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Gracias - buenos dias a todos, o buenas tardes. El titulo de esta charla es: "La inflamacion en la
via aérea COVID-19 se debe a la sefializacion CFTR por la proteina de espiga SARS-CoV-2." Ya
que todos hemos estado viviendo a través de la pandemia COVID, mucho de esto no sera nuevo
para ti. Pero el CFTR puede ser nuevo. Significa - es el nombre de una mutacion de proteina que
causa una enfermedad llamada fibrosis quistica. Esto es algo en lo que trabajamos.

Es dificil recordar el nombre de esta proteina, porque la gente que la estudiaba al principio, en el
hospital para nifios enfermos de Toronto, no tenia idea de lo que hacia. Estaban escuchando una
estacion de rock, CFTR, Canadian Frequency Toronto, 680 en el dial AM, y decidieron llamarlo
CFTR. Asi es como recuerdo el nombre - es una forma de dar informacion sobre lo que la gente
estaba haciendo en los viejos tiempos cuando no sabian exactamente lo que estaban haciendo. En
cualquier caso, la proteina en si es realmente critica, como muchas de las proteinas o genes que
se encuentran en enfermedades raras - son raras porque es dificil vivir sin ellas. Nos acompafian
colegas de USAMRI, el Instituto de Investigacion Médica del Ejército de los Estados Unidos
sobre Enfermedades Infecciosas, donde se estudian los virus mas graves. Pudimos hacer esto -
esta es una colaboracion - y el articulo sobre el que gran parte de los datos que voy a hablar fue
publicado recientemente en informes cientificos. Hung Caohuy et al se muestra como una cita en
la parte inferior de esta diapositiva.


https://covidinfocommons.datascience.columbia.edu/
https://covidinfocommons.datascience.columbia.edu/content/harvey-pollard-uniformed-services-university-school-medicine
https://covidinfocommons.datascience.columbia.edu/content/harvey-pollard-uniformed-services-university-school-medicine
https://cic-apps.datascience.columbia.edu/grants/10847?keyword=pollar
https://reporter.nih.gov/
https://www.youtube.com/watch?v=e8z3oz5dcTg
https://covidinfocommons.datascience.columbia.edu/events/dec-2024-cic-webinar
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Los objetivos de este proyecto fueron comprender, en primer lugar, el mecanismo por el cual se
produjo la tormenta de citocinas pro-inflamatorias en las vias respiratorias del COVID-19. Es
esencialmente letal. Segundo, encontrar una estrategia terapéutica para suprimir la tormenta. Por
cierto, si ves que el trimer de espiga se mueve, se supone que se mueve, no son tus 0jos.
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En primer lugar, desarrollamos un ensayo in vitro para la uniéon de proteinas spike a ACE2.
Luego, buscamos drogas candidatas que pudieran bloquear la interaccion. Finalmente,
encontramos que los glucosidos cardiacos como digitoxina, digoxina o ouabain eran potentes
inhibidores de la unién Spike-ACE2. Después de pasar por muchos estudios que examinaban la
unioén, nos preguntamos si alguno de esos medicamentos que fueron aprobados en todo el mundo
- y se licencia digoxin aqui en los Estados Unidos - realmente interfiere con la infeccion.
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Esta diapositiva muestra que la infectividad del virus de datos es inhibida por digitoxina y otros
glucdsidos cardiacos en las células pulmonares humanas - la célula A549, muy tipica. En la parte
superior se muestra una serie de curvas de respuesta de dosis. El eje x es la concentracion de la
droga y el eje y en verde son los valores inhibidores, o valores K12, esencialmente.

La parte superior es un hinchado, esta es una serie de curvas de respuesta de dosis en el eje x de
la concentracion del farmaco y el eje y en valores inhibitorios verdes K1 valores esencialmente
EC50 valores para los tres farmacos glucésidos cardiacos. Estan en rangos de concentracion
usados para tratar la insuficiencia cardiaca, curiosamente. El color rojo es la citotoxicidad. Es
aproximadamente diez veces mayor que los respectivos valores de EC50 inhibitorios, lo que
significa que se pueden usar estos farmacos sin llegar a inhibir las células. Las dos cajas de abajo
son los nucleidos de esteroides que van con estos medicamentos menos los azicares. No son
muy eficaces. Esto fue publicado en informes cientificos en 2021, asi que estamos muy contentos
de ver que pudimos transmitir algunos experimentos in vitro a algo que se estaba aproximando in
Vivo.
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Hay informacion preliminar adicional sobre CFTR que quiero enfatizar. Es un gen responsable
del control de la inflamacion en la rara enfermedad genética de la fibrosis quistica. Y como
veremos en las proximas diapositivas, es esencial para el control de la inflamacion en la via aérea
del COVID-19.
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Voy a leer la primera parte porque dice lo que quiero decir y seguimos. Al principio de la
pandemia de COVID-19, se descubri6 que la tormenta letal de citocinas se debia a la activacion
de las vias TNF alfa y NF Kappa B, pero nadie sabia como ocurri6.



En el centro de esta diapositiva, se puede ver una via de senalizacion que comienza con el TNF
alfa, que luego se une a un receptor TNF en la membrana de la célula. Ahi, se conecta al primer
adaptador intracelular, una molécula llamada TRADD. El DD significa Dominio de la Muerte,
muy inquietante. Esa molécula es un director critico para llevar todas esas sefales de TNF alfa a
la IKK'some que luego se une, o fosforilan a I kappa B alfa, libera suficiente Kappa B, que se
mueve hacia el niicleo y genera todas estas citocinas - [L-6, IL-8, TNF alfa, y un grupo de
ARNmMm, que luego se sintetizan y secretan en las vias respiratorias y en el resto del cuerpo. En
realidad, en el contexto de una tormenta de citocinas, nosotros, al estudiar esta situacion con la
fibrosis quistica, encontramos que habia algunos que buscaban drogas alternativas como
digitoxina - ya les hemos mostrado que interfieren con la infeccion. Encontramos que la
digitoxina, la digoxina y el ouabain basicamente bloquean ese proceso. Puedes ver en letras rojas
y pequeio bloque, la T-Junction, que cuando haces un complejo binario entre TNF alfa y TNFR1
uno, quiere unirse a TRADD pero no puede. Asi que los primeros experimentos se hicieron en
células HeLa viejas y simples, y eso demostr6 realmente donde estaba el problema. Una funcion
de la CFTR es bloquear esa molécula TRADD y inhibir asi la tormenta de citocinas en las vias
respiratorias de la FC, pero de hecho, dado que la digitoxina y la CFTR estan trabajando en el
mismo lugar, esencialmente, los farmacos estan fenocopiando o imitando la CFTR. Se plante¢ la
hipétesis de que la tormenta de citocinas COVID-19 se debio a la pérdida de CFTR y que los
glucoésidos cardiacos, que basicamente imitarian CFTR, podrian ser terapéuticos.
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Asi que la pregunta era, ;la exposicidn a proteinas de picos reduce CFTR? La forma en que
hicimos este experimento fue usando un organoide pulmonar humano preparado en la interfaz
aire-agua. Pones algunas células basales que recibimos de un colega en esta interfaz aire-agua y
durante 28 dias de cultivo, creces un epitelio hermoso. Puede ver las células de la copa, las
células auxiliares y otros tipos de células verificadas por inmunofluorescencia a continuacioén. En
el lado derecho se utilizaron analisis de Western blot de los efectos de la proteina spike sobre los
niveles de CFTR. A lo largo del eje horizontal aumentamos la concentracion en la primera
columna superior, A, la proteina de espiga ancestral o original de Wuhan. Causa una pérdida de
CFTR dependiente de la dosis, significativamente dependiente de la dosis. Entonces examinamos
una cepa mucho mas bioldgicamente potente. Esta es la cepa sudafricana Beta, mucho mas
potente, como resultd ser, como un virus COVID. Mucho mas potente en la reduccion de CFTR.
Se ve la diferencia en los graficos de barras y en las graficas occidentales. Asi que concluimos
que la exposicidn a proteinas spike reduce los niveles de CFTR.
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La siguiente pregunta fue si las proteinas de la espiga activan la sefializacion pro inflamatoria del
kappa B del NF. Bueno, en el grafico que mostré de las vias de sefializacion es una serie de
proteinas. Comenzando desde arriba, TNF alfa, TRADD, y asi sucesivamente. Estos se activan si
CFTR se pierde. Al aumentar la concentracion de la proteina spike, nuevamente, estamos usando
la cepa Wuhan aqui, todas esas flechas rojas a la izquierda en realidad muestran lugares donde
estd ocurriendo un aumento. Si miras mas alla, veras que TRADD en realidad esta aumentando.



Al final, IL-8, que es una de las citocinas que medimos, también estd aumentando. Asi que si, la
proteina de espiga activa la sefializacion pro-inflamatoria NF kappa B.
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Aqui es donde nuestros colegas de USAMRI se pusieron a la altura. ;Los glucésidos cardiacos
protegen las células epiteliales de CFTR perdidas por virus nativos? En el lado izquierdo, veras
una trama occidental. Varias cosas se afaden justo en el medio. Donde dice 'virus only', vera que
el nivel de intensidad de esa banda CFTR, en este caso es el dimero, se reduce sustancialmente
en comparacion con el medio de control y que digitoxin y ouabain elevar los niveles. El grafico
de barras basicamente muestra cosas muy similares. Estos son todos basados en cuatro
experimentos independientes. La situacion real aqui es que todo estd muy bien para nosotros
realmente hacer experimentos con proteinas de espina dorsal, pero es muy importante verificar
que esto esta sucediendo en virus reales y enfermedades reales. Esto era algo que nos interesaba
mostrar y validar.
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La siguiente pregunta es ";Cdmo se une el pico solo a ACE2, pero también afecta los niveles de
CFTR?" ;Como podria ser eso? Una posibilidad era que tal vez el CFTR que existia estaba unido
a ACE2 en la membrana celular. Resulta, si, estd unido a ACE2. La parte izquierda de esta figura
muestra que, de hecho, CFTR y ACE2 se encuentran tanto en las células basales que componen
el epitelio diferenciado como en el epitelio indiferenciado. CFTR est4 ahi, ACE2 y en realidad
todo lo que necesitas para tener una buena infeccion (siempre y cuando puedas llamar a una
infeccion agradable). En el lado derecho, muestra que si tomas un anticuerpo contra ACE2 y lo
inmuno-precipitas, luego prueba ese inmuno-precipitado para la CFTR ligada, seguro, puedes
encontrar mucha CFTR. Estos son dos experimentos duplicados, el NRS es simplemente un
suero normal de rata. También se puede encontrar CFTR inmunoprecipitado solo en las células
basales, por lo que es basicamente accesible en todas las diferentes partes del epitelio.
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Quiero hacer una pausa aqui para recordar o enfatizar a todos que el CFTR es un canal de cloruro
activado por AMP ciclico. Ese canal es critico para mantener las vias respiratorias hidratadas.
Cuando el canal no esta alli, la via aérea se seca y ocurre la inflamacion. En este caso particular,
tenemos la proteina CFTR en la superficie de la célula. Arriba es la via aérea, abajo es el interior
de la célula. La norepinefrina o epinefrina puede unirse a una proteina - otra proteina que se une
a CFTR se llama el receptor adrenérgico beta 2. Esto genera AMP ciclico, la proteina quinasa A
se activa. Luego etiqueta los fosforilatos con CFTR. La actividad del canal se activa. Se puede
ver una molécula de cloruro que se mueve hacia afuera.

(Por qué muestro esto? Bueno, si la proteina se pierde, esperas que también se pierda la
actividad del canal. Es una especie de prueba. ;Es realmente cierto que la proteina spike reduce y
elimina todo lo asociado con el CFTR?
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En el lado derecho se encuentra un experimento de camara cldsico. Pero podriamos mirar hacia
el eje horizontal en el lado izquierdo - es un curso de tiempo y el eje vertical es la actividad del
transporte de cloruro desde un lado de la interfaz liquido al lado aire. Si agregas algo de IBMX o
algo para estabilizar el [inaudible], el verde - el canal se abre. Puedes ver una sefial muy
agradable. Si usted gira y anade un inhibidor de CFTR, éste bajard, pero si agrega una proteina
spike, pierde aproximadamente el 50% de la sefal. En este experimento, el pico es Wuhan, por lo
que es el menos potente de estos, pero si se afiade ouabin o digitoxina o digoxina a este cultivo
celular que esté cultivando durante 24 horas, el efecto de pico se pierde. En el lado derecho,
puedes ver esa historia con los graficos de barras, pero justo debajo donde dice "CFTR", puedes
ver que cuando has agregado el pico, obtienes aun menos CFTR. Asi que la proteina de pico
causa la pérdida de la proteina CFTR en el mismo sistema y la pérdida de la proteina CFTR se
salva por el tratamiento del epitelio con los tres glucédsidos cardiacos. La pérdida de actividad del
canal, la pérdida de proteinas, ocurren al mismo tiempo. Eso significa que creemos haber
abordado de manera s6lida el concepto de que la proteina spike, y el virus para ese asunto, ha
reducido los niveles de CFTR.
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Nuestras conclusiones son que los datos apoyan la hipdtesis de que la tormenta de citocinas
COVID-19 se debe a la pérdida de CFTR. La segunda conclusion es que la pérdida de CFTR
activa TRADD para conducir la sefializacion TNFa/NF kappa B. La digitoxina, digoxina y
ouabain fueron quizas terapéuticas, primero bloqueando la infeccidn, inhibiendo el virus de
unirse a ACE2, y segundo inhibiendo la inflamacion, inhibiendo TRADD, y asi sustituyendo la
pérdida de CFTR. Sugerimos que la ventaja de la glicosita cardiaca es que se trata de una familia
de farmacos con dos actividades terapéuticas candidatas simultaneas para el COVID-19.

Hoja 14

Tenemos que tener estos reconocimientos. En parte, nuestro laboratorio en el Uniform Services y
también los laboratorios de Herbert y Florez en USAMRIID. También tenemos que tener un
aviso del Departamento de Defensa que diga que no estamos tratando de vender nada a nadie. Te
agradecemos por eso.
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Gracias - Estoy a la espera de cualquier pregunta que pueda haber mas adelante en la
presentacion.
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