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DATOS DEL PROYECTO

Dada la relevancia de la investigacion para conseguir un tratamiento que disminuya las
incidencias de la enfermedad, el programa IBEC “A por la COVID-19” se compone de tres
proyectos complementarios y necesarios liderados por grupos de investigacion IBEC en
colaboracidn con clinicos y asociaciones de pacientes. Dichos proyectos tienen como objetivo,
a través de diferentes aproximaciones al virus y la enfermedad que la causa, mejorar el
diagndstico y la terapia, tanto para pacientes que estén sufriendo la enfermedad como para
aquellos que la hayan superado.

Al tratarse de tres lineas de investigacién complementarias lideradas por tres jefes de grupo de
IBEC, la directora de traslacién clinica del IBEC, Prof. Nuria Montserrat, es la responsable del
proyecto y esta llevando la coordinacion del programa “A por la COVID-19”. A continuacion,
detallamos cada uno de estos tres subproyectos:

PROYECTO 1

Titulo: Organoides y edicidn genética para desenmascarar al virus
Lider: Prof. NUria Montserrat
Laboratorio: “Pluripotency for Organ Regeneration” http://www.ibecbarcelona.eu/iPSCs.

Memoria del proyecto: La estructura completa de la proteina ACE2, la principal puerta de
entrada del virus SARS-CoV2 en el organismo humano fue descubierta y publicada en la
literatura cientifica hace apenas seis meses. Para poder estudiar la interaccidon que desencadena
la replicacion del virus y su posterior enfermedad, se crearan organoides de rifion y corazén en
IBEC, una técnica asequible econdmicamente y que, a la vez, acelera los resultados y evita la
investigacion animal. Dichos organoides seran infectados con el virus para su estudio y se
utilizaran técnicas de edicidn genética para perturbar la presencia de las moléculas que actiian
como puertas de entrada. Se pretende conocer si dichas puertas pueden ser modificadas (abrirlas
o cerrarlas) con medicamentos para, de esta forma, ayudarnos a entender los primeros pasos del
virus en el cuerpo humano. Entender este proceso nos ayudara finalmente a pensar estrategias
que eviten su propagacion y puedan reenfocar o disefiar tratamientos para reducir la carga viral
de SARS-CoV2 en nuestros 6rganos. En colaboracion con el Hospital Universitario Fundacion
Jimenez Diaz en Madrid y el Hospital Clinic en Barcelona, se validaran todos los resultados
obtenidos utilizando muestras clinicas procedentes de biopsias de pacientes infectados y
transfiriendo nuestros resultados a la practica clinica en pacientes con COVID-19. Se pretende
hacer especial énfasis en aquellos pacientes que sufran enfermedades renales cronicas, pues
tienen mayor predisposicion a sufrir el COVID-19 de forma severa.

Colaboradores externos: Hospital Universitario Fundacién Jimenez Diaz en Madrid y el
Hospital Clinic en Barcelona, Federacion ALCER (asociacion de pacientes para la lucha contra
enfermedades de rifién).
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PROYECTO 2

Titulo: Liberacion de nanofarmacos como terapia para la COVID-19
Lider: Prof. Giuseppe Battaglia
Laboratorio: “Molecular bionics” http://www.ibecbarcelona.eu/molecular-bionics/

Memoria del proyecto: Para poder conseguir una rapida traslacion clinica a los pacientes de
COVID-19, el proyecto busca la reutilizacion de farmacos usando un selectivo sistema de
encapsulamiento y liberacion de medicamentos, los polimerosomas, transportadores sintéticos
que pueden viajar por el torrente sanguineo durante 18 horas hasta alcanzar su objetivo. Estos
nuevos constructos deben poder dirigirse y acceder Unicamente a células infectadas por SARS-
CoV?2, cargados de la combinacion de farmacos con demostrada actividad antiviral y liberar su
carga a nivel intracelular donde el virus se esconde y prospera. El objetivo es conseguirlo de
manera mas efectiva y sin provocar efectos secundarios.

Para ello, deberemos conocer en profundidad el virus y aquellos pardmetros asociados a la
enfermedad que seran clave para que nuestra estrategia sea exitosa como (a) la composicién de
los receptores celulares y de tejidos (b) su ubicacion anatomica (c) respuestas inmunes
asociadas. Esta aproximacion que ha servido para cancer y otras enfermedades, vamos a tratar
de aplicarla a COVID19. Primeramente, hemos disefiado un mapa detallado de la interaccion
molecular del virus, receptor a receptor, disponiendo asi de un mapa que correlacione su
infectividad con el fenotipo de tejidos y células. Se pretende entender el rol que los diferentes
receptores pueden tener en la replicacion del virus (no unicamente el del receptor ACE2),
gracias a analisis computacional. Con este conocimiento mas asentado, podremos entender
mejor el comportamiento del virus y a traveés de machine-learning reorientar y optimizar
aquellos polimerosomas ya existentes (los transportadores) para que puedan ser mas efectivos
y probarlos con distintos medicamentos. Una vez elegidos, llevaremos a cabo el desarrollo y
ensayo del nanofarmaco para probar in vitro € in vivo su poder antiviral y antiinflamatorio antes
de su suministro en humanos.

Colaboradores externos: Royal Free Hospital de Londres y el Huaxi Hospital Chengdu de
China.

PROYECTO 3

Titulo: Estudio de las secuelas musculares en pacientes que han superado la enfermedad
COVID19

Lider: Prof. Javier Ramon

Laboratorio: “Biosensors for bioengineering” http://www.ibecbarcelona.eu/biosensors

Memoria del proyecto: Un porcentaje aun desconocido de supervivientes de COVID-19
experimentan una variedad de sintomas de los que se recuperan habitualmente en pocos dias.
Sin embargo, hay otros pacientes que incluso después de superar la enfermedad, desarrollan
secuelas que pueden durar meses. Generar conocimiento sobre los potenciales efectos a largo
plazo de la enfermedad también es una necesidad que debe abordarse.

El proyecto busca poner el foco en aquellas personas que han superado la enfermedad y
pretende (a) Explorar datos epidemioldgicos y factores de riesgo (admisiones en UCI,
comorbilidades, medicacion y régimen de tratamiento durante la fase aguda y de recuperacion)
asociados con aquellos efectos/resultados de la enfermedad (readminisiones, estado de salud
mental y severidad de la enfermedad) en cohortes de pacientes que han cumplido entre 6-9
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meses desde su diagndstico. (b) Analisis protedmico en sangre con largo y corto plazo de casos
post-COVID19 (c) Andlisis del efecto en suero de paciente en cultivos 2D in vitro de musculo
esquelético primario (d) Adaptar el proyecto a dispositivos de misculo en un chip ya existentes
como plataforma para explorar la efectividad y otras variables de potenciales farmacos (p.ej.
Remdesivir) en tejidos musculares y poder estudiar secuelas como mialgias que puedan
desarrollar los pacientes post-COVID19.

Colaboradores externos: Hospital Vall d’Hebron y el Hospital de la Santa Creu y Sant Pau.

PALABRAS CLAVE

Enfermedad de COVID-19, organoides rifion, receptor ACE2, edicion genética,
polimerosomas, liberacion farmacos, analisis computacional, secuelas largo-plazo, musculo en
chip.
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PRINCIPALES RESULTADOS OBTENIDOS

PROYECTO 1: Organoides y edicion genética para desenmascarar al virus

1. Introduccién

La enfermedad por coronavirus 2019 (COVID-19) es una enfermedad infecciosa causada por
el SARS-Coronavirus 2 (SARS-CoV-2). Los pacientes con COVID-19 muestran sintomas
similares a los de la influenza que oscinal desde una enfermedad leve hasta una lesién pulmonar
grave. Un alto porcentaje de pacientes graves con COVID-19 muestran sintomas en otros
organos, sobre todo en el tracto gastrointestinal, el sistema cardiovascular y los rifiones. Varias
condiciones se han relacionado con el riesgo de desarrollar COVID-19 grave, incluida la
predisposicion genética, la obesidad relacionada con las respuestas inmunitarias o la diabetes
mellitus (DM). Tanto el COVID-19 como la DM estan asociados con inflamacion aguda y
cronica, y ambas enfermedades pueden afectarse entre si en términos de progresién clinica y
resultado de la enfermedad. pacientes hospitalizados. En esta linea, ya se han informado tasas
mas altas de mortalidad en pacientes con DM preexistente.

Hemos demostrado anteriormente que los organoides renales y vasculares derivados de células
madre pluripotentes humanas (hPSC) pueden ser infectadas por SARS-CoV-2 y esto es
bloqueado en presencia de la enzima convertidora de angiotensina 2 (ACE2) soluble
recombinante humana de grado clinico. Sin embargo, ademéas de la gran utilidad de los
organoides en la investigacion del SARS-CoV-2, ain no se han desarrollado organoides que
modelen las comorbilidades humanas asociadas con la COVID-19 grave, como es el caso de la
DM.

2. Resultados

Generacion de organoides de rifion humano diabético

Para estudiar el impacto de la hiperglucemia en las células renales en las infecciones por SARS-
CoV-2, establecimos un procedimiento novedoso para generar organoides renales similares a
los diabéticos a partir de hPSC. Adaptando nuestro protocolo anterior, primero indujimos el
“posterior primitive streak* (PPS), exponiendo la monocapa de hPSC (dia 0) al agonista de Wnt
CHIR (8 pM) durante 3 dias. Luego, las células comprometidas a PPS se cultivaron en FGF9
(200 ng/mL), activina-A (10 ng/mL) y heparina (1 pg/mL) durante 24 h para promover el
mesodermo intermedio posterior (PIM). En el dia 4, los progenitores comprometidos con PIM
se trataron con CHIR (5 uM), FGF9 (200 ng/mL) y heparina (1 pg/mL) durante 1 h, y
posteriormente se agregaron en esferoides que contenian células progenitoras de nefronas
(NPC) (dia 8) . En presencia de FGF9 (200 ng/ml), los esferoides NPC formaron estructuras de
vesiculas renales (RV) autoorganizadas (dia 11). A partir de esa etapa, los RV se desarrollaron
de forma auténoma en estructuras similares a nefronas segmentadas flotantes hasta el dia 16
(nefrogénesis) (Figura 1A). Los pacientes diabéticos exhiben niveles oscilatorios de glucosa
con episodios diarios de hipo e hiperglucemia, lo que se cree que es importante para impulsar
las patologias asociadas a la DM. De hecho, el término “memoria metabdlica” engloba las
alteraciones patogenicas inducidas por la hiperglucemia mucho tiempo después de haber
logrado el control glucémico. Para emular las oscilaciones de los niveles de glucosa similares
a las de los pacientes diabéticos in vitro, determinamos las concentraciones optimas de glucosa
y los puntos de tiempo para establecer las condiciones "diabéticas”. Después de multiples
experimentos piloto (datos no mostrados), delineamos una configuracion de cultivo usando
glucosa baja continua (5 mM, denominada "condiciones de control) o glucosa alta de forma
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oscilatoria (alternando de 5 a 25 mM cada 24 horas, denominada condiciones "diabéticas")
(Figura 1A). Es importante destacar que el tratamiento con glucosa alta oscilatoria resulto en
un marcado aumento en la deposicién de fibra de coldgeno en los organoides renales en
comparacion con los controles de glucosa baja (Figura 1B-D). También observamos una
regulacion positiva de la expresion de colageno 111y colédgeno IV por gPCR (Figura 1E). De
manera similar, se detectaron depositos de fibronectina en las areas tubulointersticiales dentro
de los organoides renales (Figura 1F). La reduccion en los niveles de PGC1 alfa fue
concomitante con aumentos en la tasa maxima de consumo de oxigeno (OCR), una medida de
la respiracion mitocondrial, la respiracion basal y méaxima, asi como la sintesis de ATP (Figura
1G). Cabe destacar que nuestros resultados estan en linea con una mayor capacidad
mitocondrial en las células tubulares proximales evaluadas mediante la medicién de OCR en
las primeras fases de la diabetes en modelos animales (1 a 4 semanas después de la induccién
de la diabetes). En resumen, nuestros datos muestran que la exposicion de organoides renales
humanos a niveles altos de glucosa oscilatoria conduce a cambios transcripcionales,
alteraciones de la ECM Yy reestructuracion mitocondrial metabdlico en células tubulares,
caracteristicas iniciales de la enfermedad renal diabética. Nuestro sistema de cultivo también
permitié la generacion de células similares a tubulos proximales LTL+ que recapitulan las
caracteristicas de un fenotipo similar a diabetogénico temprano después de la eliminacion del
insulto diabetogénico, indicativo de memoria metabdlica.
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Figura 1. Las condiciones de glucosa oscilatoria alta inducen las primeras caracteristicas de la
enfermedad renal diabética en organoides renales humanos.

A) Esquema experimental para la generacion de organoides de rifion humano a partir de hPSC.

B) Tincion tricromica de Masson de organoides renales de control o diabéticos. Se muestran las
estructuras glomerular (*) y tubular (**). Barras de escala, 250 pm, 100 pm (vistas ampliadas).

C) Cuantificacion correspondiente de las fibras de coladgeno de B). El eje Y representa la intensidad
integrada. Los datos son la media + s.d. de al menos n = 5 réplicas experimentales independientes por
condicion. *P < 0,05, prueba t de Student no pareada.

D) Tincién de inmunofluorescencia representativa para COLAGENO-I (verde), LTL (gris) y DAPI
(azul) en organoides renales de control o diabéticos. Barras de escala, 250 pum, 100 pm (vistas
ampliadas).

E) Niveles de expresion de ARNm de COL3A1 y COL4AL en organoides de rifién control o diabéticos.
Los datos son la media + s.d. n = 3 réplicas biol6gicas independientes de un grupo de 12
organoides/grupo con dos réplicas técnicas cada una. **P < 0,01, prueba t de Student no pareada.
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F) Tincién de inmunofluorescencia representativa para FIBRONECTINA (verde), E-CADHERINA
(ECAD; rojo), LTL (gris) y DAPI (azul) en organoides renales de control o diabéticos. Barras de escala,
250 um, 100 um (vistas ampliadas). Las flechas amarillas resaltan los sitios de depositos de fibronectina.
G) Andlisis de Seahorse en células LTL+ aisladas de organoides de rifion control o diabéticos. Los datos
de la tasa de consumo de oxigeno (OCR) se normalizan a la proteina total. Los datos son medias + s.d.
n = 10 réplicas bioldgicas/grupo. ****P < 0,0001, ANOVA de dos vias, seguido de la prueba posterior
de Bonferroni. La respiracion basal y la capacidad respiratoria de reserva, la produccién celular de ATP
y la respiracion méaxima se muestran como media + s.d. n = 10 réplicas biolégicas/grupo. *P < 0,05; **P
< 0,005, prueba t de Student no pareada.

Las condiciones diabéticas inducen la expresion de ACE2 en organoides de rifibn humano

La enzima convertidora de angiotensina 2 (ACE2) se ha identificado previamente como un
receptor clave de la superficie de la célula huésped requierido para la infeccion del SARS-CoV-
2. Cabe destacar que ACE2 también se ha demostrado que controla la progresion de CDK en
multiples modelos animales. Aungue se ha mostrado que la glucosa puede inducir la expresion
de ACEZ2 en lineas celulares, atn es controvertido si la DM da como resultado una regulacion
al alza o a la baja de ACEZ2, por lo que es fundamental analizar los efectos de la glucosa en la
expresion de ACE2 en cultivos complejos similares a tejidos humanos como organoides.
Nuestro andlisis indico que en los organoides renales, las células que expresan ACE2 se
detectan predominantemente en las células del tubulo proximal LTL+, como se muestra
mediante inmunofluorescencia (Figura 2A). La cuantificacion de iméagenes de células
ACE2+LTL+ se evalud junto con marcadores de diferentes compartimentos renales, incluido
el marcador de podocitos WT1, el marcador de células endoteliales CD31 y el marcador de
estroma MEIS1/2/3 (Figura 2B-D), mostrando en general un patron de expresion similar de
ACE?2 a la que se encuentra en el rifién nativo humano y de raton. Es importante destacar que
el tratamiento con glucosa oscilatoria promovié una regulacion positiva significativa de la
expresion de ACE2 en comparacion con las condiciones de control a nivel de proteina (Figura
2 E-G) y ARNm (Figura 2H). En conclusion, un entorno diabético promueve una importante
regulacion positiva de ACE2 en células tubulares proximales en organoides de rifion humano.
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Figura 2. Las condiciones diabéticas inducen la expresion de ACE2 en organoides de rifién
humano y promueve las infecciones por SARS-CoV-2.

A) Imégenes representativas de campo claro y tincién con hematoxilina y eosina de organoides renales
diabéticos o de control. Los asteriscos resaltan células similares a podocitos (*) o estructuras similares
a tubulares (**). Las secciones consecutivas se tifieron para ACE2 (verde), PODOCIN (rojo) y usando
Lotus Tetraglobus Lectin (LTL, marcador de células tubulares, gris) y DAPI (azul). Barras de escala,
250 pum, 100 pm (vistas ampliadas).

B) Cuantificacion de la colocalizacion de ACE2 con células LTL+ y WT1+ en organoides renales de
control o diabéticos. Los datos son la media £ s.d. n = 13 (control) y n = 16 (diabéticos) organoides por
condicion. ****pP < (0,0001, ANOVA unidireccional, prueba de comparaciones multiples de Tukey.

C) Cuantificacion de la colocalizacion de ACE2 con células LTL+y CD31+ en organoides de rifién de
control o diabéticos. Los datos son la media = s.d. n = 3 (control) y n = 4 (diabéticos) organoides por
condicion. ****P < 0,0001, ANOVA unidireccional, prueba de comparaciones multiples de Tukey.

D) Cuantificacién de la colocalizacion de ACE2 con células LTL+ y MEIS+ en organoides renales de
control o diabéticos. Los datos son la media + s.d. n = 4 (control) y n = 4 (diabéticos) organoides por
condicion. ****P < 0,0001, ANOVA unidireccional, prueba de comparaciones multiples de Tukey.

E) Cuantificacion del area de células ACE2+ en organoides de rifion Control o Diabético. Los datos son
la media £ s.d. n = 20 (control) y n = 24 (diabéticos) organoides. *P < 0,05, prueba t de Student no
pareada.

F) Cuantificacion de la intensidad de fluorescencia media (MFI como unidades arbitrarias; AU) de
células ACE2+ en organoides de rifién de control o diabéticos. Los datos son la media + s.d. n = 6
(control) y n = 6 (diabéticos) organoides. ****P < 0,0001, prueba t de Student no pareada.

G) Los niveles de proteina de ACE2 en organoides de rifidn de control o diabéticos se muestran mediante
Western Blot. Se utiliz6 a-ACTINA como control de carga. Se muestra la cuantificacion
correspondiente. Los datos son la media £ s.d. n = 3 réplicas bioldgicas independientes de un conjunto
de 12 organoides/grupo; *P < 0,05, prueba t de Student no pareada.

Aumento de la infeccion por SARS-CoV-2 en organoides renales diabéticos

En base en nuestros resultados descritos, nuestro objetivo fue evaluar el impacto de los cambios
de tipo diabético en los organoides renales en las infecciones por SARS-Co-V-2. Para eso, los
organoides renales diabéticos y de control se infectaron con SARS-CoV-2, se recuperaron un
dia después de la infeccién (1 dpi) (Figura 3A) y se analizaron mediante inmunofluorescencia
de montaje completo. Los organoides control se infectaron segun lo detectado por
inmunotincion para proteina nuclear viral (NP) (Figura 3B). Las células infectadas dentro de
los organoides correspondian principalmente células tubulares proximales ACE2+ y LTL+
(Figura 3C). Sorprendentemente, los organoides expuestos al medio diabético mostraron
infecciones por SARS-CoV-2 significativamente aumentadas segun la cuantificacion del
porcentaje de células virales NP+ en todo el organoide mediante microscopia confocal (Figura
3D).
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Figura 3. Infeccion de organoides renales de control o diabéticos con SARS-CoV-2

A) Esquema experimental para la infeccion de organoides renales Control o Diabéticos con SARS-CoV-
2.

B) Inmunofluorescencia de organoides renales de control y diabéticos a 1 dpi con SARS-CoV-2 para
ACE?2 (verde), proteina nuclear viral (NP; rojo), LTL (magenta) y DAPI (azul). Barras de escala, 250
um, 50 um (vistas ampliadas). n = 2 organoides por condicion.

C) Cuantificacion de la colocalizacion de NP viral con células LTL+, CD31+y WT1+ en organoides de
rifion control o diabéticos. Los datos son la media + s.d. n = 3 control y n = 3 organoides diabéticos.
****pP < (0,0001, ANOVA unidireccional, prueba de comparaciones multiples de Tukey.

D) Cuantificacion del area de células NP+. Los datos son la media = s.d. n =5 Control y n =5 organoides
de rifidén diabético realizando dos réplicas técnicas cada uno. *P < 0,05, prueba t de Student no pareada.

Para evaluar los posibles cambios transcripcionales inducidos por el SARS-CoV-2, realizamos
la secuenciacién de ARN de unasola célula (scRNAseq) en 4 condiciones bioldgicas (simulacro
y 1 dpi, en organoides renales tratados con glucosa 5 mM y glucosa alta oscilatoria). Los tipos
de células en los organoides renales se asignaron mediante un agrupamiento no supervisado
(“unsupervised clustering) después de integrar el control frente a las condiciones de infeccion
diabética y el algoritmo Uniform Manifold Approximation and Projection (UMAP) para
visualizar los datos de sScRNAseq (Figura 4A). Recuperamos poblaciones de células tubulares,
mesenquimales, endoteliales, proliferantes, de podocitos y renales en las cuatro muestras
experimentales, lo que indica que aparentemente ni las condiciones diabéticas ni las infecciones
por SARS-CoV-2 alteraron las composiciones celulares en los organoides renales. Los
organoides de las cuatro condiciones contenian células representativas de una nefrona en
desarrollo, incluidas células de tipo endotelial ENG+ y PECAM1+, podocitos NPHS1+ y
NPHS2+, células del tubulo proximal LRP2+ y SLC3A1+ y células del tdbulo distal CDH1+,
gue se asemejan a las poblaciones de células renales fetales humanas del segundo trimestre. Los
organoides de rifién diabético a 1dpi nuevamente mostraron un mayor nimero de células que
contenian ARN viral en comparacion con los organoides de control (Figura 4B), lo que
confirma de nuevo nuestros resultados. Como se esperaba tras una infeccion activa, las
infecciones por SARS-CoV-2 dieron como resultado un aumento de los procesos relacionados
con la inflamacion en los organoides renales bajo control y en condiciones diabéticas (Figura
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4C) de acuerdo con hallazgos previos en organoides renales que muestran un aumento de la
sefializacion profibrotica, dafio celular, y respuestas inflamatorias impulsadas por la infeccion
por SARS-CoV-2. Nuestros resultados también mostraron que las infecciones por SARS-CoV-
2 también se asociaron con la regulacion a la baja de los procesos relacionados con la glucolisis
en organoides diabéticos (Figura 4C). Ademas de la glucolisis alterada, el analisis de expresion
génica diferencial mostré un aumento de la inflamacion (p. €j., genes de la familia CXCL) y
vias relacionadas con la diabetes (p. ej., CEBPD, STAT3) en los organoides renales diabéticos
infectados con SARS-CoV-2 en comparacion con sus homdlogos no diabéticos (datos no
mostrados en este informe).

Figura 4. La programacion metabdlica inducida por condiciones diabéticas en organoides de rifion
humano promueve la infeccién por SARS-CoV-2.

A) Algoritmo Uniform manifold approximation and projection (UMAP) de organoides renales
diabéticos o de control a 1 dpi con SARS-CoV-2. Los grupos estan coloreados segun el tipo de células
indicadas.

11
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B) UMAP para la expresion de SARS-CoV-2 en organoides renales de control o diabéticos a 1 dpi. Para
SARS-CaoV-2, la expresion se considera indetectable para las células que expresan < 5 UMI. Las células
estan coloreadas segun el nivel de expresion. Los gréficos de violin en los paneles inferiores representan
> 5 niveles de expresion de UMI para los diferentes tipos de células indicados.
C) Se realizé un GSEA distintivo por separado para condiciones de control y diabéticas, comparando
organoides infectados con SARS-CoV-2 versus control (Mock). Se muestran los diez conjuntos de genes
por direccién y muestra con el valor p ajustado mas bajo. Cada columna corresponde a una de las
comparaciones. Los circulos estan codificados por color (direccion), tamafio (NES) y transparencia
(valor p).
D) Genes expresados diferencialmente (DEG) en la comparacion de SARS-CoV-2 infectados con
organoides simulados en condiciones diabéticas considerando solo tipos de células similares a las
renales. En el gréfico, el eje x indica el log fold change (FC) y el eje y indica la significacion estadistica
con el -log10 (valor p). Los genes con un valor p ajustado < 0,05 se consideran regulados al alza (rojo).

Aumento de la infeccion por SARS-CoV-2 en células renales de pacientes diabéticos

Recientemente se ha demostrado que el SARS-CoV-2 puede infectar directamente las células
renales. Sin embargo, ain no se comprende por completo si el dafio renal observado es el
resultado de la infeccion directa de las células renales diana o de respuestas indirectas al dafio.
Aunque nuestros datos muestran inequivocamente que los organoides renales pueden infectarse
a través de la ACE2, también queriamos estudiar las infecciones por SARS-CoV-2 de células
renales humanas primarias. Para ello aislamos células tubulares proximales humanas de rifion
(HPTC) de biopsias renales de pacientes diabéticos y no diabéticos (control) gracias a nuestra
colaboracion con el Hospital Clinic de Barcelona (Figura 5A). Los niveles de ARNm de
PGCla se redujeron significativamente en los HPTC diabéticos en comparacién con los
controles, en paralelo con nuestros hallazgos en los organoides diabéticos y las células LTL +
aisladas de organoides renales diabéticos. Ademas, los HPTC aislados de biopsias renales
diabéticas exhibieron una mayor OCR, respiracion basal, produccion de ATP y capacidad
respiratoria méxima en comparacion con los control (Figura 5B) y mayores niveles de ARNm
de LDHA. Cabe destacar que también observamos una mayor expresion de ACE2 en HPTC de
pacientes diabéticos. Es importante mencionar que, después de las infecciones por SARS-CoV-
2, detectamos un mayor namero de células virales NP+ en HPTC diabéticos en comparacion
con las células renales aisladas de rifiones de controles no diabéticos (Figura 5D,E). Ademas,
las muestras de pacientes diabéticos tenian cantidades singificativamente mas altas de ARN
viral segun lo detectado por gPCR (Figura 5F). Estos datos muestran que las células tubulares
proximales humanas de pacientes diabéticos presentan un aumento de las infecciones por
SARS-CoV-2.

El aumento de OXPHOS y glucolisis en HPTC de pacientes diabéticos nos llevé a explorar los
mecanismos moleculares en la interfaz entre la glucélisis y OXPHOS durante las infecciones
por SARS-CoV-2. Para evaluar el papel de OXPHOS en la infeccion viral, tratamos las células
con dicloroacetato (DCA), un inhibidor de la piruvato deshidrogenasa quinasa mitocondrial
(PDK) que causa la activacion de OXPHOS mitocondrial a expensas de la glucolisis. Es
importante destacar que, cuando los HPTC derivados de controles y pacientes diabéticos se
trataron con DCA, observamos una disminucion significativa en la expresion del ARNm del
SARS-CoV-2 (Figura 5F,G).
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Figura 5. Infeccion por SARS-CoV-2 en células epiteliales tubulares derivadas de biopsias de
rifion humano diabético.

A) Imégenes representativas de campo claro de HPTC de biopsias renales de pacientes diabéticos no
diabéticos (control) o diabéticos. Barras de escala, 100 pm.

B) Anélisis Seahorse de HPTC de control y diabéticos. Los datos de la tasa de consumo de oxigeno
(OCR) se normalizan a la proteina total. Se muestran la respiracion basal, la produccion celular de ATP
y la respiracion méxima. Los datos son medias + s.d. de al menos n = 3 réplicas bioldgicas/grupo.
*P<0,05; **P<0,005; ***P<0,0005; ****P <0,0001, ANOVA unidireccional, prueba de comparaciones
multiples de Tukey.

C) Esquema experimental para infeccion por SARS-CoV-2 en HPTC Control o Diabéticos.
Inmunofluorescencia de HPTC control o diabéticos infectados a 1 dpi para la proteina nuclear viral (NP,
rojo) y DAPI (azul). Barras de escala, 100 pm.

D) Cuantificacion de células NP+ en C). Los datos son la media = s.d. n = 2 réplicas bioldgicas
independientes por condicion realizando al menos seis réplicas técnicas. ****P < 0,0001, ANOVA
unidireccional, prueba de comparaciones multiples de Tukey.

E ) Anédlisis de gPCR de HPTC de control o diabéticos infectados con SARS-CoV-2 a 1 ppp para la
deteccion de ARNm de SARS-CoV-2. Los datos son la media + s.d. n = 2 réplicas bioldgicas
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independientes por condicion con al menos tres réplicas técnicas. **P < 0,01; ****P < 0,0001, ANOVA
unidireccional, prueba de comparaciones multiples de Tukey.
F) Esquema experimental para infeccion por SARS-CoV-2 en HPTC de control o diabéticos tratados
con DCA o vehiculo durante 16 horas antes de la infeccion.
G) Anadlisis de gPCR de HPTC de control o diabéticos infectados con SARS-CoV-2 o simulados
expuestos a DCA o vehiculo a 1 dpi. Los datos son la media + s.d. n = 1 experimento independiente con
al menos dos repeticiones técnicas. **P<0,005; ***P<0,001; ****P <0,0001, ANOVA unidireccional,
prueba de comparaciones maltiples de Tukey.

CONCLUSIONES GENERALES

AUn no esté claro por qué las personas diabéticas son mas propensas a desarrollar COVID-19
grave. Aqui, hemos establecido un modelo organoide de rifion humano que mimetiza las
primeras etapas del desarrollo de la enfermedad renal humana en un marco diabético y una
regulacion al alza de la enzima convertidora de angiotensina 2 (ACE2). Tras la infeccion por
SARS-CoV-2, las condiciones hiperglucémicas conducen a cargas virales notablemente mas
altas en los organoides renales en comparacion con la normoglucemia. Los organoides renales
infectados regularon a la baja la ACE2, y el analisis de expresién génica diferencial un dia
después de la infeccion mostré un cambio metabodlico hacia una disminucion de la glucolisis en
los organoides renales diabéticos. Ademas, las células tubulares proximales humanas de
biopsias de pacientes diabéticos mostraron una respiracion mitocondrial alterada y una
glucdlisis mejorada, lo que resulté en un mayor nimero de infecciones por SARS-CoV-2 en
comparacién con los pacientes no diabéticos. De manera importante, modular la
reprogramaciéon metabolica inducida por la diabetes de las células de los pacientes con el
regulador metabdlico dicloroacetato, que activa la fosforilacién oxidativa a expensas de la
glucdlisis, redujo notablemente las infecciones por SARS-CoV-2. Parte de estas observaciones
se publicaron en la prestigiosa revista Cell Metabolism en la que reconocimos especialmente el
apoyo del programa Faster Future “A por la COVID-19”. El manuscrito se publicé en mayo de
2022 y aqui también compartimos el impacto de nuestro trabajo en la prensa general, incluidos
los periddicos, la radio y las redes sociales (ver resumen de impacto sobre los medios de
comunicacion a final del informe). Cabe destacar que los resultados también se publicaron
recientemente en el articulo de “STAR” Protocols (ver apartado referencias).

RESUMEN DIVULGATIVO

La posibilidad de generar cultivos celulares que se asemejan a nuestros 6rganos, los denominados
organoides, permite entender cémo se generan nuestros érganos y entender enfermedades de origen
genético, sistémico e infeccioso. En el proyecto Organoides y edicion genética para desenmascarar
al virus, financiado por la campafa Faster Future “A por la COVID-19”, hemos podido explotar
la tecnologia de los organoides de rifion para entender mecanismos esenciales en el
funcionamiento del receptor ACE2, una de las puertas que el virus SARS-CoV-2 encuentra en
nuestro organismo. Mediante técnicas que incluyen el uso de ingenieria genética y
secuenciacion de RNA hemos podido comprender el papel de ACE2 y otros receptores para
SARS-CoV-2 en los primeros momentos de la infeccion viral. Este trabajo nos ha permitido
identificar nuevos tratamientos para bloquear la infeccion SARS-CoV-2 en organoides de rifidén
y muestras de pacientes diabéticos.

EXPLICACION DE LOS GASTOS

En la campafa Faster Future “A por la COVID-19”, iniciada por el IBEC, el grupo de la Dra.
Montserrat ha contado con 11.188,24€, para la ejecucion del proyecto descrito en este informe,
gue se han ejecutado en su totalidad durante el periodo de vigencia del proyecto. Los fondos se
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han destinado a la compra de reactivos necesarios para el cultivo de los organoides de rifién y
de corazon (inhibidores, medios de cultivo o material de plastico necesario), para su posterior
edicion genética, ademas de para envio de muestras a sus colaboradores. Es importante destacar
que, paralelo a los fondos obtenido dentro de la campafia, la Dra. Montserrat ha podido
completar y ampliar el proyecto gracias a fondos captados en las convocatorias competitivas
dirigidas al estudio del COVID-19 y que detallamos a continuacion: “Development of a human
cellular platform unveiling Angiotensin-converting enzyme 2 (ACE2)-SARS-CoV-2
interactions”, de la Convocatoria Urgente De Expresiones De Interés Para La Financiacion
Extraordinaria De Proyectos De Investigacion Sobre El Sars-Cov-2 Y La Enfermedad Covid-
19, del Instituto de Salud Carlos 11l (189.000€), “ldentifying SARS-CoV-2- host cell
interactions exploiting CRISPR/Cas9 engineered human organoids: through the development
of specific therapies against COVID19”, de la convocatoria Ayudas a Equipos de Investigacion
Cientifica SARS-CoV-2 y COVID-19 en Ecologia y Veterinaria, de la Fundacion BBVA
(250.000€), “Exploiting organoid model systems to explore systemic conditions worsening
COVID19: merging cellular and genetic engineering”, de la convocatoria de La Marat6 de TV3
para la Covid-19 (132.500€), “Modern approaches for developing antivirals against SARS-CoV
2”, de la convocatoria Development of therapeutics and diagnostics combatting coronavirus
infections, del partnerariado Innovative Medicines Initiatives (499.982€) y “Respiratory Host-
Pathogen Interaction”, de la convocatoria Personalised medicine and infectious diseases:
understanding the individual host response to viruses (e.g. SARS-CoV-2) de la Comision
Europea (915.375€). Esta financiacion adicional obtenida confirma el interés de esta linea de
investigacion llevada a cabo por el grupo y el potencial de los objetivos y resultados obtenidos.

REFERENCIAS

A diabetic milieu increases ACE2 expression and cellular susceptibility to SARS-CoV-2
infections in human kidney organoids and patient cells

Elena Garreta, Patricia Prado, Megan L. Stanifer, Vanessa Monteil, Andrés Marco, Asier
Ullate-Agote, Daniel Moya-Rull, Amaia Vilas-Zornoza, Carolina Tarantino, Juan Pablo
Romero, Gustav Jonsson, Roger Oria, Alexandra Leopoldi, Astrid Hagelkruys, Maria Gallo,
Federico Gonzéalez, Pere Domingo-Pedrol, Aleix Gavalda, Carmen Hurtado del Pozo, Omar
Hasan Ali, Pedro Ventura-Aguiar, Josep Maria Campistol, Felipe Prosper, Ali Mirazimi, Steeve
Boulant, Josef M. Penninger, Nuria Montserrat. Cell Metabolism, 34(6), 857-873.e9 - May
2022. https://doi.org/10.1016/j.cmet.2022.04.009

Protocol for SARS-CoV-2 infection of kidney organoids derived from human pluripotent
stem cells.

Elena Garreta, Daniel Moya Rull, Megan L. Stanifer, Vanessa Monteil, Andrés Marco,
Carolina Tarantino, Juan Ali Mirazimi, Steeve Boulant, Josef M. Penninger, Nuria
Montserrat. STAR Protoc. 2022 Dec 16;3(4):101872. doi: 10.1016/].xpr0.2022.101872.
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PROYECTO 2: Liberacion de nanofarmacos como terapia para la COVID-19

Nuestro planteamiento parte de un riguroso trabajo tedrico en el que desconocemos los distintos
elementos de la interaccion del virus con los componentes celulares. Las largas y complejas
cadenas de azucares, llamadas glicanos, suelen recubrir la superficie de las células y de las
proteinas. Los glicanos modulan interacciones especificas ligando-receptor y protegen a las
celulas. En la superficie de la célula, estos azucares dan lugar al glicocélix, que forma como un
cepillo alrededor de la célula. Es por tanto muy relevante el estudiar la entrada del virus en la
célula combinando el efecto del cepillo de azlicares con los receptores tradicionales especificos
del virus. En conjunto, estos datos orientan el desarrollo de tratamientos antivirales mas
eficaces. Un elemento critico seran los glicanos naturales y varios estudios han demostrado que
la heparina, un antitrombdtico que se utiliza en la practica clinica, puede inhibir la infeccion del
coronavirus SARS-CoV-2. La heparina se une a las proteinas spike del virus deteniendo su
interaccion con los proteoglicanos de heparan sulfato, componentes criticos en la infeccién del
virus.

CONCLUSIONES GENERALES

En este proyecto, demostramos que las cadenas de heparan sulfato (HS) -que forman parte del
glicocalix -y otros glicanos- expresadas en la superficie de las proteinas del huésped y del virus,
tienen un papel critico en la modulacion de los potenciales de atraccion y repulsion durante la
infeccion viral. Analizamos el virus SARS-CoV-2, modelando sus proteinas spike que se unen
a las cadenas HS y a dos receptores de entrada clave, ACE2 y TMPRSS2. Incluimos el efecto
de exclusion de volumen impuesto a las cadenas HS durante la insercion del virus en el
glicocélix y la repulsion estérica causada por los cambios en la conformacion de los glicanos
de ACE2 implicados en la union a spike. A continuacion, combinamos todas estas interacciones,
demostrando que la interaccion de todos estos componentes es fundamental para el
comportamiento del virus. Demostramos que el tropismo del virus depende de la expresion
combinada tanto de las cadenas HS como de los receptores. Por ultimo, demostramos que
cuando tanto las cadenas HS como los receptores de entrada se expresan en alta densidad, los
efectos estéricos dominan la interaccion, impidiendo la infeccion.

Tambiéen elaboramos un modelo termodindmico simple de entrada viral, que es capaz de
predecir las diferencias entre los virus. También demostramos que el glicocalix, que a menudo
se obvia en los estudios sobre las interacciones de entrada en la célula, desempefia un papel
clave, y que la densidad y la estructura del glicocalix pueden determinar si un virus puede entrar
en la célula o no. Ademas, descubrimos que los correceptores no sélo desempefian una funcion
de sefializacion, sino también un importante papel termodinamico en la entrada del virus. A
continuacion, demostramos que este modelo puede utilizarse para calcular las probabilidades
de entrada en la célula de un determinado virus, lo que puede arrojar luz sobre las observaciones
clinicas asociadas a un virus. Por tanto, estas observaciones nos permiten ampliar la aplicacion
de este modelo a otros virus patdgenos, con el consecuente impacto en el desarrollo de nuevos
antivirales especificos para otras enfermedades viricas (Acosta Gutierrez 2022).

Ademas, también intentamos arrojar luz sobre los mecanismos de entrada viral. Elaboramos
un modelo termodinamico simple de entrada viral, que es capaz de predecir las diferencias entre
los virus. También demostramos que el glicocalix, que a menudo se descuida en los estudios
sobre la entrada en la célula, desempefia un papel clave, y que la densidad y la estructura del
glicocalix pueden determinar si un virus puede entrar en la célula o no. Ademas, descubrimos
que los correceptores no sélo desempefian una funcion de sefializacion, sino también un
importante papel termodinamico en la entrada del virus. A continuacién, demostramos que este
modelo puede utilizarse para calcular las probabilidades de entrada en la célula de un
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determinado virus, lo que puede arrojar luz sobre las observaciones clinicas asociadas a un virus
(Buckely 2022).

En la segunda parte del proyecto, hemos sintetizado macromoléculas y nanoparticulas
modificadas con heparina que coexpresan el péptido Fc (FcM). La region Fc es el fragmento de
anticuerpo que impulsa la unién rapida a las células inmunitarias estimulando las células
fagociticas o citotoxicas para destruir los patdgenos. Combinaremos la unién al virus con la
estimulacion inmunitaria para acelerar la eliminacion y, efectivamente, la inmunidad.
Disefiaremos varias combinaciones de heparina y péptidos FcM, ya sea como macromoléculas
individuales o como nanoparticulas, para maximizar la neutralizacion del virus. Aplicaremos
nuestro modelo de focalizacion fenotipica establecido para identificar las topologias de unién
mas eficaces para la focalizacion tanto del virus como de las células inmunitarias. Los
evaluaremos mediante protocolos secuenciales in vitro € in vivo para medir la neutralizacion
del virus y la respuesta inmunolodgica asociada.

Hemos producido virus pseudotipados que expresan la misma proteina spike que el virus de
tipo salvaje. Ahora estamos avanzando en las pruebas de las nanomedicinas antivirales con
modelos de interaccion utilizando células endoteliales de pulmon y ACE de alta expresion.
Ahora estamos disefiando nanoparticulas multivalentes equipadas con unidades de union a
péptidos Fc y a virus, utilizando heparina o elementos que imitan a la heparina.

RESUMEN DIVULGATIVO

Los glicanos son azucares de expresion ubicua que recubren las superficies de las células y
proteinas. Se encuentran en muchas proteinas en forma de cadenas cortas y ramificadas o de
largas cadenas que sobresalen en proteinas de membrana especiales, conocidas como
proteoglicanos. Este colchon de azlcares, el glicocalix, modula interacciones especificas y
protege a la célula. Hemos demostrado que tanto la expresion de los proteoglicanos como el de
los glicanos expresados en la superficie de las proteinas del huésped y del virus tienen un papel
critico en la modulacion de la adhesion viral a la célula. Construimos un modelo matematico
utilizando el SARS-Cov-2 como virus arquetipico para estudiar el papel de los glicanos durante
la infeccion. Se demuestra que esto ocurre a traves de un “tira y afloja” de fuerzas donde, por
un lado, las proteinas virales muestran un reconocimiento molecular multivalente hacia
glicanos y receptores especificos del huésped y, por otro lado, la repulsion estérica de los
glicanos que un virus debe superar para acercarse a dichos receptores especificos. Al equilibrar
ambas interacciones, se puede predecir el tropismo viral. En otras palabras, podemos trazar un
mapa de las células susceptibles de ser infectadas por el virus en funcién de la composicién de
los receptores y los proteoglicanos. Este mapa tedrico nos ayuda ahora a (i) engendrar una
interaccion multivalente similar para atacar exclusivamente el virus y, (ii) mapear el tropismo
del virus y, por tanto, dirigirlo especificamente al tejido infectado.

EXPLICACION DE LOS GASTOS

En el caso del proyecto 2 “Liberacion de nanofarmacos como terapia para la COVID-19”, con
esta iniciativa se han conseguido recaudar un total de 11.188,22 €, que se ejecutaron durante
los 12 meses iniciales. La totalidad del presupuesto se ha destinado a la compra de material
fungible de laboratorio necesario para llevar a cabo los experimentos de identificacion y estudio
de receptores relevantes para la infeccion del virus en células humanas, asi como la fabricacion
de los nanofarmacos y su evaluacion in vitro.

En paralelo a este proyecto, el Prof. Battaglia ha presentado varias propuestas a convocatorias
publicas competitivas, como son Convocatoria Urgente De Expresiones De Interés Para La
Financiacion Extraordinaria De Proyectos De Investigacion Sobre El Sars-Cov-2 Y La
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Enfermedad Covid-19, del Instituto de Salud Carlos Ill, La Marato de TV3 2021 dedicada a
COVID-19, y Caixalmpulse Express Call on COVID-19 de la Fundacion La Caixa,
actualmente, cuenta con una estudiante de doctorado trabajando en este tema, con la finalidad
de continuar y consolidar esta linea de investigacion. A pesar de no haber conseguido
financiacion a través de estos programas, se ha podido establecer una colaboracion clave con el
Prof. Raffaele di Francesco, jefe del departamento de Virologia del “Istituto Nazionale di
Genetica Molecolare-INGM” (Milén, Italia), un experto reconocido por sus importantes
contribuciones en el campo de la virologia molecular del virus de la hepatitis C y la
identificacion de nuevas estrategias terapéuticas para la hepatitis B crénica y COVID-19.

REFERENCIAS

The Role of Host Cell Glycans on Virus Infectivity: The SARS-CoV-2 Case
Silvia Acosta-Gutiérrez, Joseph Buckley, and Giuseppe Battaglia. Adv. Sci. 2022, 220185.
Doi: doi.org/10.1002/advs.202201853

The Role of Glycocalyx Steric Effects on Viral Endocytosis Joseph Buckley and Giuseppe
Battaglia bioRxiv 2022 doi: doi.org/10.1101/2022.02.12.480189
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PROYECTO 3: Estudio de las secuelas musculares en pacientes que han superado la
enfermedad COVID19

1. Introduccién

La fatiga es uno de los sintomas mas comunes (44-70 %) en las personas infectadas por SARS-
CoV-2. Puede implicar intolerancia al ejercicio y perturbar las actividades mentales al ralentizar
el curso del pensamiento y olvidar eventos recientes. Después del episodio agudo, la fatiga
puede persistir y volverse cronica. Un subgrupo de pacientes mantuvo estos sintomas mas de 3
meses después de la infeccion por COVID-19. Se les llama pacientes con sindrome Post-
COVID-19 o "Long-haulers"”, y el 20% de los pacientes desarrollan este sindrome. El sindrome
post-COVID-19 provoca un marcado deterioro del estado general del paciente, incluyendo la
actividad fisica y cognitiva global y, consecuentemente, la calidad de vida. Estos pacientes
presentan intolerancia fisica al minimo esfuerzo, no pueden realizar actividades mentales
complejas o continuas y se distraen facilmente. La presencia de disautonomia implica la
desregulacion del equilibrio corporal, la posicion corporal, la temperatura corporal, la presion
arterial o la frecuencia cardiaca. Estos pacientes muchas veces no pueden mantener sus
actividades personales o laborales. Debido a esta discapacidad social, se han agrupado en
asociaciones y han solicitado atencion sanitaria especifica. Se desconoce la causa del sindrome
Post-COVID-19. Puede considerarse sindrome de fatiga posviral. En personas genéticamente
predispuestas, tras el contacto con el SARS-CoV-2, el cerebro mantendria un estado
inflamatorio crénico de bajo grado que desregula muchas funciones y genera sintomas
multisistémicos como fatiga e intolerancia ortostatica como expresion de sensibilizacion
cerebral. Proponemos realizar un estudio cientifico entre el Hospital Clinic de Barcelona y el
IBEC para evaluar el sindrome Post-COVID-19. Exploraremos los mecanismos alterados y si
son responsables de la persistencia de la enfermedad. Realizaremos estudios comparativos entre
pacientes con fatiga cronica Post-COVID-19 +/- con controles sin COVID-19. Exploraremos
los mecanismos que pueden justificar estas alteraciones, como la generacién de energia celular,
la expresion de la inflamacion en la infeccion viral con andlisis de sangre y estudios
inmunoldgicos. Se expondra un modelo organoide de musculo esquelético 3D experimental al
suero del paciente para detectar cambios especificos. Nuestro objetivo es encontrar dianas que
permitan la deteccion precoz de pacientes con sindrome Post-COVID-19 y mejorar la
sintomatologia de quienes ya padecen este sindrome.

2. Hipotesis y objetivos del proyecto.

Después de superar el COVID-19, un porcentaje significativo de pacientes experimentara
sintomas que generalmente se resuelven en 3 semanas, mientras que otros desarrollan sintomas
persistentes comunes. Sin embargo, hasta la fecha, no hay estudios epidemioldgicos de
seguimiento que examinen la prevalencia, los factores de riesgo y se desconocen los
mecanismos patogénicos inmunoldgicos y moleculares subyacentes del sindrome pos-COVID-
19. La identificacion de brechas cruciales en la investigacion sobre los sintomas potencialmente
devastadores y duraderos de la infeccion por SARS-CoV-2 en los resultados de salud debe
abordarse con urgencia para encontrar terapias personalizadas.

HIPOTIZAMOS que:

1- Casi el 20% de los sujetos con infeccidon aguda por COVID-19 desarrollaran el sindrome
Post-COVID-109.
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2- La fatiga sera un sintoma relevante en el sindrome Post-COVID-19, afectando hasta al 80%
de los sujetos, con importantes repercusiones en la calidad de vida relacionada con la salud y la

carga economica.

3- La intolerancia al ejercicio fisico sera prevalente en pacientes con sindrome Post-COVID-
19.

4- En la mayoria de las personas con sindrome Post-COVID-19, la fatiga cumple con los
criterios diagndsticos de Sindrome de Fatiga Cronica/Encefalomielitis Mialgica (2011 ICC).

6- La base patogénica del sindrome Post-COVID-19 subyace en la respuesta sistémica
neuroinmunoldgica e inflamatoria, que conduce a la disrupcion bioenergética mitocondrial y
cambios en las células fenotipicas del exosoma y alteracion de la respuesta biologica implicada
en la disfuncién autonémica.

7- Los organoides musculares pueden ayudar a estudiar después del tratamiento con biofluidos
post-COVID-19, la contractilidad muscular, la secrecion de mioquinas solubles y el analisis
metabdlico.

Obijetivos del proyecto:

Estudiar las caracteristicas funcionales y estructurales de los tejidos musculares
tridimensionales in vitro tratados con sueros de pacientes con fatiga crénica:

1- Para disefiar musculos esqueléticos 3-D in vitro.
2- Tratarlos con sueros de pacientes con fatiga crénica.
3- Analisis funcional mediante EPS (calculo de fuerzas).
4- Analisis estructural mediante inmunotincion.
5- Anadlisis de actividad mitocondrial.

3. Resultados y discusion
Musculo esquelético 3D funcional
El Musculo en Chip (MoC) como modelo organoide permite un estudio méas personalizado de
la mialgia en los supervivientes de COVID-19. Esta plataforma, ya desarrollada, consta de un
biorreactor que reproduce el entorno microfisioldgico del mdsculo y permite su estimulacion
eléctrica. Este biorreactor integra cultivos musculares 3D desarrollados a partir de células
humanas de control, cultivandolas en andamios de biomaterial electroconductor y aplicando
diferentes regimenes de estimulacion eléctrica a través de electrodos integrados (Figura 1). El
equipo del IBEC ha desarrollado musculo esquelético en 3D mediante bioingenieria a partir de

células satelite derivadas de pacientes. Estos musculos in vitro expresan marcadores musculares
maduros y responden a la estimulacion por pulsos eléctricos (EPS).
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Figura 1. Fabricacion muscular y tratamiento con suero de pacientes.

Las plataformas individuales se disefiaron como chips circulares que encajan dentro de placas
de 48 pocillos. Cada plataforma tiene un pozo de vaciado rectangular con una capacidad
volumetrica de 35 pL y contiene un par de postes que dirigen la formacion de tejido.
Fundamentalmente, para garantizar que los tejidos se mantengan bajo tension, disefiamos
caracteristicas similares a ganchos en la parte superior de cada poste.

El efecto sobre la maduracion del tejido creado mediante bioingenieria se ha analizado mediante
microscopia confocal después de tefiir marcadores de musculo esquelético. Ademas, se ha
caracterizado la respuesta fisiologica de los tejidos 3D estudiando el efecto de los sueros sobre
la dindmica de contraccién y la fuerza que ejercen los tejidos sobre los pilares del PDMS tras
el EPS.

La formacion eficiente de miotubos en los tejidos del musculo esquelético modificado requiere
sefiales topograficas y microambientales adecuadas que favorezcan la alineacion y la fusion
celular. Cuando los “andamios” estan hechos de biomateriales compactables, como colageno,
matrices EHS o fibrina, el enfoque de fabricacion mas comun consiste en introducir puntos de
unién similares a tendones para proporcionar tension uniaxial durante la remodelacion de la
MEC1. Siguiendo esta estrategia, los hidrogeles fibrin-Matrigel® y fibrin-GeltrexTM se han
vaciado en moldes de silicona con marcos de nailon o ganchos como puntos de anclaje 2. Los
haces de tejido muscular resultantes debian manipularse y transferirse a una plataforma
diferente para la estimulacion y las mediciones de fuerza. Otro método ampliamente utilizado
consiste en la compactacion de la matriz cargada de células alrededor de un par de postes de
silicona flexibles 7. Ademas de proporcionar tension uniaxial, estos sistemas de yeso de
hidrogel permiten el seguimiento in situ de la desviacion del poste debido a la contraccion del
tejido. Ademas, estas desviaciones se pueden transformar en medidas de fuerza. Teniendo en
cuenta estas ventajas, fabricamos plataformas de yeso de hidrogel que contenian dos postes
flexibles como puntos de anclaje (Figura 1). Las plataformas PDMS finales se fabricaron
mediante el moldeado de réplicas de moldes maestros impresos en 3D, utilizando EcoflexTM
como moldes negativos intermediarios reutilizables. EcoflexTM es una silicona catalizada con
platino, que se cura a temperatura ambiente, lo que da como resultado un material muy elastico
que se puede aplicar como un molde elastico totalmente deformable 8. Las plataformas
individuales se disefiaron como chips circulares que encajan dentro de placas de 48 pocillos.
Cada plataforma tiene un pozo de vaciado rectangular con una capacidad volumetrica de 35 pL
y contiene un par de postes que dirigen la formacién de tejido. Fundamentalmente, para
garantizar que los tejidos se mantengan bajo tension, disefiamos caracteristicas similares a
ganchos en la parte superior de cada poste.
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El efecto sobre la maduracion del tejido creado mediante bioingenieria se ha analizado mediante
microscopia confocal después de tefiir marcadores de masculo esquelético. Ademas, se ha
caracterizado la respuesta fisioldgica de los tejidos 3D estudiando el efecto de los sueros sobre
la dindmica de contraccién y la fuerza que ejercen los tejidos sobre los pilares del PDMS tras

el EPS.

Tratamiento con Suero/plasma de pacientes y anélisis de fuerza

Tabla 1. Lista de muestras de Suero

Cdédigo de muestra Grupos Origen Tipo
CSF-01 paciente Hospital Clinic Suero
CSF-02 paciente Hospital Clinic Suero
CSF-03 paciente Hospital Clinic Suero
CSF-04 paciente Hospital Clinic Suero
CSF-05 paciente Hospital Clinic Suero
LV-001SUB paciente Vall de Hebrén Suero
LV-005SUB paciente Vall de Hebrén Suero
LV-018SUB paciente Vall de Hebrén Suero
LV-037SUB paciente Vall de Hebrén Suero
LV-048SUB paciente Vall de Hebrén Suero
C-01 control Hospital Clinic Suero
C-02 control Hospital Clinic Suero
C-03 control Hospital Clinic Suero
C-04 control Hospital Clinic Suero
C-05 control Hospital Clinic Suero
HC-02 control Vall de Hebrén Suero
HC-03 control Vall de Hebrén Suero
HC-04 control Vall de Hebrén Suero
HC-05 control Vall de Hebrén Suero
HC-06 control Vall de Hebrén Suero
LV-001 paciente Vall de Hebrén Plasma
LV-018 paciente Vall de Hebrén Plasma
LV-042 paciente Vall de Hebrén Plasma

Las desviaciones posteriores durante las contracciones del tejido se registraron y analizaron
utilizando Fiji. La relacion fuerza-desplazamiento de los postes se estimo utilizando la teoria
de flexion lineal basada en protocolos publicados previamente (Figura 2) >°. EI mddulo de
Young del PDMS (10:1) se midio previamente como 1,6 = 0,1 MPa. Teniendo en cuenta la
geometria y las dimensiones de los postes, calculamos una constante de resorte (k) de 3,54 N/m.
La constante de resorte se uso para transformar las desviaciones posteriores registradas (d) en
la fuerza generada por los tejidos del musculo esquelético 3D de bioingenieria (F).

Los musculos 3D se trataron después de 6 dias de diferenciacion tisular durante 48 horas con
una concentracion de suero/plasma del 0,1, 0,2, 0,5, 1, 2 y 5% (lista de sueros/plasma en la
Tabla 1). Después del tratamiento, los tejidos fueron estimulados a diferentes frecuencias. Los
mejores resultados se obtuvieron con 5% de suero/plasma, y los resultados mostrados en los
siguientes resultados corresponden a un 5% de concentracién de suero/plasma.
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Figura 2. Caracterizacion de las propiedades post-mecéanicas. La fuerza ejercida por el masculo
esquelético esta calculada desde la geometria y mecénica post geometria. Diametro (D), longitud total
(L), longitude desde el suelo del poste hasta el centro del tapén (), defleccion (d), y el modulo de
Young del PDMS (E).

Figura 3. a) mediana del analisis de la fuerza de contraccion de los mdsculos 3D: CFS, paciente sueros.
C, control. NS, no tratado. b) Comparacion de la fuerza de contraccién en uN de miotubos diferenciados
tratados con sueros de pacientes y sueros de control a 50 Hz (contraccion tetanica) y 1 Hz (contraccion
twitch). Todos los datos del grupo se expresan como media + SEM. Las comparaciones entre grupos se
realizaron utilizando el software Prism 8 (GraphPad) mediante una prueba t de Student (o = 0,05),
aplicando la correccion de Welch cuando fue necesario. *p < 0,01, **p < 0,001

Como se muestra en la Figura 3, existe un claro efecto sobre la contraccion muscular de los
tejidos 3D tratados con sueros de paciente o controles. El patron de la fuerza de contraccién
indica Sin tratar > Sueros sanos > Sueros del paciente con SFC. Los sueros de pacientes
afectados por fatiga cronica alteran la funcionalidad del masculo esquelético, pero este efecto
no esta afectando la viabilidad, como se puede observar en la Figura 4.
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Figura 4. Actividad metabdlica de las células de musculo esquelético encapsuladas tratadas con suero.
No se ha observado diferencias significativas entre ambos grupos de tejidos tratados.

Las mediciones en todos estos casos se realizaron manualmente, utilizando herramientas del
software ImageJ. Por el contrario, nuestros protocolos se obtendran mediante una
reconstruccion 3D utilizando el software Imaris. Con esta reconstruccion, cada didmetro de
miotubo se obtendra automaticamente con herramientas de analisis de superficie. Estos datos
daran una idea de la posibilidad de atrofia en los tejidos.

Después del tratamiento, las muestras se fijaron y los tejidos musculares creados mediante
bioingenieria se tifieron para detectar a-actinina sarcomérica (SAA, verde), F-actina (roja) y
nacleos (azul) (Figura 5). Las imagenes confocales mostraron miotubos multinucleados largos,
altamente alineados, que expresaban SAA. Nuestro siguiente paso es analizar el tamafio y
didmetro de los miotubos. Las reconstrucciones 3D de miotubos que expresan SAA se utilizaran
para medir el diametro individual de los miotubos de control y tratados a lo largo del tiempo.
Varios trabajos han cuantificado el diametro de los miotubos en 2D para diferentes propositos;
por ejemplo, para caracterizar células de pacientes !, probar diferentes condiciones de cultivo
12 evaluar la influencia de la topografia en la diferenciacion **, o estudiar el efecto de
administrar un determinado compuesto a los miotubos . El diametro de los miotubos también
se ha medido en cultivos 3D; por ejemplo, Khodabukus et al. compararon secciones
transversales de miotubos para analizar la maduracion de construcciones estimuladas
eléctricamente . Las mediciones en todos estos casos se realizaron manualmente, utilizando
herramientas del software ImagelJ. Por el contrario, nuestros protocolos se obtendran mediante
una reconstruccién 3D utilizando el software Imaris. Con esta reconstruccion, cada didmetro de
miotubo se obtendra automaticamente con herramientas de analisis de superficie. Estos datos
daran una idea de la posibilidad de atrofia en los tejidos.
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Figura 5. Imagenes representativas de microscopia confocal de cultivos 3D tefiidos con la cadena de
miosina pesada 7 (MYH?7, verde), a-actinina sarcomérica (SAA, rojo), actina (F-actina, amarillo), and
nucleos (DAPI, azul) tras 48 horas de tratamiento con suerto CFS-01.

CONCLUSIONES GENERALES

* Los sueros de diferentes donantes exhiben diferentes respuestas. Respuesta media
considerada.

* El patron de la fuerza de contraccion indica Sin tratar > Sueros sanos > Sueros del
paciente con SFC.

« La diferencia en actividad/viabilidad metabélica entre muestras tratadas con sueros
sanos y pacientes no es significativa.

* Los sueros de pacientes de ambos hospitales muestran la misma respuesta.
Los proximos pasos seran:

Analizaremos el diametro y tamafio de los miotubos. Esto puede abrir nuevas hip6tesis para
explicar el mecanismo de la enfermedad. El tratamiento de los sueros recogidos de los pacientes
puede provocar un deterioro de la masa y la funcion de los miotubos 3D. En trabajos anteriores
hemos demostrado que un higado no funcional puede producir pérdida de citoplasma, reduccion
de la actividad metabdlica y del didmetro de los miotubos, caracteristicas todas ellas asociadas
a la pérdida de diferenciacion. Aqui, no hemos visto una reduccion en la viabilidad sino una
reduccion en la funcionalidad. Si demostramos una reduccién en el tamafio y el didmetro,
continuaremos con el andlisis de genes. A nivel de génico, analizaremos la expresion de
marcadores de diferenciacion de miotubos y atrofia si estan desregulados. Particularmente, por
ejemplo, la sobreexpresion de MyoG vy la subexpresion de Tnntl, la primera involucrada en los
primeros pasos mientras que la segunda en las ultimas etapas de la diferenciacion de miotubos.
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Investigaremos mas a fondo el mecanismo detras de la pérdida de citoplasma, evaluando el
nivel de genes involucrados en la atrofia. Especificamente, los altos niveles de Foxo3 y Fbx32
demostraron la reduccién del tamafio y la funcion de los miotubos. Con la ayuda del Hospital
Clinic analizaremos la actividad mitocondrial de los miotubos y el numero, tamafio y
distribucion de las mitocondrias.

En conclusién, tenemos dos hipdtesis, atrofia o actividad de reduccion de mitocondrias, que
analizaremos en los proximos pasos.

RESUMEN DIVULGATIVO

Diversos estudios sugieren que hasta un 10-15 % de todos los pacientes con COVID-19 pueden
presentar sintomas persistentes semanas o incluso meses después de la infeccion inicial.
Mientras los investigadores intentan buscar paralelismos con otros brotes de coronavirus
anteriores (SARS-CoV-1 de 2003 y MERS-CoV de 2012), actualmente se desconoce el
panorama completo de las consecuencias a largo plazo de la infeccion por COVID-19. Desde
el comienzo de la pandemia de COVID-19, la fatiga es uno de los sintomas mas comunes (44-
70 %) en las personas infectadas por SARS-CoV-2. Después del episodio agudo, la fatiga puede
persistir y volverse cronica. Un subgrupo de pacientes mantuvo estos sintomas mas de 3 meses
después de la infeccién por COVID-19. Se les llama pacientes con sindrome Post-COVID-19
0 "Long-haulers", y el 20% de los pacientes desarrollan este sindrome. El sindrome post-
COVID-19 provoca un marcado deterioro del estado general del paciente, incluyendo la
actividad fisica y cognitiva global y, consecuentemente, la calidad de vida. Estos pacientes
presentan intolerancia fisica al minimo esfuerzo, no pueden realizar actividades mentales
complejas o continuas y se distraen facilmente. Estos pacientes muchas veces no pueden
mantener sus actividades personales o laborales. No se conocen las causas, pero en personas
genéticamente predispuestas, tras el contacto con el SARS-CoV-2, el cerebro mantendria un
estado inflamatorio crénico de bajo grado que desregula muchas funciones y genera sintomas
multisistémicos como fatiga e intolerancia ortostatica como expresion de sensibilizacion
cerebral.

En el IBEC hemos combinado la ingenieria de tejidos y muestras de pacientes del Hospital
Clinic y el Hospital de la Vall de Hebron de Barcelona, para crear un modelo de musculo
humano que nos permite el estudio de la fatiga persistente en pacientes con sindrome Post-
COVID-19. Hemos desarrollado tejido muscular humano a partir de células precursoras y lo
hemos introducido en un dispositivo que nos permite monitorizar la contraccion del tejido y
calcular las fuerzas que ejerce el masculo al contraerse. Por otro lado, hemos recolectado, con
la ayuda de los hospitales, una libreria de muestras de suero de pacientes que han padecido la
infeccion y sufren fatiga cronica, y de muestras control de personas sanas. Al tratar los mdsculos
con estos sueros durante 48 horas hemos observado un patrén claro de disminucion de fuerza
en los tejidos musculares. Esto nos indica claramente que hay un componente en los sueros de
los pacientes con fatiga crdnica persistente que afecta a la funcionalidad del musculo
esquelético. Ahora el trabajo se va a centrar en averiguar cual es el motivo de esta pérdida de
funcionalidad y nos enfocaremos en estudiar mas a fondo el musculo después de su tratamiento
con los sueros de los pacientes.
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EXPLICACION DE LOS GASTOS

En la campafia Faster Future “A por la COVID-19”, iniciada por el IBEC, el grupo del Dr.
Ramon ha contado con 10.116,65€, para la ejecucion del proyecto descrito en este informe, los
cuales se han ejecutado en sus totalidad durante los 18 meses de vigencia. Los fondos se han
destinados a la compra de reactivos necesarios (medios celulares, kits, material plastico, entre
otros) para los cultivos musculares 3D para el estudio de las secuelas musculares y el posterior
analisis de la fuerza. Paralelo a los fondos de la campafia de mecenazgo, el Dr. Ramon ha
presentado varias propuestas a convocatorias competitivas de la Comision Europea, asi como
la Agencia Catalana de Investigacion y Universidades, para ampliar el estudio de las secuelas
musculares en pacientes que hayan superado la enfermedad COVID-19 y, actualmente, cuenta
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con una estudiante de doctorado trabajando en este tema. Aunque lamentablemente estas
propuestas no han sido financiadas, la preparacion de las mismas ha servido para el
establecimiento de una red de colaboradores internacionales, entre los cuales se incluyen
hospitales que han tenido pacientes COVID-19 en Espafia (Hospital Clinic Barcelona y
Hospital Vall d’Hebron), Italia (Azienda Ospedale-Universita Padova) o Rumania (Saint John
Emergency Clinical Hospital).
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Informe sobre la difusion e impacto sobre los medios de comunicacién del
articulo:

A diabetic milieu increases ACE2 expression and cellular susceptibility to SARS-CoV-2
infections in human kidney organoids and patient cells

Elena Garreta, Patricia Prado, Megan L. Stanifer, Vanessa Monteil, Andrés Marco, Asier
Ullate-Agote, Daniel Moya-Rull, Amaia Vilas-Zornoza, Carolina Tarantino, Juan Pablo
Romero, Gustav Jonsson, Roger Oria, Alexandra Leopoldi, Astrid Hagelkruys, Maria Gallo,
Federico Gonzélez, Pere Domingo-Pedrol, Aleix Gavalda, Carmen Hurtado del Pozo, Omar
Hasan Ali, Pedro Ventura-Aguiar, Josep Maria Campistol, Felipe Prosper, Ali Mirazimi, Steeve
Boulant, Josef M. Penninger, Nuria Montserrat. Cell Metabolism, 34(6), 857-873.e9 - May
2022. https://doi.org/10.1016/j.cmet.2022.04.009

Cabe destacar que el articulo de la revista Cell Metabolism gener6 un total de 41 impactos en
los medios nacionales, valorado en un total de 133.000€ y alcanzé una audiencia de casi
12.000.000 de personas (detalles en los documentos a continuacion).
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Investigadores crean mini-rifiones que ayudan a comprender por qué los pacientes con diabetes tienen mas riesgo de Covid-19

Minirrifiones generados en laboratorio ayudan a comprender por qué los pacientes con diabetes tienen mas riesgo de desarrollar COVID-19 grave

Imatge combinada d'un organoide de ronyé creat al laboratori per I'equip de Naria Montserrat.
El misteriés cas del rony6 que deixava entrar el covid
#ReporteCoronavirus | Las 7 noticias mas importantes de la mafiana #13May
Mini-rifiones de laboratorio ayudan a entender por qué los diabéticos tienen mas riesgo de Covid
Mini-rifiones generados en laboratorio arrojan luz sobre la conexién entre la diabetes y el Covid-19
Minirrifiones diabéticos creados en laboratorio demuestran mayor riesgo covid
Rifiones creados en laboratorio demuestran mayor riesgo de COVID-19
El estudio con ‘minirrifiones’ demuestra la relacién entre la diabetes y la COVID-19
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Crean minirrifiones que simulan el funcionamiento de un rifién con diabetes
Mini-rifiones generados en laboratorio ayudan a comprender por qué los pacientes con diabetes tienen mas riesgo de COVID
Laboratory-generated mini-kidneys help uncover the link between diabetes and COVID-19 disease
Mini-rifiones generados en laboratorio ayudan a comprender por qué los pacientes con diabetes tienen mas riesgo de COVID
Minirrifiones humanos con diabetes confirman la mayor susceptibilidad al Covid-19 de los diabéticos
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Minirrifiones diabéticos creados en laboratorio demuestran mayor riesgo covid
Hito espafiol contra la Covid-19: hallado el punto débil de los diabéticos frente a la infeccién
Mini-rifiones generados en laboratorio ayudan a comprender por qué los pacientes con diabetes tienen mas riesgo de COVID
Minirrifiones humanos con diabetes confirman la mayor susceptibilidad al Covid-19 de los diabéticos
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Minirrifiones diabéticos creados en laboratorio demuestran mayor riesgo covid
Laboratory-generated mini-kidneys help understand the link between diabetes and COVID-19 disease
Minirrifiones humanos con diabetes confirman la mayor susceptibilidad al Covid-19 de los diabéticos
Crean minirrifiones que simulan el funcionamiento de un rifién con diabetes
Minirrifiones humanos con diabetes confirman la mayor susceptibilidad al Covid-19 de los diabéticos
Un estudio con mini-rifiones generados en laboratorio demuestra que los diabéticos son mas susceptibles a la infeccién por SARS-CoV-2
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