y al numero de células (particulas viricas/células
infectadas), se puede calcular un factor conocido como multiplicidad de la
infeccién (MOI): 0,075ml de concentrado x 108 particulas viricas/ml= 75.000
particulas viricas afadidas a las 25.000 células, lo que da un MOI de 3. Ademas,
para incrementar la eficiencia de la infeccidn, se anadié pilibrene (Sigam, TR-
71003) a una concentracion de 8ug/ml, un polimero catidonico que actua
neutralizando la repulsién de cargas entre el virus y la membrana plasmatica.
Una vez se afiadio el polibrene, la mezcla fue homogeneizada e incubada a
temperatura ambiente durante 10 minutos. Tras esta incubacion, se centrifugd la
suspension celular durante 5 minutos a 700xg para favorecer la interaccidon
célula-virus, y las células se resuspendieron en el mismo medio, anadiendo
2,5ml de Pneumacult ExPlus con polibrene y fueron sembradas en placas de

60mm previamente tratadas con colageno, como se describié anteriormente.

Pasadas unas 16-18h desde la infeccion, el medio fue renovado y las

células incubadas toda la noche. Después de este tiempo, se procedid a
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seleccionar las células que habian sido infectadas, para lo cual se utilizd
puromicina (MP biomedicals, #100552) a una concentracion de 3ug/ml. La
seleccion se mantuvo durante 48h, renovado transcurrido este tiempo con medio
Pneumacult Explus sin seleccion durante 24h mas. Después, se comprobo la
eficiencia de la infeccion analizando la fluorescencia procedente de la proteina
reportera mCherry. Una vez seleccionadas, las células fueron utilizadas para los

distintos experimentos.

6. Inmunofluorescencias en células de las vias respiratorias.

La localizacién subcelular de las proteinas estudiadas en este trabajo de
tesis fue analizada mediante inmunofluorescencia (IF). Esta técnica se realizé en
cultivos de células de las vias respiratorias de ratébn y humano sembradas sobre

transwells.

Para realizar los marcajes, las muestras se lavaron inicialmente con PBS
Ca?*/Mg?* para asi preservar las uniones célula-célula. Tras este lavado, las
células se fijaron con PFA 4% durante 15 minutos a temperatura ambiente,
lavando después las muestras dos veces con PBS-Triton 0.1% (PBS-t), 10
minutos cada lavado. Después de los lavados, las membranas porosas sobre las
que crecieron las células fueron separadas de los soportes con ayuda de un
bisturi, y colocadas en oscuridad en una camara humeda. Entonces las muestras
fueron bloqueadas con PBS-t BSA al 2% durante 45 minutos, y posteriormente
incubadas con los anticuepros primarios recogidos en la tabla M.3, preparados

en la soluciéon anterior de bloqueo a 4°c durante toda la noche.

Tabla M.3: Anticuerpos primarios utilizados para la deteccion de proteinas por

inmunofluorescencia

Anticuerpo primario | Diluciéon Fuente Casa Comercial, Referencia
Anti-p63 1:200 Conejo Abcam, #124762
Anti-FOXJ1 1:200 Ratén Invitrogen, #14-9965-82
Anti-SCGB1A1 1:50 Cabra Santa Cruz, #sc9772
Anti-Acetil Tubulina 1:200 Ratén Sigma, #6793
Anti-Centriolin C9 1:100 Raton Santa Cruz, #s¢365521

162



Una vez transcurrido este tiempo, las muestras se lavaron con PBS-t
durante 1h (seis lavados de 10 minutos), quedando las muestras listas para el
marcaje con los anticuerpos secundarios conjugados con fluoréforos (tabla M.x),
preparados al igual que los primarios, en PBS-t BSA 2%. En esta misma solucién
se prepard, cuando fue necesario, la Faloidina fluorescente, asi como el marcaje
de los nucleos con DAPI (4°,6-diamidino-2-fenilindol, Sigma, #62248) a una
concentracion 0,3uM. Tras 1h de incubacion a temperatura ambiente, las
muestras se lavaron con PBS-t durante 1h, y las muestras fueron montadas
sobre portaobjetos utilizando el medio Vectashield (#H-1000), quedando las

muestras preparadas para la adquisicion de imagenes.

Tabla M.4: Anticuerpos secundarios utilizados para la deteccion de proteinas por

inmunofluorescencia

Anticuerpo secundario Diluciéon | Fuente Casa Comercial, Referencia
Alexa-Fluor 488 Anti-Rabbit 1:500 Cabra Invitrogen, #A21206
Alexa-Fluor 488 Anti-Mouse 1:500 Cabra Invitrogen, #A11001

Alexa-fluor 488 Anti-Goat 1:500 Burro Invitrogen, #A32814

6.1. Adquisicion y analisis de imagenes de microscopia.

La adquisicion de imagenes de IF fue llevada a cabo en la Unidad de
Microscopia del Servicio de Técnicas Aplicadas a las Biociencias (STAB) de la
universidad de Extremadura. Se utilizd el sistema de microscopia confocal
Olympus FV 1000, y las imagenes fueron procesadas utilizando los softwares
ImagedJ y Adobe Photoshop CC 2018.

Las imagenes obtenidas de los cultivos de células de las vias respiratorias
fueron procesadas para cuantificar las poblaciones celulares, para lo cual se
utilizé la sefial procedente del marcaje con anticuerpos especificos de cada tipo
celular. Las areas para ello fueron definidas a partir de las imagenes obtenidas

con el objetivo 40X del microscopio Olympus FV 1000, con un zoom 2X y una
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resolucion de 1024x1024. Las imagenes se separaron por canales y se utilizo el

software Imaged.

7. Analisis de proteinas mediante Inmunobloting (Western-blot).

Para el analisis de los niveles de expresion y estado de fosforilacién de
proteinas se utilizé la técnica de inmunobloting, que consiste en la separacion de
proteinas en geles de acrilamida, y su posterior transferencia a una membrana,

para permitir asi el marcaje con anticuerpos para su posterior deteccion.

7.1. Preparacion de los extractos proteicos lisado.

El tampdn de lisis utilizado para la extraccion de proteinas fue preparado
en fresco y estaba compuesto por Tris.HClI 50mM (pH7,5) (Panreac, #A2264),
EGTA 1 mM (Sigma, #E-4378), EDTA 1mM (Fisher Chemical, #D/0700/53),
ortovanadato sddico 10mM (Sigma, #S6508-10G), fosfato sédico 5mM (Sigma,
#342483-25G), fluoruro sédico 10mM (Sigma #201154-100G), sacarosa 0,27M
(Panreac, #131621.1210), 2-mercaptoetanol 1% (v/v) (Panreac, #A1108.0100)
Triton X-100 y coctel de inhibidor de proteasa 1x (Roche, #11873580001).

Para la preparacion de los extractos, las células se lavaron con PBS y una
vez retirado, se afadio el tampon de lisis a 4°C sobre las placas de cultivo en el
caso de las células en expansion, transfiriendo después el volumen a un
Eppendorf. En el caso de los transwells, las membranas se cortaron con un
bisturi e introducidas después en tubos Eppendorf, donde se ahadia el tampdn
de lisis. Esta lisis se realizé en agitacion a 4°C, incubando durante 1h. una vez
transcurrido este tiempo, las muestras se centrifugaron en frio durante 30
minutos a 14.000xg para eliminar los restos de membrana y fragmentos
celulares no lisados. El sobrenadante fue transferido a otro tubo y se separaron

10pl para la cuantificacion de la concentracion de proteinas.
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7.2. Cuantificacion de la concentracion de proteinas.

La concentracion de proteinas de los extractos celulares se determind
mediante el método colorimétrico de Bradford utilizando el reactivo Coomassie
G250 (Bio-Rad, #5000205) y albumina de suero bovino (BSA, Panreac, #A8412)
para elaborar la recta patron. Para esta recta patron, en una placa de 96 pocillos,
se tomaron cantidades crecientes de BSA, desde 0,25ug hasta 2,5ug, que se
diluyeron en agua hasta un volumen final de 160ul. las muestra fueron
preparadas en la misma placa, afadiendo 1yl del extracto proteico en 159l de
agua. Después, tanto las muestra como en la recta patron se afiadieron 40ul de
reactivo de Commassie, se homogenizo y se midio la absorbancia a 595nm en el
lector de placas multipocillo Infinite M Plex (Tecan). La concentracion de proteina
de cada uno de los extractos se determind por extrapolacion a partir de regresion
lineal determinada con la recta patrén construida con las cantidades conocidas
de BSA.

7.3. Electroforesis de proteinas en condiciones desnaturalizantes (SDS-
PAGE).

Una vez conocida la concentracion de proteinas, las muestras fueron
mezcladas con el volumen apropiado de tampdn de carga (1/5 del volumen total)
para mantener asi las condiciones desnaturalizantes, incrementar la densidad de
la muestra y permitir la visualizacion del frente por la adicion de azul de
bromofenol. Este tampon de carga contenia Tris-HCI 6,5mM pH6,8 (Panreac,
#A2264), SDS (10% pl/v, Sigma, #161-031), glicerol (50% v/v), azul de
bromofenol (0,025% p/v, Bio-rad, #1610404) y B-mercaptoetanol (20% v/v). una
vez mezcladas, las muestras de proteinas se incubaron a 95°C durante 5
minutos para su desnaturalizacion térmica, quedando asi listas para se

separadas en geles de acrilamida.

La separacién de las proteinas en funcién de su peso molecular se llevé a
cabo en geles de acrilamida-bis-acrilamida segun el método establecido por

Laemmli(ref). Primero se preparé el gel inferior, con una concentracién de
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acrilamida que oscil6 entre el 7,5% y el 12%, en funcion del tamafio molecular de
las proteinas de interés. Este gel estaba constituido por acrilamida 40% (18,5-
30% vlv, Alfa Aesar, #J60868), Tris 1,5M pH 8,8 (25% v/v), SDS 10% (1% v/v),
persulfato amoénico 10% (0,5% v/v, Panreac, #A2941) y TEMED (0,05% v/v,
Sigma, #T79281). Una vez polimerizado, se preparo en gel superior, con la misma
composicién, pero a una menor concentracion de acrilamida (4%), y usando Tris
0,5M pH 6,8 en lugar del Tris 1,5M. Posteriormente, se cargaron alicuotas de
entre 10ug y 30ug, ademas del marcador de peso molecular Precision Plus
Protein Standars (Bio-Rad, #161-0374) y la electroforesis se realiz6 en tampdn
Tris/Glicina/SDS (Fisher, #8P13414). Se empled un voltaje constante inicial de
75V hasta el empaquetamiento del frente, modificandose después a 125V. fue
utilizado el sistema de electroforesis Miniprotean 3 (Bio-Rad), y la fuente de

alimentacion Power Pac 300 (Bio-Rad).

7.4. Electrotransferencia en hiumedo.

Una vez finalizada la electroforesis, las proteinas separadas en el gel
fueron transferidas a membranas de nitrocelulosa (Bio-Rad, #1620112) por
aplicacion de un campo eléctrico en una cubeta con tampon de transferencia
compuesto por Tris 26mM, 1,9M y metanol al 20% (v/v). La transferencia se
realizé a 4°C aplicando una intensidad de campo eléctrico constante de 1000mA
totales por membrana en cada cubeta. Se utilizé la fuente de alimentacion
Consort EV261 (Bio-Rad). Las membranas se tifieron con el colorante reversible
Ponceau S. (Sigma, #p7170) con la finalidad de comprobar la eficiencia de la
transferencia y la homogeneidad de carga paralas diferentes muestras. Tras
esto, el colorante se retird de las membranas mediante lavados con una solucion
de Tris-HCI 50mM pH 7,5 y tween-20 (0,05% v/v Fisher #8P337) (TBS-T).

7.5. Marcaje con anticuerpos y revelado de las membranas.

Antes de realizar el marcaje de las proteinas con anticuerpos especificos,

las membranas fueron bloqueadas con una solucion de TBS-T a la que se
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afnadio leche desnatada al 5% (p/v) con el fin de evitar uniones inespecificas de
los anticuerpos. La incubacién se realizé a temperatura ambiente en agitacion
durante 1h. Los anticuerpos primarios utilizados para la inmunodeteccién que se
recogen en la tabla M.5 fueron preparados en la misma solucion de bloqueo, y

se incubaron durante toda la noche a 4°C en agitacion.

Tabla M.5: Anticuerpos primarios utilizados para la deteccién de proteinas mediante western blot

Anticuerpo primario Dilucion Fuente Casa Comercial
Anti-P-elF2a 1:1000 Conejo Cell Signaling, #3398s
Anti-elF2a 1:1000 Conejo Cell Signaling, #5324s
Anti-aTubulina 1:1000 Ratén Invitrogen, #32-2500

Anti-Vinculina 1:1000 Raton Sigma, #V4505

Transcurrido el tiempo de incubacion, las membranas se lavaron con TBS-
T cinco veces durante 10 minutos en agitacion, quedando listas para el marcaje
con los anticuerpos secundarios correspondientes conjugados con la enzima
peroxidasa de rabano (HRP), recogidos en la tabla M.6. Los anticuerpos
secundarios se prepararon también en la solucion de bloqueo, y se incubaron a

temperatura ambiente durante 1h.

Tabla M.6: Anticuerpos secundarios utilizados para la deteccion de proteinas mediante western blot

Anticuerpo secundario Dilucién Fuente Casa Comercial
Anti-Mouse-HRP 1:1000 Cabra Cell Signaling, #7076s
Anti-Rabbit-HRP 1:1000 Cabra Invitrogen, #31460

Pasado el tiempo de incubacién, las membranas de nitrocelulosa se
sometieron a seis lavados con TBS-T, y posteriormente se incubaron durante 5
minutos con el sustrato quimioluminiscente Supersignal West Dura (Thermo
Scientific). Una vez incubadas, las membranas se revelaron utilizando el equipo
iBright CL1000 (Invitrogen). Como control interno, para la normalizacién de los
niveles de proteinas entre todas las muestras, se utilizé la inmunodeteccion de
vinculina, asi como la tincion de la membrana con Ponceau. La cuantificacion de

la sefial adquirida se realizé por densitometria, usando el software ImagedJ.
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8. Analisis de los niveles de expresién por PCR cuantitativa.

El analisis de los niveles de expresion de los diferentes genes de los
cultivos celulares se realizé mediante la cuantificacion del ARN mensajero
(ARNm) presente en las muestras. Para ello fue necesario la extraccién del
ARNmM, que posteriormente se sometid a una reaccion de retrotranscripcién para
sintetizar el ADN complementario (ADNc), usado como molde para la PCR

cuantitativa.

8.1. Extracciéon de ARN.

Para la extraccion de ARN mensajero, los cultivos celulares fueron
inicialmente lavados con PBS. La purificacion del ARNm se realizé mediante el
kit ilustra RNAspin Mini (GE Healthcare, #2505500-71), siguiendo las
instrucciones del fabricante. Este kit consistio en una lisis inicial, un posterior
filtrado del lisado total para su precipitacion con etanol 70%, la transferencia de
este volumen sobre una columna de afinidad, donde se realizé una incubacion
con DNAsa para eliminar el ADN gendmico, y tras varios lavados, la elucidén en
agua mili-Q libre de RNAsa. Una vez purificado, fuederterminada la
concentracion de ARN midiendo su absorbancia espectrofotométrica a 260nm,
asi como la presencia de proteinas contaminantes mediante la relacion Azso/Azso.

Para ello fue utilizado el equipo espectrofotométrico BioPhotometer (Eppendorf).

8.2. Retrotranscripcion.

Para realizar la retrotranscripcion del ARN mensajero al ADNc, se utiliz6 el
kit High-Capacity cDNA reverse transcription (Applied Biosystems, #4368814).
Siguiendo el protocolo establecido por el fabricante, se retrotranscribieron entre
200 y 400ng de ARN totales.

En este protocolo, la cantidad de ARN establecida se lleva a 10ul de agua

destilada libre de RNAsa para cada muestra. En otro tubo, de forma conjunta
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para todas las muestras, se prepard la mezcla del tampdén 10X, los cebadores
aleatorios para la enzima, la mezcla de dNTPs vy la retrotranscriptasa. Una vez
preparada, se anaden 10ul de esta mezcla en los tubos con el ARN, quedando
listos para la reaccion en el termociclador. Las muestras se incubaron en primer
lugar a 25°C durante 10 minutos, seguido de 2h a 37°C vy, por ultimo, a 85°C
durante 5 minutos. El equipo termociclador utilizado fue Veriti 96-well Therman
Cycler (Applied Biosystems). Una vez finalizada la reaccién de retrotranscripcion,
las muestras se diluyeron 10 veces con agua mili-Q quedando a una

concentracion de 1y 2ng/ul, y se utilizaron para la reaccion de PCR cuantitativa.

8.3. PCR cuantitativa.

El analisis de la expresion génica se llevdo a cabo mediante PCR
cuantitativa (qPRC, Quantitative Polymerase Chain Reaction), utilizando el kit
PowerUp SYBR Green Master Mix (Applied Biosystems #A25742), siguiendo el

protocolo establecido por el fabricante.

Se uso 1ul de cada muestra del ADNc sintetizado en el paso anterior, que
fue transferido a una placa de 96 pocillos (MicroAmp EnduraPlate Optical 96-
Well, Applied Biosystems, #4483354). En un tubo a parte se prepard una mezcla
de 2ul de agua mili-Q, 2ul de la mezcla de cebadores especificos de cada gen,
los cuales vienen de un stock a una concentracion 100uM y Sul de la master mix
del kit, (9ul en total) que se afiadieron sobre las muestras de ADNc. Se
realizaron duplicados técnicos de cada gen analizado sobre la misma muestra.
El protocolo de gPCR utilizado consistié en un primer paso de desnaturalizacion
a 95° durante 10 minutos, seguida de una repeticion de 50 ciclos, cada uno de
los cuales consistié en las tres etapas siguientes: desnaturalizacion de ADN a
95°C, hibridacion de los cebadores al ADN molde a 60°C, y extension de la
nueva cadena de ADN, paso tras el cual es medida la sefnal fluorescente en cada
pocillo. Una vez terminada la reaccion, se incluyé un paso para analizar la
temperatura de desnaturalizacion de cada producto de PCR, con el fin de
comprobar la presencia de un unico producto, validando asi la especificidad de

los cebadores. Para ello se mido la emision de fluorescencia de SYBR Green
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durante el cambio paulatino de temperatura de 60°C a 95°C. el equipo empleado

fue el termociclador QuantStudio 3 de Applied Biosystems.

Para la cuantificacién, se determind el ciclo en el cual, cada muestra
superd un determinado umbral de fluorescencia (Ct) y la amplificacion del gen
Eif1a se utiliz6 como control interno para normalizar la cantidad de ADNc inicial
entre las distintas muestras, calculando asi la expresion de los genes estudiados
(ACt). La expresion relativa de los transcritos se calculo refiriendo los valores
obtenidos a nuestra condicién basal (sin tratamientos, no diferenciadas, etc),

calculando el 2-2ACt

Las secuencias de los cebadores utilizados en la qPCR para los genes
estudiados se disefiaron a partir de los exones obtenidos de la base de datos
Ensembl y el software Primer3, y todos los oligonucleotidos fueron disefiados
con una temperatura de hibridacién de 60°C y un tamafio de entre 18 y 25
nucleodtidos. Las secuencias para el estudio de la expresiéon de genes murinos se

recogen en la tabla M.7.

Tabla M.8: Listado de oligonucledtidos utilizados como cebadores en qPCR en muestras

procedentes de ratdon

Nombre del gen Secuencia F Secuencia R

Krt5 CATCGATTGCACCTGCTCTA TCCAGCAGCTTCCTGTAGG
Trp63 CAGATTCAGAACGGCTCCTC GATGGAGAGAGGGCATCAAA
FoxJ1 GTTTCATCCACCCATGTTCC GTAGGACCCTTCTGGGCTTC
Mcidas CAGATCAAGGCAACAACGAA TTAGGGTCACGATTGTGCAG
Scgb1a1 CATCATGAAGCTCACGGAGA AGGTGAGATGCTCGCAGTTT
Scgb3a2 TTCCCTCATTTGATCCCTTG CACGTAGCAAAGGCTTCTCC
Spdef CAGGGCCTGTCTGCTTTCTA CATCGATTGCACCTGCTCTA
Muc5ac ACACAACCTCCTCAGTCCCT GTGGTAGAACTGACTGGGGC
Irf1 CCTGCCAGACATCGAGGAAG TTTCCTCTGGTTCCTGGTGAG
Irf2 AATTCCCTGCCCGACATTGA AAGGTCGTTCGGATAAGGGC
Irf3 AATGGGAGTTCGAGGTGACC GTCCGTCAGAAACCCCTCAG
Eif3 GCTGTACTCCACCTTGCAGA GGAGAAGTCGATGGAGCTGG
Egr1 CTTACCCGCCATATCCGCAT GGATGTGGGTGGTAAGGTGG
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Epas1 CTATGGACGGCGAGGACTTC CCAACTGCTGCGGGTACTTA
Pact AGCCTGGGAAAACACCGATT | TCTGAAGGTGAAAGTGGGCA
Chop AACAGAGGTCACACGCACAT ACTTTCCGCTCGTTCTCCTG

Gadd34 CCAGCGTTGTCTACCAGGAG TTGAACAATCTGAGCCGCCT
Perk GACAACAGTGACTCAGCGGA | GAGAAGCTTCGGACGGACAA
Pkr ATCTGCAGTCTGAGGGGAGT CCACAGGCCCAGCAATTAAC
elF2a CGCAGCCTTCTATAGCCCTC AACCTAGGAGCACATGTGGC
Ifit1 TGAAGCCTTGATCCAGAGCG TCCTTGCACACCTTCTCCAC
Ifit2 AGTCCTCTTGGCACTGAAGC GCAATAAAACCTGGCTGCCC
Ifit3 AAGCCAAAGGACCCAGAGTG | ATCCTCAGCAGTTTCAGGGC
Oas1 ACTCAAGGGCAAGTCAGACG | CTTGAAGCTCAGAGACCGGG
Oas2 TGCTCACTGTGTATGCCTGG TGTTCCGGACTGTCTCATCC
Oas3 GGGATCTTGGATTTGGGCCA GGATCTTGGTGGCTGCTTCT
Irf7 CCGGTGATCTTTCCCAGTCC CCTCCCAGTACACCTTGCAC
Mx2 GTATGAGGAGAAGGTGCGGC TCCCCAATGACAGCGATGG
1133 TTCAAAGGGGTGACGTCTCG | TGCAGCTCTCATCTTTCTCCTC
Runx2 CATGGTGGAGATCATCGCGG ACGGGCAGGGTCTTGTTG
Igf CTCTTCTACCTGGCGCTCTG AAGTAAAAGCCCCTCGGTCC
Nell1 AGATCCACTCAGCCCCTCAT AGCTCCCGGATCGACAGTAT
Bmprib AAGTGGCGTGGAGAAAAGGT | TTCTCATGCCGCATCAGGAC
Ptger4 GATCGAACCGTGAGCTCCAA | CACCACCCCGAAGATGAACA
Smad5 ACCTGAGCCACAATGAACCG | AGCAGGGGAAGGAGGATAGG

9. Secuenciacion masiva de transcritos.

Para la secuenciacion masiva de transcritos, el ARN de las muestras fue
extraido como se detalla en el apartado x.x. Una vez aislado, las muestras
fueron procesadas en el Servicio de Técnicas Aplicadas a las Biociencias
(STAB) de la Universidad de Extremadura. Las lecturas fueron obtenidas
utilizando el equipo lon Torrent (Thermo Fisher) y posteriormente alineadas con

el genoma de Mus musculus (mm10), normalizando las lecturas con el fin de
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comparar la expresidon génica entre las muestras. Las lecturas y el
procesamiento de los datos estan recogidos en el repositorio ArrayExpress (E-
MTAB-8852).

10. Inmunoprecipitacion de cromatina acoplada a secuenciacién (ChIP
sequencing)

La Inmunoprecipitacion de la Cromatina acoplada a Secuenciacion, del
inglés, ChliP-sequencing (ChlP-seq) es un método de analisis molecular utilizado

para identificar los sitios de union de las proteinas con la molécula de ADN.

Para realizar la inmunoprecipitacién de cromatina, las muestras fueron
inicialmente lavadas con PBS. Tras esto, las células fueron fijadas con PFA1%
durante 15 minutos a temperatura ambiente. Transcurrido este tiempo, se afiadio
glicina a una concentracion final de 0,125M de una solucién 2,5M, y fue incubado
durante 5 minutos, con el fin de bloquear la fijacion. Posteriormente, las
muestras se lavaron tres veces con PBS mas un coctel de inhibidores de
proteasa 1X (IP). A continuacién, se procedié a la lisis de las células mediante
una solucién de Tris-HCI 50mM pH8, EDTA 10mM, 1% de SDS y agua (SDS
Lysis Buffer) mas un coctel de inhibidores de proteasas 1X, incubandolo 30
minutos a 4°C. Las muestras con la solucién de lisis fueron sonicadas en dos
ciclos de 15 minutos a maxima potencia con pulso de on-off de 30 segundos.
Tras la sonicacion, se centrifugaron 10 minutos a 15000xg, recolectandose
posteriormente el sobrenadante, el cual se midi6 para ver la cantidad de
cromatina en el NANODROP 2000c (Thermo Scientific). Se apartd el 2% del
volumen de cada muestra (ImPut) y se congelé a -80°C. El resto del
sobrenadante se diluy6é 10 veces con Dilution Buffer (0,01% SDS, 1,1% triton X-
100, Tris-HCI 16,7mM pH8, EDTA 1,2mM, NaCl 167 mM y agua) mas el coctel
de inhibidores de proteasas 1x. Una vez diluidas, las muestras se prelavaron con
bolas de proteina A sefarosa y proteina G sefarosa, y fueron incubadas 30
minutos a 4°C en agitacion. Tras ello, se centrifugaron 1 minuto a 4°C y 2.000xg,
recuperando el sobrenadante, al cual se le afiadieron los anticuerpos y las bolas

de proteinas, incubandolo toda la noche a 4°C en agitacion.
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Al dia siguiente, se volvio a centrifugar a 4°C durante 1 minuto a 2.000xg,
y esta vez fueron recolectadas las bolas. Estas fueron lavadas con diferentes
buffers, se realizd un primer lavado con Low Salt Wash buffer (0,1% SDS, 0,1%
Triton X-1000, NaCl 150mM, EDTA 2mM, Tris-HCI 20mM pH8 y agua), un
segundo con High Salt Wash buffer (0,1% SDS, 0,1% Triton X-1000, NaCl
500mM, EDTA 2mM, Tris-HCI 20mM pH8 y agua), un tercer lavado con IP Wash
buffer (0,5M LiCl, 1% NP-40, 1% de acido desoxicdlico, Tris-HCI 100mM PH9 y
agua), y por ultimo, dos lavados con TE 1X. En todos los lavados las muestras
fueron incubadas 3 minutos en rotacion con las diferentes soluciones,
centrifugadas 1 minuto a 2.000xg y retirado el sobrenadante. Fueron eluidas en
dos pasos o dos lavados, en los cuales se anadio Elution buffer (1% SDS, 0,1M
NaHCQO3, y agua) y se vortearon durante 15 minutos. En cada lavado se

recuperd el sobrenadante.

Tras la elucion de las muestras, se descongelaron los Imput, llevandolos
al mismo volumen que las muestras, con la solucion de elucion. Después se
afadié una solucién de NaCl a una concentracién final de 0,3M, de una solucién
stock de 5M, tanto a las muestras como a sus Imput, para revertir el cross-link y
esto fue incubado 4h a 65°C. Pasado el tiempo de incubacion se afnadio la
solucion 5X PK Buffer (Tris-HCI 50mM pH7,5, EDTA 25mM, 1,25% SDS y agua)
ademas de 40upg/ml de proteinasa K. Por ultimo, para la purificacion de las
muestras se utilizé el kit ChIP DNA Clean & Concentrator (ZYMO RESEARCH,
#D5205) siguiendo el protocolo del fabricante. Se anadié tanto a las muestras
como a los ImPut 5 volumenes de ChIP DNA Binding Buffer, se transfirio el
volumen a una columna colocada sobre un tubo colector y se centrifugd 30
segundos a 10.000xg. El volumen que pasé por la columna fue descartado, y
fueron anadidos 200ul de Wash Buffer a la columna. Se volvié a centrifugar 30
segundos a 10.000xg, y se volvio a descartar el volumen que paso por la
columna. Posteriormente se afadieron 45ul de Elution Buffer, se pasaron las
columnas a eppendorf, se incubaron 2 minutos y se centrifugaron 30 segundos a
10.000xg.

Una vez aisladas, las muestras fueron procesadas y secuenciadas en
STAB VIDA. Los fragmentos de ADN generados (bibliotecas de ADN) se
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secuenciaron con la plataforma lllumina Novaseq, utilizando lecturas de

secuenciacion de extremos emparejados de 150 pb.

11. Microscopia electronica de barrido (SEM).

La microscopia electrénica de barrido fue utilizada para analizar la
morfologia, distribucién y abundancia de los cilios en las células multiciliadas, y
para analizar la morfologia de la superficie apical de las células secretoras. Para
ello, se diferenciaron cultivos de células progenitoras de las vias respiratorias, y
una vez diferenciadas, los transwells se lavaron con PBS Ca*?/Mg*?,
manteniéndolos en el soporte de plastico dentro de la placa multipocillo. Las
células fueron fijadas durante 90 minutos a 4°C con glutaraldehido (2,5% vl/v,
Sigma, #G5882) en una solucion de cacodilato sédico 0,1M (Sigma, #C0250).
Tras la fijacidén, se realizan tres lavados de 5 minutos con cacodilato sodico
0,1M, y posteriormente se incubd durante 2h a 4°C en tetradxido de osmio (1%
viv Sigma, #75632). El tetradxido de osmio en exceso fue eliminado mediante
otros tres lavados con cacodilato 0,1M, y las muestras se deshidrataron con
incubaciones de 30 minutos a 4°C en concentraciones de etanol crecientes
desde el 10% hasta el 100% 8v/v) (10%, 30%, 50%, 70%, 90% y 100%).

Tras la deshidratacién de las muestras, la membrana pororsa del transwell
se separd del soporte de plastico. A partir de este paso, las muestras se
procesaron en el Servicio de Analisis y Caracterizacion de Sdlidos y Superficies
de la Universidad de Extremadura. El etanol en el que se encontraban los
transwells fue sustituido progresivamente por COz, y éste fue retirado mediante
la técnica del punto critico para secar por completo las muestras. Una vez secas,
las muestras se recubrieron de oro por pulverizacion catodica o sputtering, y
visualizadas utilizando el equipo Quanta 3D FEG (FEI Company). Las imagenes
obtenidas fueron prosesadas con los softwares ImageJ y Adobe Photoshop
CC2018.
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12. Ensayo de Doubling Time.

La capacidad de proliferacion celular de los cultivos bajo los distintos
tratamientos y silenciamientos génicos fue evaluada mediante el analisis del
tiempo en el cual el numero de células iniciales se duplicé, conocido como
Doubling Time. Para ello, se plaqueé un nimero constante de células de 8x103
en placas multipocillos de 12 pocillos (Corning, #3513) y se incubo hasta que los
cultivos estuvieron a una confluencia del 70-80%, teniendo en cuenta las horas
transcurridas desde la siembra. Tras esto, las células fueron despegadas y

contadas para plaquear de nuevo el mismo numero de células en el siguiente

(t2—-t1)log2

pase. Se utilizé la ecuacion . , donde t2-t1 expresa el tiempo transcurrido

ogc2-logcl
entre la siembra y la recoleccion de células, c1 es el numero de células
plaqueadas y c2 el numero de células totales recolectadas del pocillo. El cultivo
fue mantenido durante varios pases y las condiciones experimentales se

plaquearon por duplicado.

13. Medida de la resistencia eléctrica Transepitelial.

Las células epiteliales de las vias respiratorias fueron plaqueadas en
transwells segun se describe anteriormente. Transcurridas las 24h desde la
siembra y a lo largo del proceso de diferenciacion, la resistencia transepitelial
(Transepithelial Electrical Resistance, TEER) fue medida utilizando el equipo
EVOM3 (World Precision Instrument). Para ello el medio PneumaCult fue
sustituido momentaneamente por medio DMEM suplementado con FBS al 10%,
ademas de GIn 1% y P/S 1%, que se colocd en ambas camaras del pocillo

transwell. Los valores obtenidos fueron normalizados a K-Ohm/cm?.

14. Medida del batido de los cilios.

Para medir la frecuencia del batido de los cilios de las células

multiciliadas, los cultivos se diferenciaron hasta ALI14, momento en el cual la
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camara superior de los transwells fue lavada con PBS Ca*?/Mg*? a 37°C para
eliminar el moco secretado por las células. Tras la incubacion de 10 minutos, el
PBS fue retirado y sustituido por una suspension que contenia 5ul de bolas
magnéticas (Dynabeads Streptavidin C1, Invitrogen, #65001) en 300ul de PBS
Ca*?/Mg*?, suspensién que se incubd durante otros 10 minutos para permitir la
decantacion de las bolas magnéticas sobre las células. Posteriormente fue
retirado el volumen de la cdmara superior y se dejoé que las bolas magnéticas se
fiasen a las células mediante una incubacion de 90 minutos a 37°C. En el
momento de adquirir las grabaciones, se afiadié 100ul de PBS Ca*?/Mg*? sobre
los transwells y éstos fueron colocados en el microscopio invertido Motic AE20.
Las grabaciones fueron adquiridas con la camara de un iPhone XS (Apple Inc.) a
240 fps y analizadas con el software MATLAB a través de una aplicacion
desarrollada en nuestro laboratorio para seguir el movimiento de las bolas
magneéticas en las peliculas adquiridas. Los resultados de frecuencia fueron

expresados en s™.

15. Analisis estadisticos.

Todos los experimentos descritos en esta tesis se realizaron emplenado,
al menos, dos replicas biolégicas experimentales de cada condicion. Los datos
representados se muestran como media + desviacion estandar (s.d.) y fueron
analizados mediante el test T de Student para muestras no pareadas. La
generacion de graficos y la significacion estadistica han sido obetenidas

empleando el software GraphPad 6.0.
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