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TITULO: Puesta a punto de un método de cultivo aire-liquido para el estudio de la
Discinesia Ciliar Primaria

RESUMEN:

-INTRODUCCION: La Discinesia Ciliar Primaria (DCP) es una enfermedad rara
respiratoria con una prevalencia de 1/20000. Es una condicién hereditaria y
permanente causada por defectos congénitos en la ultraestructura de los cilios.
Se manifiesta causando un funcionamiento deficiente del sistema de
aclaramiento mucaociliar, generando congestion nasal, tos, otitis 0 en casos mas
graves problemas pulmonares como las bronquiectasias. Se trata de una
enfermedad con un diagnéstico tardio e infradiagnosticada por lo que
actualmente se buscan nuevas técnicas para el estudio de la enfermedad. Es
por ello por lo que un cultivo en interfaz Aire-Liquido (ALI) permite generar
condiciones mas similares a las fisiolégicas, utilizdandose como modelo para el
estudio de la DCP. Sin embargo, las células estan sometidas a un equilibrio
sustancias oxidantes-sustancias antioxidantes, que puede verse alterado por los
cambios en las condiciones del cultivo ALI, generando una situacién de estrés
oxidativo.

-METODOS: Establecimiento de un modelo celular para la investigacion de la
DCP mediante la técnica de cultivo ALI de células epiteliales nasales obtenidas
del cornete nasal medio de un individuo sano. Este cultivo permite la
diferenciaciéon celular logrando asi el desarrollo de un epitelio
pseudoestratificado. En segundo lugar, se llevo a cabo, mediante RT-gPCR, el
andlisis de la expresion de diversos genes del sistema antioxidante en las
diferentes etapas del cultivo ALL.

-RESULTADOS: El cultivo se alcanz6 con éxito, caracterizado por la presencia
de células ciliadas generadoras de movimiento. Asimismo, las células en general
en el cultivo, estan sometidas a un mayor estrés oxidativo cuando se encuentran
totalmente sumergidas, es decir, en la etapa de crecimiento y proliferacion.

-CONCLUSION: Los resultados obtenidos en este trabajo indican que ha sido
posible, la puesta a punto en nuestro laboratorio, del cultivo ALI caracterizado
por el desarrollo de células epiteliales nasales, células productoras de
mucosidades y células multiciliadas caracteristicas del epitelio nasal humano. En
este contexto, el cultivo ALI destaca por su beneficioso uso en el estudio de
enfermedades respiratorias, favoreciendo la diferenciacion celular, no adquirida
en los cultivos en monocapa.
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TITLE: Development of an Air-Liquid culture method for the study of Primary Ciliary
Dyskinesia.

SUMMARY:

-INTRODUCTION: Primary Ciliary Dyskinesia (DCP) is a rare respiratory disease
with a prevalence of 1/20000. It is a hereditary and permanent condition caused
by congenital defects in the ultrastructure of the cilia. It manifests itself by causing
a deficient functioning of the mucociliary clearance system, generating nasal
congestion, cough, otitis or in more severe cases pulmonary problems such us
bronchiectasis. It is a disease with a late diagnosis and underdiagnosed, so new
techniques for the study of the disease are currently being sought. This is why an
Air-Liquid Interface (ALI) culture allows the generation of conditions more similar
to physiological ones, being used as a model for the study of DCP. However,
cells are subjected to an oxidant-antioxidant substance balance, which can be
altered by changes in ALI culture conditions, generating oxidative stress.

-METHODS: Establishment of a cellular model for the investigation of DCP using
ALI culture technique of nasal epithelial cells obtained from the middle nasal
concha of a healthy individual. This culture allows cell differentiation, thus
achieving the development of a pseudostratified epithelium. Secondly, RT-gPCR
was used to analyze the expression of various genes of the antioxidant system
in the different stages of the ALI culture.

-RESULTS: The culture was successfully achieved, characterized by the
presence of motility-generating ciliary cells. Also, cells in general in the culture,
are subjected to higher oxidative stress when they are fully submerged, that is in
the growth and proliferation stage.

-CONCLUSION: The results obtained in this work indicate that it has been
possible, to develop in out laboratory, the ALI culture characterized by the
development of nasal epithelial cells, mucus-producing cells and multiciliated
cells characteristic of the human nasal epithelium. In this context, ALl culture
stands out for its beneficial use in the study of respiratory diseases, favoring cell
differentiation, not acquired in monolayer cultures.

-KEY WORDS: Rare Respiratory Disease (ERR); Primary Ciliary Dyskinesia
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1.INTRODUCCION

La Discinesia Ciliar Primaria (DCP) es un término que abarca aquellas enfermedades
gue ocurren como resultado de un defecto congénito en los cilios. Incluyendo
enfermedades como el sindrome de Kartagener o defectos en la orientacién, inmovilidad
o coordinacion de los cilios (Meeks & Bush, 2000).

1.1. CILIOS: ESTRUCTURA Y FUNCION

Los cilios son estructuras conservadas evolutivamente que tienen un papel clave en
muchos tipos celulares desde el punto de vista biolégico. Son organulos muy complejos,
gue se presentan como proyecciones en la superficie de la célula, rodeados por una
membrana y algunos tipos presentan funcion motora (Meeks & Bush, 2000).

Estructuralmente, los cilios moviles se dividen en subcompartimentos: cuerpo basal, el
cual ancla el cilio a la célula (Popatia et al., 2014), la zona de transicién, el axonema, la
membrana ciliar y la punta ciliar (Fliegauf et al., 2007).

El nacleo del axonema se encuentra conservado en los cilios méviles y consiste en
nueve dobletes de microtubulos periféricos rodeando un par central de microtibulos
internos (9+2). Los dobletes microtubulares estan constituidos por heterodimeros de alfa
y beta tubulina, ensamblados en los 13 protofilamentos del tibulo Ay 11 protofilamentos
del tubulo B, mientras que el par central, orientado con respecto al par central de cilios
adyacentes, esta constituido por 13 protofilamentos de tubulina. Los pares de
microtubulos periféricos estan conectados entre si mediante enlaces de nexina. A su
vez, unos brazos radiales permiten la unidon de la vaina proteica que rodea a los
microtubulos centrales con el microtibulo A de cada par periférico.

Asi mismo, cada doblete periférico tiene asociado dos brazos de dineina, clasificados
como brazos de dineina internos (IDA), cuya funcion es influir en la forma de la onda del
latido, y brazos de dineina externos (ODA), que influyen en la frecuencia del latido
(Meeks & Bush, 2000). Las adenosintrifosfatasas (ATPasas) estan conectadas con
estos brazos de dineina, y generan movimiento mediante la hidrélisis del ATP,
promoviendo el deslizamiento de los microtibulos. Mientras que las espinas radiales
son las que determinan la direccién de este movimiento. La figura 1 muestra un
esquema representativo de esta estructura del axonema de un cilio 9+2 (Popatia et al.,
2014).

Estos cilios méviles (9+2), cuya funcién principal es la de impulsar las células a través
del liquido o mover el fluido sobre la superficie de células, estan localizados en el epitelio
respiratorio tanto inferior como superior, en el epéndimo (delgado revestimiento
neuroepitelial del sistema ventricular del cerebro y el canal central de la médula espinal)
y en el aparato reproductor masculino y femenino, pero existen excepciones en las que
esta estructura no presenta movilidad, como es el caso de los kinocilium y stereocilia
del oido interno.
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Figura 1. Esquema representativo de un corte transversal del tallo o axonema de un cilio con estructura
9+2. (Adaptada de Djakow, J., & O’Callaghan, C. (2014). Primary ciliary dyskinesia. Breathe, 10(2), 122—
133. doi:10.1183/20734735.007413).

Por otro lado, tenemos los cilios primarios o sensoriales, que presentan una disposicion
9+0, caracterizados por no presentar brazos de dineina y se clasifican como cilios
inmoviles. Estos generalmente estan localizados en estructuras como rifién, pancreas,
0jo, huesos/cartilago o conducto biliar, pero en algunos casos como es el de los cilios
nodales del embrién, carece de los microtibulos centrales, pero tienen brazos de
dineina, por lo que presentan movimiento (Fliegauf et al., 2007).

En condiciones normales, la frecuencia del batido ciliar (FBC) oscila entre 8 y 20 Hz,
siendo esta variable dependiente del espesor del moco en el area traqueobronquial. La
FBC genera un movimiento que se caracteriza por ser sincrénico y controlado.

Alteraciones en los cilios conllevan a diversos tipos de enfermedades conocidas en su
conjunto como ciliopatias, que presentan caracteristicas fenotipicas similares. Entre las
ciliopatias encontramos enfermedades tan diversas como la poliquistosis renal, la
hidrocefalia o la DCP.

Las principales causas de la DCP se les atribuye a anomalias en la estructura de los
cilios o alteraciones en su orientacion. Los defectos genéticos a nivel de la dineina
pueden ocurrir tanto en los brazos externos como internos, generando un patrén de
movimiento anormal o inmovilidad. También hay pacientes con DCP que muestran
alteracion en la frecuencia del batido ciliar, lo que puede causar estasis de las mucosas
respiratorias (Meeks & Bush, 2000; Eley et al., 2005; Toriello & Parisi 2009; Satir &
Christensen 2008).

En general, las alteraciones moleculares detectadas en diferentes manifestaciones de
cilios inmoviles son: ausencia o disminucion del numero de brazos internos y/o externos
de dineina como se muestra en la Figura 2, brazos de dineina mas cortos, ausencia o
acortamiento de los brazos radiales o puentes de nexina, ausencia de microtubulos
centrales, e incluso ausencia de cuerpos basales y cilios, o presencia de cuerpos
basales, pero sin muestra de crecimiento de cilios. En algunos casos, los cilios
presentan una ultraestructura normal, pero éstos son incapaces de realizar el
movimiento (Afzelius et al., 2004).



Figura 2.(A) Corte transversal del axonema de un individuo sano (B) Corte transversal del axonema de un
paciente con Discinesia Ciliar Primaria, en el que se muestra la ausencia total de los brazos de dineina
(Meeks & Bush, 2000).

1.2. HISTORIA DE LA DISCINESIA CILIAR PRIMARIA

La enfermedad fue caracterizada en 1904 por Siewert, y posteriormente en 1933 fue
descrita de nuevo por Kartagener. Este describié la asociacion entre pacientes que
presentaban la triada de sinusitis, broquiectasias y situs inversus, conocida como
sindrome de Kartagener.

Con los avances en la microscopia electrénica en la década de 1970, Afzelius describio
anomalias, principalmente la ausencia de brazos de dineina, en espermatozoides de
pacientes que presentaban un cuadro clinico de esperma inmovil, bronquitis crénica y
bronquiectasias. Pero a pesar de que la mayoria de estos casos clinicos eran
compatibles con el sindrome de Kartagener, no presentaban situs inversus, por tanto,
para definir estas anomalias estructurales se propuso el término “sindrome de cilios
inmoviles” (Afzelius, 1985).

Posteriormente, se demostrd que este sindrome podia ser causado por muchos otros
cambios ultraestructurales diferentes en los cilios, incluso se lleg6 a observar alteracion
funcional sin presencia de deformidad ultraestructural. Por tanto, surgi6 la necesidad de
acufar un nuevo término, conocido como “Discinesia Ciliar Primaria”, para referirse no
sblo a la existencia de cilios inmoviles, sino también al movimiento discinético o
ineficiente de los cilios.

Por tanto, los sindromes conocidos previamente como el Sindrome de Kartagener y el
Sindrome del cilio inmévil, pasaron a formar parte de la DCP, puesto que se ha visto
que la descoordinaciéon del movimiento ciliar es mucho mas prevalente que la
inmovilidad ciliar.

Adicionalmente, surge un nuevo término “Discinesia ciliar secundaria”, asociada a
infecciones bacterianas o virales, tabaco o inhalacion de farmacos que provocan esta
alteracion en el transporte mucociliar, a diferencia de la DCP que se refiere a la condicion
hereditaria y permanente que causa defectos ultraestructurales en los cilios (Popatia
et al., 2014; Rossman & NewHouse, 1988; Napolitano et al., 2002).



1.3. DCP: EPIDEMIOLOGIA Y MANIFESTACIONES CLINICAS

La DCP es un trastorno congénito que causa alteraciones en la ultraestructura de los
cilios, produciendo, por tanto, anomalias en el batido ciliar. Se trata de una enfermedad
rara con una prevalencia estimada de 1/20.000 personas.

Esta enfermedad se encuentra infradiagnosticada y presenta un diagnéstico tardio a
pesar de la apariciébn de sintomas tempranos, ya que muy pocos centros tienen las
instalaciones necesarias para el diagnostico preciso de esta condicién, siendo la edad
media de diagnostico de unos 5,3 afios. Aun asi, tanto el diagnéstico como la
prevalencia de la enfermedad presentan una gran variabilidad entre los diferentes
paises (Lucas et al., 2014). La edad media de diagnéstico se ve disminuida a 3,5 afios
si los pacientes tienen asociado situs inversus, el llamado sindrome de Kartagener, una
manifestacion clinica presente en aproximadamente el 50% de pacientes con DCP
(Rovira S, 2011).

La DCP muestra manifestaciones clinicas desde edades muy tempranas. Sin embargo,
comparte sintomatologia con otras enfermedades prevalentes en la infancia, hecho que
resalta la confusion en el diagndstico. Como se muestra en la Tabla 1, estas
manifestaciones afectan a todos los 6rganos en los cuales los cilios estan presentes de
manera crénica en el paciente, y no tan solo de forma transitoria.

El 70-80% de pacientes muestran dificultad respiratoria en el periodo neonatal,
sugiriendo la relacién entre los cilios y la eliminacion eficaz del liquido pulmonar fetal.
Asi mismo, otras caracteristicas como la rinitis persistente y la tos crénica se muestran
desde la infancia. (Escribano & Armengot, 2013)

Como ya hemos nombrado anteriormente, los defectos en la lateralidad izquierda-
derecha (situs inversus) son otro rasgo fenotipico clasico con una manifestacion superior
al 60% en infantes y 50% en adultos (Leigh et al., 2009).

Tabla 1. Manifestaciones clinicas de la Discinesia Ciliar Primaria (adaptada de Fermeiro et al., 2010y Leigh
et al., 2009)

Pulmén Lateralizacion de érganos
e Dificultad  respiratoria, = pneumonia, e Situs inversus total
atelectasia (periodo neonatal) e Heterotaxis (anomalias cardiovasculares
[ ] Tos cronica Congénitas)
e Broncorrea
e Episodios recurrentes de pneumonia - isomeria izquierda (poliesplenia)
e Asma bronquial grave y/o atipico, sin - isomeria derecha (asplenia)

respuesta a la terapia convencional
Bronquiectasias
e Hipocratismo digital (Clubbing)

Oido medio Tracto genitourinario
e (Otitis media serosa cronica e Infertilidad masculina
e Pérdida auditiva de transmision e Disminucion de la fertilidad femenina y el
e Otorrea persistente después de embarazo ectopico

timpanostomia



Senos paranasales y fosas nasales Enfermedades asociadas

® Rinosinusitis y pansinusitis crénica Cardiopatia congénita compleja
Poliposis nasal Enfermedad poliquistica renal y/o
e Rinorrea  mucopurulenta  continua hepatica

(comenzando en el neonatal) Atresia biliar
e Congestién nasal crénica y rinitis Atresia esofagica

mucopurulenta Reflujo gastroesofagico severo
Hidrocefalia (Sistema nervioso central)
Retinitis pigmentosa (Ojo)

1.4. DCP: GENETICA DE LA ENFERMEDAD

Existen una gran cantidad de mutaciones genéticas involucradas en el desarrollo de la
DCP y la mayoria se heredan siguiendo una herencia autosémica recesiva, lo que la
convierte en un trastorno heterogéneo. Pero también se han descrito otros modos de
trasmision ligados al cromosoma X, donde se combina la DCP con retinosis pigmentosa
en varones (Hornef et al., 2006).

Las principales funciones de las proteinas codificadas por estos genes mutados en la
DCP son ensamblaje o preensamblaje ciliar y funcion axonémica.

La organizacion de las mutaciones esta basada en la ultraestructura detectada, siendo
las identificadas en el axonema las de mas facil deteccibn mediante microscopia
electrénica (Tabla 2). Existen alrededor de 50 mutaciones (Lucas et al., 2020) en genes
asociadas a la DCP, por lo que las pruebas de diagndstico genético han adquirido un
papel importante, puesto que el 65% de los pacientes presentan mutaciones en alguno
de estos genes.

Mutaciones en 10 de estos genes causan deficiencia de ODA, generando un fenotipo
de cilios inméviles o hipocinéticos, ya que estos genes codifican para las proteinas ODA
0 el complejo asociado a ODA. En cambio, alteraciones en la ultraestructura que
generan la deficiencia o ausencia combinada de ODA y/o IDA, es producida por
mutaciones en 11 de estos genes, que son los que codifican para proteinas
citoplasmaticas implicadas, en los axonemas, del transporte y ensamblaje de los brazos
de dineina en los cilios. Algunas de las mutaciones son producidas de forma puntual,
como ocurre en 13 de estos genes, asociados al par central, brazos radiales y
microtibulos centrales y a la ciliogénesis, en los cuales las mutaciones estan
relacionadas con un menor nimero de cilios moviles. Asimismo, se han determinado
mutaciones que afectan al adenilato quinasa 7 (AK7), que se trata de una proteina
reguladora de energia (Horani et al., 2016; Reula et al., 2017).



Defectos en ODA

DNAHS5 [MIM 603335]
DNAH11 [MIM 603339]
CCDC114 [MIM 615038]
TTC25 [MIM 617095]
DNAL1 [MIM 610062]
DNAIL [MIM 604366]
DNAI2 [MIM 605483]
NMES [MIM 607421]
ARMC4 [MIM 615408]
CCDC151 [MIM 615956]

Defectos en ODA e
IDA

SPAG1 [MIM 603395]
DNAAF1 [MIM 613190]
DNAAF2 [MIM 612517]
DNAAF3 [MIM 614566]
HEATR2 [MIM 614864]
DYX1C1 [MIM 608706]
ZMYND10 [MIM 607070]
DNAH1 [MIM 603332]
LRRC6 [MIM 614930]
CCDC103 [MIM 614677]
C210rf59 [MIM 615494]

Tabla 2. Genes responsables de la DCP clasificados en funcion de la ultraestructura detectada. (Reula et
al., 2017)

Mutaciones puntuales

CCDC39 [MIM 613798]
CCDC40 [MIM 613799]
CCDC65 [MIM 611088]
CCDC164] [MIM 615288]
GAS8 [616726]
RSPH1 [MIM 609314]
RSPH4A [MIM 612647]
RSPH3 [MIN 616481]
DNAJB13 [MIM 610263]
RSPH9 [MIM 612648]
HYDIN [MIM 610812]
CCNO [MIM 615872]

MCIDAS [MIM 614086]

De todas las mutaciones, aquellas producidas en los genes CCNO (necesario para la
produccién de los centriolos) y RSPH, son localizadas mediante pruebas de diagnéstico
genético debido a la dificultad de su deteccion mediante el uso de otros métodos. Las
mutaciones de mayor prevalencia son DNAI1 y DNAHS5, que se estiman responsables
del 30% de los casos de DCP (Horani et al., 2016).

1.5. DCP: PRONOSTICO Y TRATAMIENTO

Un buen prondstico para el paciente depende de un diagnéstico temprano de la
enfermedad y de la aplicacion del tratamiento adecuado. Por ello se requiere de un
equipo multidisciplinar para llevar a cabo tanto el diagnéstico como el seguimiento de
los pacientes. Aun asi, la esperanza de vida es similar a la de un individuo sano, y tan
solo se ve levemente reducida en los pacientes con DCP.

En algunos casos se pueden mostrar complicaciones porque, aunque el deterioro de la
funcién pulmonar suele ser mas lento en comparacion con otras enfermedades similares
como es el caso de la fibrosis quistica, hay algunos pacientes que muestran una
afectacién pulmonar grave. Asimismo, pueden aparecer otras complicaciones como es
el caso de infecciones 6ticas o sinusales. Todo esto, depende de los defectos en la
ultraestructura ciliar, siendo los pacientes de peor prondéstico los que presentan
alteraciones en los microtubulos. Por todas estas complicaciones, es necesario llevar a
cabo un seguimiento continuo (Romero et al., 2017).

Para evitar morbilidades, se recomienda ejercicio fisico, evitar el tabaco y, en general,
llevar un estilo de vida saludable. En combinacion con lo anterior, el uso de antibioticos
previene la aparicion de enfermedades respiratorias.

En cuanto al tratamiento de la DCP, se recomienda la fisioterapia respiratoria para
mejorar la ventilacién pulmonar y el drenaje de las vias respiratorias o la monitorizacion
frecuente de la funcién auditiva. Adicionalmente, es conveniente llevar a cabo un control
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frente a las infecciones que pueden surgir en los pacientes. Existen estudios que
proponen un tratamiento agresivo con antibidticos para mejorar el aclaramiento
mucociliar y, de esta forma, minimizar la aparicion de enfermedades respiratorias
(IAiguez et al., 2007; Escribano & Armengot, 2013). En los casos mas graves, un
trasplante de pulmon puede ser la Unica via que tienen estos pacientes para mejorar su
calidad de vida.

Por dltimo, destacar la importancia del consejo genético, puesto que se trata de una
enfermedad hereditaria y, por tanto, se podria transmitir a la descendencia en aquellos
pacientes con DCP que quieren tener hijos. Lo mas recomendado en casos de varones
con espermatozoides inmaoviles, seria realizar inyecciones intracitoplasmaticas (ICSI) o
fecundacion in vitro, técnica que también facilita el embarazo a mujeres con DCP con
fertilidad reducida (Lin et al., 1998; Armengot et al., 2009).

1.6. CULTIVO EN INTERFAZ AIRE-LIQUIDO

Actualmente existen lineas celulares humanas de pulmon que crecen en cultivo
monocapa como las A549 y NCI-H29 (Morier et al., 1996). Estas resultan un modelo
celular con muchas limitaciones, puesto que no imitan la estructura comuan de las células
pulmonares ni se diferencian a células ciliadas. Por ello, actualmente se emplean
organoides, que son agregados de células cultivadas en tres dimensiones. Estas
estructuras permiten imitar las condiciones y complejidad celular, reproduciendo asi un
6rgano en miniatura (Bourguignon et al., 2020). Los organoides presentan multiples
aplicaciones, empleandose en diversos tejidos como organoides cerebrales (Dang et
al., 2021), de rifion (Zeng et al., 2021) o de corazén (Lee et al., 2020; Drakhlis et al.,
2021).

El cultivo de las células humanas epiteliales nasales (HNEC) o la linea celular
inmortalizada de células epiteliales basales de las vias respiratorias BCi-NS1.1 (Walters
et al., 2013) permite imitar las condiciones fisioldgicas del epitelio nasal mediante el uso
del cultivo interfaz Aire-Liquido (ALI), y lograr asi el epitelio pseudoestratificado
pulmonar. Los cultivos de interfaz aire-liquido se han convertido en el modelo bésico de
estudio para los epitelios de las vias respiratorias y pacientes con enfermedades
cronicas respiratorias (Ghosh et al., 2020). Puesto que generan poblaciones similares a
lo que se observa in vivo. La obtencién de HNEC presenta algunas ventajas como la
menor invasividad y la permision multiple de las biopsias en el paciente, sin generar
efectos secundarios (Mdiller et al., 2013).

El cultivo ALI se utiliza como modelo no solo para las células epiteliales nasales, sino
para otros tejidos como el epitelial del aparato reproductor femenino o los epitelios que
se originan en la mucosa intestinal (Chen & Schoen, 2019). También es utilizado para
estudios de toxicidad, debido a que presenta reacciones fisiologicas similares a las
patolégicas in vivo (Mathis et al., 2013).

1.7. PERFIL OXIDATIVO

Las especies reactivas de oxigeno (ROS) son moléculas que se generan a partir del
metabolismo celular, y desempefian un papel fisiolégico muy importante en la
sefializaciéon celular actuando como mensajeros tanto inter como intracelularmente,
mantenimiento del potencial redox e incluso protegen frente al estrés oxidativo mediante



un mantenimiento de la homeostasis celular y modulacion de la actividad enzimatica
celular (Lee & Yang, 2012; Rahman et al., 2012).

Sin embargo, una sobreproduccién de ROS puede alterar el equilibrio oxidante-
antioxidante, provocando una acumulacién de ROS que conduce a un metabolismo
andmalo celular, lo que causa dafios en la estructura de macromoléculas como
proteinas, lipidos y especialmente acidos nucleicos. (Barzilai & Yamamoto, 2004). Estos
dafios pueden llegar a generar atrofia en los érganos debido al aumento de la muerte
celular (Ogura & Shimosawa, 2014).

Asimismo, estas moléculas no son tan solo generadas a partir del metabolismo celular,
sino que agentes externos como la radiacion ionizante o ultravioleta, xenobiéticos como
los pesticidas, medicamentos como el tacrolimus, tabaco (Domej et al., 2014), la
contaminacién ambiental y los metales pesados, también contribuyen al incremento de
ROS como los radicales libres, que dan lugar al desbalance en el equilibrio oxidante-
antioxidante (Pizzino et al., 2017), produciendo un estado de estrés oxidativo (EO).
Tanto la muerte celular como el envejecimiento tienen un papel crucial en el EO (Luo et
al., 2020).

Una miriada de patologias se ven afectadas de una u otra forma por el EO y
encontramos estudios en enfermedades tan dispares como en Alzheimer (Radi et al.,
2014; Tonnies & Trushina, 2017), la infertilidad masculina (Bisht et al., 2017), diabetes
(Yaribeygi et al., 2020) o las enfermedades respiratorias como el asma o la enfermedad
pulmonar obstructiva crénica (EPOC) (Pizzino et al., 2017).

Centrandonos en los casos concretos de las enfermedades raras respiratorias, en el
Déficit de Alfa-1-Antitripsina se muestra un aumento del estrés oxidativo generado por
un déficit en moléculas antioxidantes, como son la catalasa o el glutatiéon (Escribano et
al., 2015) y en la DCP, la enfermedad de interés de esta investigacion, varios estudios
han demostrado que los niveles de 6xido nitrico (ON) se ven significativamente
reducidos en comparacion con individuos sanos (Leigh et al., 2013).

Estas moléculas antioxidantes desempefian un papel esencial en la fisiologia celular, ya
gue son capaces de metabolizar las ROS. Es el caso, por ejemplo, de la superéxido
dismutasa (SOD), enzima que cataliza la dismutaciéon del anién superéxido (mayor
precursor de ROS) en peroxido de hidrégeno (H202). A su vez, este H,O- es eliminado
por las enzimas catalasa y glutation peroxidasa, convirtiéndola en agua y oxigeno
(Pamplona et al., 2011).

En el caso del 6xido nitrico, este genera peroxinitrito (ONOO-), que es un oxidante muy
potente que afecta a las funciones mitocondriales, mediante la reaccién con el anién
superéxido. EI ONOO- es reducido por accion de reductores mitocondriales, entre ellos
el glutation (GSH), principal molécula antioxidante celular (Sies H et al., 1997 2017).

Por tanto, utilizando las técnicas como el cultivo ALI, que permite imitar las condiciones
fisioldégicas del epitelio nasal ciliado en mayor grado que los cultivos tradicionales,
podremos tener un mejor entendimiento del papel del EO en la fisiopatologia de la
enfermedad, una de las claves para dilucidar la existencia de heterogeneidad en la
sintomatologia de la DCP.



2.0BJETIVOS

El problema de la DCP es que se trata de una enfermedad infradiagnosticada, puesto
gue muchos pacientes presentan la enfermedad, pero manifiestan una sintomatologia
similar a otras enfermedades respiratorias.

Actualmente, en la literatura disponible no existen resultados que indiqguen cémo cambia
la expresion de los genes de las enzimas antioxidantes en las distintas fases del cultivo
ALL

Por todo lo expuesto anteriormente, los principales objetivos de este estudio de
investigacion son:

e Puesta a punto de un cultivo ALl a partir de células del epitelio nasal ciliado
humano para su uso como modelo de estudio en la DCP.

e Determinar, mediante RT-gPCR, la expresién de los genes que codifican para
las diferentes enzimas del sistema antioxidante celular en las diferentes fases
del cultivo ALL.

e Determinar la viabilidad de la transfeccién de las células del epitelio nasal para
sentar la base de futuros experimentos.

3.MATERIAL Y METODOS

Este proyecto ha sido desarrollado en La Fundacion para la Investigacion del Hospital
Clinico de la Comunidad Valenciana (INCLIVA), en el laboratorio de Enfermedades
Raras Respiratorias (ERR) dirigido por el Dr. Francisco Dasi Fernandez.

Asimismo, ha sido aprobado por el Comité Etico de Investigacion con Medicamentos
(CEIm) del Hospital Clinico Universitario de Valencia (HCUV), organismo responsable
de evaluar la legalidad, ética y metodologia empleada en todos los proyectos de
investigacion, ajustandose a la legalidad vigente.

Para llevar a cabo la puesta a punto del cultivo Interfaz Aire-Liquido se ha seguido el
protocolo utilizado por la Universidad Médica de Viena, en el Instituto Karolinska con
algunas modificaciones (Martens et al., 2019).

Este cultivo permite observar como se comportan las células del epitelio nasal ciliado en
un ambiente lo mas similar al fisiol6gico. Para ello, las células epiteliales se siembran
sobre una cestilla de colageno Transwell, que permite el contacto de las células con el
medio de cultivo. El soporte filtrante poroso permite la separacién de un compartimento
apical y otro basal que conforman el sistema de cultivo, tal y como se muestra en la
Figura 3. En primer lugar, tiene lugar la pérdida de los cilios y posteriormente las células
son sembradas en la cestilla y adquieren la capacidad de adherirse y proliferar sobre la
membrana, teniendo lugar la formacion de una monocapa celular. Una vez se alcanza
la confluencia, el medio de la superficie apical es eliminado, para que tenga lugar la
diferenciacion de las células, manteniendo el contacto con los nutrientes a través de la
membrana porosa. En esta fase del cultivo, se pueden observar células productoras de
moco, células epiteliales nasales y células multiciliadas. De tal forma que una vez ha
tenido lugar la diferenciacion, las células epiteliales con fenotipo mucociliar segregan
liquido mucoso en la superficie apical.
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Figura 3. Esquema representativo en seccion transversal del cultivo Interfaz Aire-Liquido (ALI) para células
epiteliales de fenotipo mucociliar (Adaptada de Chen & Schoen 2019).

3.1. POBLACION DE ESTUDIO

Las muestras han sido tomadas de un paciente sano, no fumador. Sin clinica respiratoria
bronquial, enfermedad local o sistémica, alergias o rinosinusitis.

3.2. TOMA DE MUESTRAS

Este cultivo comienza con el raspado del cornete nasal medio, que es el area con mayor
densidad de células ciliadas, mediante el uso de un cepillo de citologia (Cooper Surgical)
tal y como se muestra en la Figura 4. Para ello, previamente, el paciente debe sonarse
la nariz para evitar la acumulacion de moco en el cepillo y asi maximizar la limpieza de
la muestra. El paciente debe colocarse en un angulo de 30° para facilitar la entrada del
cepillo por el orificio nasal.

Para la extraccion de las HNEC, se introdujo un cepillo de citologia diferente en cada
una de las fosas nasales y se realizé una rotacién suave para favorecer el despegue de
las células epiteliales evitando, a su vez, la rotura de algin vaso sanguineo, puesto que
esto produce la aparicién de células sanguineas no deseadas.

Ambos cepillos de citologia fueron introducidos en un tubo Falcon cdénico de 15 ml
(Fisher Scientific), que contenia 8 ml del medio de transporte, preparado afiadiendo al
medio RPMI 1640 que contiene L-Glutamina (Gibco), un 1% de Antibiético Antimicético
(Gibco, 15240062) por lo que se adicionaron 80 pl, y un 0.1% de Gentamicina (50 mg/ml)
(Gibco), por lo que se afiadieron 8 ul, completandose con el medio RPMI hasta alcanzar
el volumen de 8 ml.

Una vez se encontraban en el Falcon con el medio de transporte, se procedi6é a despegar
todas las células y el moco que contenian los cepillos, mediante una agitacion suave.
Una vez recogidas todas las células, se retir6 los cepillos del tubo, y éste se mantuvo
en hielo.
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Figura 4.Proceso utilizado para la recogida de células epiteliales nasales humanas del cornete nasal medio,
utilizando un cepillo de citologia.

3.3. CULTIVO: DIA O

El tubo de 15 ml que contenia las células se centrifugd en una centrifuga 5810
(Eppendorf) a 400xg durante 5 minutos, a una temperatura de 4°C. El sobrenadante fue
descartado, y el pellet obtenido fue resuspendido en 1 ml de medio PneumaCult-Ex Plus
(Ex-P) (Stemcell).

Tras esto, se volvié a centrifugar en las mismas condiciones anteriores, y el pellet
resultante se sembr6 en un pocillo de una placa de 12 (P12) (Corning).

Este pocillo y los adyacentes habian sido previamente colagenados utilizando 500 ul de
tampon de colagenado que contenia 5% de Albumina de Suero Bovino (BSA, Sigma),
1% de PureCol 1:100 (AdvancedBioMatrix) por pocillo y, tras una incubaciéon de 30
minutos a 37°C y 5% CO; (Incubador marca Sanyo modelo MCO-19AIC (UV)), se
elimind el tampén y se lavo con PBS.

El pellet resuspendido se introdujo en el primer pocillo colagenado, en este caso como
la muestra se trata de HNEC de adulto, aproximadamente la mitad del pellet introducido
en el primer pocillo se traspasoé al segundo pocillo, mientras que el tercer pocillo qued6
vacio. A los dos primeros que contenian las células se les afadié 90 ul de medio
Pneumacult Ex Plus ++ (Ex-P ++) (Stemcell), y transcurridas dos horas se les adicioné
50 pl més de medio Ex-P ++. Al utilizarse un volumen tan pequefio de medio forzamos
a las células a estar en contacto con el fondo del pocillo, favoreciendo asi su adhesion,
pero nos surge el inconveniente de la evaporacion del medio del pocillo. Para minimizar
esto se adicionaron 500 ul de PBS en todos los pocillos sin colageno.

El medio Ex-P se preparod, con 2% de suplemento 50x del medio (Stemcell), 0,1% de
Hidrocortisona (Stemcell), 1% de Antibiotico Antimicético y 0,1%de Gentamicina. Para
preparar el medio Ex-P ++, se toma medio Ex-P, al que se le agrega 5% de suero fetal
bovino (FBS,Biowest) y bicarbonato sddico al 2% (Gibco).

3.4. CULTIVO: DIA 1

Tras 24 horas de cultivo, se analizé la morfologia y crecimiento de las células,
principalmente en busca de contaminacion y para determinar si se habian adherido a la
placa.
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El medio que se encontraba en el primer y segundo pocillo fue aspirado, se transfirié a
un tubo eppendorf (Eppendorf) y se centrifug6 a 400xg durante 5 min a una temperatura
de 4°C. El pellet que se obtuvo de esta centrifugacion fue resuspendido en 90 pl de
medio Ex-P ++, y cultivado en el tercer pocillo de la placa P12, que habia sido
colagenado el dia anterior. Transcurridas dos horas, se adicionaron al igual que en el
dia O de cultivo, 50 pl mas de medio.

Paralelamente, se agregaron 250 pl de medio Ex-P y 250 pl de medio Ex-P ++ tanto en
el pocillo 1 como en el pocillo 2.

3.5. CULTIVO: MANTENIMIENTO (DIAS 2-7)

Hay que observar constantemente al microscopio (Microscopio invertido Nikon Eclipse
modelo TS100, camara Moticam 2500 5.0 Mpixel y software de adquisicion de imagenes
Motic Images Plus) la expansion y adherencia de las células en los pocillos. Para el
mantenimiento de las células antes de traspasarlas, se requieren siete dias de cultivo,
en los que van variando las cantidades de medio a adicionar, recogidas en la Tabla 3.
Una vez alcanzan la confluencia aproximadamente al 70 o 80%, es cuando las células
son traspasadas a un frasco de 25 cm? (T25) (TPP).

Para el mantenimiento de las HNEC el medio Ex-P fue modificado, puesto que se
complet6 con 50mg/L de gentamicina, para evitar la contaminacion.

Tabla 3.Cantidades de medio requeridas para el mantenimiento durante siete dias del cultivo fresco de
células epiteliales nasales (Adaptada de Martens et al., 2019).

Pocillo 1 Pocillo 2 Pocillo 3
Dia 1 250 pl Ex-P y 250 pl
i ) Ex-P ++
Dia 2 250 Wl Ex-P y 250 pl | 250 pl Ex-P y 250 pul | 250 pl Ex-Py 250 pl
Ex-P ++ Ex-P ++ Ex-P ++
Dia 3 375 ulEx-Py 125 ul |~ 375 pl Ex-Py 125yl = 375 pl Ex-P y 125 pl
Ex-P ++ Ex-P ++ Ex-P ++
Dia 4 427Ul Ex-Py 73 ul 427ul Ex-Py 73 ul 427U Ex-Py 73 ul
Ex-P ++ Ex-P ++ Ex-P ++
Dia 5 427pl Ex-Py 73 pl 427ul Ex-Py 73 ul 427pl Ex-Py 73 pl
Ex-P ++ Ex-P ++ EX-P ++
Dia 6 427Ul Ex-Py 73 pl 427ul Ex-Py 73 pl 427Ul Ex-Py 73 pl
Ex-P ++ Ex-P ++ EX-P ++
Dia 7 427Ul Ex-Py 73 pl 427l Ex-Py 73 pl 427Ul Ex-Py 73 pl
Ex-P ++ Ex-P ++ EX-P ++

3.6. CULTIVO: EXPANSION

Una vez alcanzada la confluencia deseada, las células pueden ser traspasadas a
frascos de un mayor tamafio para favorecer su expansion. Las células del pocillo 1
fueron traspasadas a un frasco T25 debido a su mayor confluencia, en cambio las del
pocillo 2 fueron traspasadas a un frasco de 12 cm? (T12) (Deltalab).

Al igual que para el cultivo del dia cero, se han de colagenar los frascos durante 30
minutos utilizando 3 ml de tampon de colagenado en el T25y 1.5 ml en el T12, y
posteriormente fueron lavados con PBS.
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Se tripsinizan las células mediante la técnica de la doble tripsinizacién. Para ello se
afiadieron 500 pl de Tripsina-EDTA al 0.05% (Gibco) calentada a 37°C en el bafo
(Selecta) y se dej6 actuar durante 3 minutos, se lavé y se volvio a afiadir tripsina fresca
durante maximo 2 minutos para evitar el dafio celular. La tripsina se inhibe con medio
RPMI 1640 suplementado con suero al 10% en un ratio tripsina:medio de cultivo 1:1. Se
centrifugd a 400xg, 5 minutos, 4°C y pellet fue resuspendido con 500 pl de medio y se
sembro en frascos.

En el caso en que existan diferencias en la confluencia, se utilizardn frascos con
diferentes superficies o se mantendré el cultivo en la placa. El pellet resuspendido
correspondiente al pocillo 1 se cultivd en el frasco T25 con 3 ml de medio Ex-P, y el
pellet correspondiente al pocillo 2, se cultivd en el frasco T12 con 1,5 ml de medio, y
estos se mantuvieron en el incubador para favorecer el crecimiento y expansion de las
células.

Por otra parte, el tercer pocillo se mantuvo en crecimiento en la placa hasta que se
alcanzé la confluencia deseada para poder llevar a cabo este procedimiento de
expansion.

El medio dependiendo de la confluencia en los frascos, requiere que sea cambiado cada
dia o cada dos dias. De forma que se cambiaron cada dia adicionando 3 mly 1.5 ml, en
el T25 y T12 respectivamente, excepto los fines de semana, que se adicionaron 5 mly
3 ml porque estaban dos dias sin cambiarse.

Se monitorizé constantemente en el microscopio la confluencia de las células, su
adherencia y expansion, asi como se controlé que no apareciera contaminaciéon en el
cultivo.

3.7. CRIOPRESERVACION

Una vez los frascos han alcanzado la confluencia adecuada, se procede a su
criopreservaciéon en nitrégeno liquido (Air Liquide). Para llevarlo a cabo, se eliminé el
medio y se tripsinizaron las células siguiendo el procedimiento anterior. El pellet
obtenido se resuspendio en 1 ml de medio Ex-P. 10 pl de la resuspensién se reservaron
y tifieron con 10 p de azul de tripan para realizar el contaje celular utilizando la cAmara
Neubauer (BrandBlau).

En total, se prepararon 7 viales con 1 millén de células y 1 vial con 1.5 millones de
células. Para su realizacion, se volvié a centrifugar en las condiciones anteriores la
suspension celular que se tenia, y el pellet obtenido fue resuspendido en 1ml del medio
de congelacion BAMBANKER (Bambanker). Dos de los viales se conservaron en el
Ultracongelador vertical -80°C (ThermoScientific), los otros seis se conservaron durante
24 horas dentro del Mr. Frosty™ Freezing Container (ThermoScientific) en el congelador
a -80°C, para después ser traspasados al nitrogeno liquido, hasta su utilizacién para el
cultivo.

3.8. DESCONGELACION

Para proceder a la descongelacion de las HNEC se tomé un vial que contenia un millén
de células del nitrégeno liquido y se redujo gradualmente la temperatura hasta su
descongelacion.
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Una vez descongeladas, se incubaron a 37°C durante 15 segundos y el dimetilsuféxido
(DMSO) presente en el medio se diluyé en el doble de volumen de medio Ex-P para
reducir su efecto toxico.

Se centrifug6 a 400 g durante 5 minutos y el pellet fue resuspendido en 1 ml de medio
Ex-P y se cultivé en un frasco previamente colagenado que contenia 2 ml de medio.

3.9. CULTIVO: INTERFAZ AIRE-LIQUIDO

Para efectuar el cultivo ALI, se han de cultivar las células del vial descongelado en las
cestillas de colageno Transwell (Corning) con un poro de 3 um, en una placa P12.
Después de realizar el contaje celular en la camara Neubauer, se adicionaron 200 pl de
células en cada cestilla, previamente colagenada con 500 ul de tampén de colagenado,
que se corresponden con aproximadamente 450.000 células, realizdndose un total de 6
cestillas.

Para el mantenimiento se adicionaron 1000 ul de medio Ex-P en la zona basal, y 500 pl
en la zona apical/cestilla, y se dejaron crecer en el incubador. El medio en la superficie
apical ha de ser cambiado diariamente, en cambio la region basal es reemplazada cada
dos dias.

Como control positivo de la expansion celular en la cestilla, se adicion6 la misma
cantidad de células en un pocillo, permitiendo asumir la ocupacion total de la superficie
de la cestilla, cuando este pocillo esta completamente confluente. En este punto se
procede a empezar el cultivo ALI.

Para ello se prepara el medio basal PneumacCult ALI, que contiene 10% del suplemento
ALI 10x, anticipadamente descongelado a 2-8°C en la nevera y es completado con
medio PneumaCult ALI (StemCell). Para preparar el medio de mantenimiento del ALI,
se toma el medio basal ALI, al que se le adicionan 1% del suplemento de mantenimiento,
el 0.5% de Hidrocortisona y el 0.2% de Heparina (Stemcell).

Esta ultima fase del cultivo permite la diferenciacion del cultivo en las células del epitelio
pseudoestratificado nasal. Para ello, una vez se ocupd toda la superficie de la cestilla,
se eliminé todo el medio de la parte apical de la cestilla, dejando expuestas las células
al aire y en la parte basal se adicionaron 1500 pl de medio de mantenimiento ALI, que
se reemplazé diariamente. Asimismo, una vez por semana se realizé un lavado de la
parte apical la cestilla con 500 ul de PBS durante 10 minutos o una hora para eliminar
el moco producido por las células.

Este cultivo requiere de 28 dias al tratarse de células adultas, por lo que se llevé a cabo
un control continuo del crecimiento y diferenciacion de las células bajo el microscopio.

3.10. EXTRACCION ARN
Para el andlisis del perfil oxidativo se necesita extraer el ARN. Para ello se tomaron

muestras en diferentes puntos del cultivo de las células:

e Extraidas del cornete nasal medio.
e Primera semana en cestilla con medio Ex-P.
e Primera semana con medio ALI.
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e Segunda semana con medio ALI.
e Tercera semana con medio ALI-Diferenciadas.

Estas muestras se mantuvieron en RNAlater (Invitrogen) en el congelador a -80°C hasta
gue se llevd a cabo la extraccion en la que se utilizé el kit de extraccion de
NucleoSpin®TriPrep, siguiendo las instrucciones del fabricante.

Una vez el ARN se extrajo siguiendo este protocolo, fue cuantificado en el Nanodrop
2000®espectrofotbmetro. Una vez cuantificado, el ARN se retrotranscribié a cDNA
utilizando el High Capacity RNA-to-cDNA Kit. Para la PCR, se adiciona en un tubo 9 pl
de ARN a una concentracion de 100 ng completado con agua libre de RNAsas y 11 pl
de master mix que contiene Buffer mix junto con la enzima. Una vez transcurrido este
periodo de tiempo el cDNA se guardo en el congelador hasta su proximo uso.

3.11. PCR CUANTITATIVA

Para realizar la PCR cuantitativa se utiliza el kit TagMan™ Gene Expression Master Mix
(Applied Biosystems) siguiendo las instrucciones del fabricante. Por ello se prepararon
9 ul de la master mix junto con 1 pl de cDNA por muestra. El total de cDNA que se
afiadio por pocillo fue de 2 ng.

La gPCR se llevd a cabo utilizando una placa de 384 pocillos (P384, Applied
Biosystems), en la que se analizé la expresion de los genes que se muestran en la Tabla
4 para diferentes estados del cultivo celular de las células epiteliales nasales.

Se utilizé un programa de 4 pasos: (1) 50 °C 2 min, (2) 95 °C 10 min, (3) 40 ciclos de
PCR 95°C 15 sy 60 °C 1 min, y (4) 25 °C « utilizando el termociclador QuantStudio® 5
(Applied Biosystems).

Tabla 4.Listado de genes analizados en la PCR cuantitativa y su funcién (Informacion adaptada de
GeneCards, Database, G. H. G. 1996-2021).

GENES FUNCION
ARNT: Aryl Hydrocarbon Receptor Nuclear | Codifica una proteina que promueve la expresion
Translocator de genes implicados en el metabolismo de

xenobidticos y actla como cofactor para la
regulacion transcripcional de HIF1
ARNT2: Aryl Hydrocarbon Receptor Nuclear | Codifica una proteina que responde a estimulos
Translocator 2 ambientales y de desarrollo asociada con
proteinas sensoras.
ARNTL: Aryl Hydrocarbon Receptor Nuclear | La proteina forma un heterodimero con CLOCK
Translocator Like activando la transcripciéon de los genes Period y
Cryptochrome, gracias a la union del heterodimero
con los elementos potenciadores E-box

B2M: Beta-2-Microglobulin Codifica una proteina antimicrobiana con actividad
en el liquido amniético.

CAT: Catalase Enzima antioxidante, esencial en la defensa frente
al estrés oxidativo en el organismo.

EPAS1: Endothelial PAS Domain Protein 1 Codifica un factor de transcripcién que induce
genes reguladores cuando disminuyen los niveles
de oxigeno.

GADPH: Glyceraldehyde-3-Phosphate | Codifica una proteina pluriempleada: Cataliza en el

Dehydrogenase metabolismo de carbohidratos, la fosforilacion

oxidativa reversible del gliceraldehido-3-fosfato en
presencia de fosfato inorganico y nicotinamida
adenina dinucledtido (NAD).
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GCLC: Glutamate-Cysteine Ligase Catalytic
Subunit
GCLM: Glutamate-Cysteine Ligase Modifier
Subunit

También tiene actividad uracilo ADN glicosilasa en
ndcleo y antimicrobiana.

Limita la tasa de sintesis de glutation, este gen
codifica la subunidad catalitica.

Consta tanto de una subunidad catalitica pesada
como de una subunidad reguladora ligera, siendo

la primera enzima limitadora de la tasa de sintesis
de glutation.

Protegen del dafio oxidativo, catalizando la
reduccion de los hidroperéxidos organicos y del
peroxido de hidrégeno por el glutation, también
modulan la funcion mitocondrial y el equilibrio
redox de los tioles.

Enzima esencial en la defensa antioxidante celular,
y reduccion del disulfuro de glutation oxidado a
sulfhidrilo que actia como antioxidante

La hidrolasa codificada se encarga de degradar los
glicosaminoglicanos.

Regulador de la homeostasis, metabolismo
energeético, angiogénesis, apoptosis y
vascularizacion en condiciones de hipoxia.

Papel clave en la senescencia celular, provocando
un acortamiento de los telémeros.

Regula genes implicados en la inflamacion y
respuesta a lesiones, que contienen en sus
promotores elementos de respuesta antioxidante
Sintetiza 6xido nitrico a partir de L-arginina que
actla como mediador biolégico en la
neurotransmision y actividades antimicrobianas y
antitumorales

Participa en la neurotransmision y actividades
antimicrobianas y antitumorales, como medidor
bioldgico.

Participa en la neurotransmision y actividades
antimicrobianas y antitumorales, como medidor
biolégico.

Represion de genes inflamatorios.

Eliminacion de los radicales libres de superdxido
convertidos en oxigeno y peroxido de hidrégeno.
Actividad antibacteriana, antifungica y anti-MRSA.
Codifica una proteina mitocondrial que convierte
en perdxido de hidrégeno y oxigeno diatomico el
superoxido obtenido en la fosforilacion oxidativa.

GPX1: Glutathione Peroxidase 1

GSR: Glutathione-Disulfide Reductase

GUSB: Glucuronidase Beta

HIF1A: Hypoxia Inducible Factor 1 Subunit
Alpha

HTERT: Telomerase Reverse Transcriptase

NFE2L2: Nuclear Factor, Erythroid 2 Like 2

NOS1: Nitric Oxide Synthase 1

NOS2: Nitric Oxide Synthase 2
NOS3: Nitric Oxide Synthase 3

RPL13A: Ribosomal Protein L13a
SOD1: Superoxide Dismutase 1

SOD2: Superoxide Dismutase 2

3.12. TRANSFECCION

Por ultimo, se llevé a cabo la puesta a punto de un sistema de transfeccion de las células
epiteliales nasales humanas utilizando Lipofectamine 3000 (ThermoFisher). En este
procedimiento, se realiz6 la transfeccion de las células con la proteina verde
fluorescente GFP, la cual presenta dos picos de excitacion: el primero en torno a 395
nm, con un pico de emisién a 508 nm, y el segundo a 475 nm con una emision a 503
nm (Verela Rodrigez, 2014).

El protocolo se realiz6 para una de las cestillas y para un pocillo que no contenia cestilla
Transwell. En el caso de la cestilla la mezcla preparada se adicion6 en la zona apical y
el medio con la lipofectamina se mantuvo durante 1 dia. Adicionalmente, se realizé el
mantenimiento habitual de las células. Para el otro pocillo se siguié el protocolo del
fabricante, se dejo actuar durante una hora, y después se adicion6 el medio de cultivo.
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Para observar la fluorescencia emitida, se utilizé el microscopio de fluorescencia (Leica,
modelo DMI3000B) que utiliza la luz azul de fluorescencia. Este emite luz verde de la
proteina GFP, si se ha realizado correctamente la transfeccion.

4. RESULTADOS

Con el fin de favorecer la comprension de los resultados, este apartado se ha separado
en: Puesta a punto del protocolo de cultivo celular mediante ALI y en analisis del perfil
oxidativo.

Se incluyé en el estudio un control adulto sano. Este paciente tolerd bien las biopsias
con cepillo nasal, tan solo en una de las muestras se observaron pequefios rastros de
sangre. No se generaron efectos adversos.

4.1. PUESTA A PUNTO DEL PROTOCOLO DE CULTIVO
CELULAR MEDIANTE ALI

Algunos de los aspectos mencionados en el protocolo de Martens et al., (2019) fueron
modificados, como por ejemplo la doble tripsinizacién al levantar las células y el uso de
frascos T12 para la expansion, entre otros.

Con el fin de obtener un modelo de estudio para la discinesia ciliar primaria, se realizé
un cultivo de células del cornete nasal medio mediante la técnica ALI. Los resultados
parecen indicar que la puesta a punto de este sistema de cultivo fue realizada
correctamente, puesto que se obtuvieron células ciliadas.

4.1.1. Extraccion

En primer lugar, al llevar a cabo la biopsia utilizando el cepillo nasal, no se adicion6
DNasa | que, segun estudios como el de Garcia-Higuera et al., (2001) lisa células
envejecidas o disfuncionales y permite la destrucciéon de las células neoplasicas. Segun
los resultados obtenidos, este paso no es indispensable para obtener buenos resultados
en la extraccion de las células nasales. Asimismo, a diferencia del protocolo, en nuestro
caso se adicioné gentamicina al medio para evitar contaminacion, y no se vio afectado
el cultivo por este cambio en el medio de tal forma que, el cultivo consigui6é adherirse y
expandirse por el frasco como se muestra en la Figura 5.
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Figura 5.Biopsia de células nasales epiteliales humanas adheridas al pocillo tras siete dias de cultivo.
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En la figura 5, se muestran los resultados de las HNEC a los siete dias de cultivo,
caracterizadas por la adherencia a la placa y direccionalidad de las células. Este
resultado indica que la extraccion celular del cornete nasal medio fue eficaz, ademas
gue no se detectd presencia de otro tipo celular, cosa que habria dificultado el cultivo.

4.1.2. Congelacion/Descongelacion

Para determinar la eficacia de la congelacién se llevé a cabo un contaje en la cAmara
Neubauer de 10 pl de células de uno de los viales congelados, junto con 10 ul de azul
tripan.

En el contaje de los cuatro cuadrantes se obtuvo un total de 141 células vivas, que son
aquellas que se muestran impermeables al tinte, frente a 64 células muertas, las cuales
se muestran tefiidas debido a la rotura de su membrana. El total de células cuantificado
fue 205 células teniendo en cuenta tanto las vivas como las muertas.

La tabla 5, muestra el contaje celular obtenido en cada cuadrante de la camara
Neubauer, junto con el total de células vivas y muertas.

Tabla 5.Contaje realizado en la camara Neubauer para determinar la eficacia de la descongelacion de las
células HNEC.

Primer Segundo Tercer Cuarto TOTAL
cuadrante cuadrante cuadrante cuadrante
VIVAS 26 32 53 30 141
MUERTAS 16 14 17 17 64

Teniendo en cuenta que, de un total de 205 células, 64 se corresponden a aquellas que
no consiguieron sobrevivir al proceso de congelacién y posterior descongelacién, se
estimd que existe un 31,22% de células muertas. Este resultado muestra un valor de
viabilidad celular aproximadamente de un 70%, mostrando este una eficacia adecuada
en el procedimiento realizado, puesto que las células epiteliales nasales son dificiles de
mantener y son sensibles a los cambios sufridos, por lo que un porcentaje del 70% de
viabilidad es un resultado aceptable.

Asimismo, este contaje es muy importante para poder establecer las condiciones de
cultivo, y conocer el numero de células que se cultivan por pocillo.
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Figura 6.Células epiteliales nasales descongeladas del nitrégeno liquido y cultivadas en un pocillo de una
placa P12.
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De forma que conociendo el numero de células vivas se llevo a cabo el célculo que se
muestra en la Ecuacién 1 para conocer el nimero de células contenido en el vial
descongelado de un mililitro.

Células 26+32+53+30
= 2 -10000 - 2 = 705.000 células/ml

Ecuacion 1.Conteo en la camara Neubauer. Nimero de células correspondientes a un mililitro de células
descongeladas.

Los dos frascos de células que se dejaron crecer conteniendo cada uno 500 pl del vial,
mostraron un crecimiento adecuado a aquello que se esperaba obtener, como se
muestra en las Figuras 7, 8y 9.

Figura 7.Segundo dia de descongelacion de las células epiteliales nasales. Se muestra adherencia en
algunas de las células caracterizada por la forma alargada, frente a otras que contindan despegadas
definidas por una estructura redondeada.

Figura 8.Séptimo dia de descongelacién de las células epiteliales nasales. Se muestra adherencia
total de las células, manifestada por la disposicion estirada que se observa en las células
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Figura 9.Adherencia de las células epiteliales nasales. Enfoque 40x en el microscopio invertido, en el
gue se evidencia la adherencia de las células al frasco.

Una vez, se habia alcanzado aproximadamente el 80% de confluencia en el frasco, se
volvié a realizar el contaje de las células para conocer la concentracion celular. En este
caso se obtuvo una concentracion celular de 2.800.000 células teniendo en cuenta la
suma de los dos frascos. Como para sembrar en la cestilla se requieren 300.000-
500.000 células, se cultivaron 6 pocillos con un valor aproximado de 450.000
células/cestilla.

4.1.3. Cultivo ALI

Para llevar a cabo el cultivo a ALI, previamente las células son cultivadas con el medio
Ex-P para su expansion por toda la cestilla. Para ello se realizé un pocillo control para
comprobar cuando se ocupaba toda la superficie y por tanto poder cambiar al medio ALl
completo.

A diferencia del protocolo de Martens et al., (2019) en el que adicionan 800 pl de medio
bajo y 200 pl arriba, nosotros adicionamos 1000 pl bajo y 500 arriba, puesto que
nuestras cestillas tienen un tamafio de poro mas grande que las utilizadas en este
protocolo. Estos cambios permitieron que el cultivo se pudiera llevar con éxito y asi
permitir la expansion de las células por toda la cestilla Transwell.

De tal forma que, hasta ajustarnos a las condiciones idoneas para poder llevar a cabo
el cultivo con éxito, se realizaron dos cultivos previamente. Estos cultivos fueron
descartados, ya que no alcanzaron las condiciones de diferenciacion propias de las
células multiciliadas.

Uno de ellos mostré contaminacion una vez transcurrida la primera semana (Figura 10).
A diferencia del primero, el segundo de los cultivos consiguio alcanzar los 28 dias
necesarios para que tenga lugar la diferenciacién celular y poder por tanto observar el
movimiento en el cultivo. Sin embargo, una vez alcanzado el final del cultivo no se pudo
determinar el movimiento celular, y muchas de las células que se encontraban en el
cultivo estaban sufriendo procesos de muerte celular.
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Figura 10.Contaminacion por hongos detectada en el primero de los cultivos en las cestillas Transwell
realizado de las células epiteliales nasales humanas.

Lo ocurrido en este cultivo fue que se siguié exactamente el volumen indicado en el
protocolo sin tener en cuenta el tamafio de poro de la cestilla. Y, por tanto, las células
no tenian el acceso necesario al medio para poder sobrevivir 28 dias de cultivo. Por
tanto, estas dos pruebas realizadas, permitieron establecer las nuevas condiciones de
cultivo ajustadas al tamafio de poro de nuestro Transwell, y favoreciendo asi la
supervivencia y diferenciacion de las HNEC.

Los resultados obtenidos a lo largo de las diferentes etapas del cultivo se muestran a
continuacion:

En la Figura 11, se distingue en un color mas oscuro que se corresponde con las tight
junctions o uniones estrechas caracteristicas de las células cuando son cultivadas con
el medio EX-P, puesto que sufren procesos de crecimiento. Estas uniones indican que
la etapa de proliferacion, expansién y adherencia estaba teniendo lugar de forma
correcta.

Figura 11.Enfoque 4x en el microscopio invertido manifestando las tight junctions (uniones estrechas) que
se establecen entre las células durante la etapa de proliferacién y crecimiento.
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En la figura 12, se muestra la comparacion entre la ausencia celular en una cestilla frente
a una cestilla en las que las células han proliferado y ocupado toda la superficie del
pocillo, y por tanto se visualiza la direccionalidad caracteristica de estas células que
también podiamos determinar cuando crecian en frasco.

Figura 12.A) Cestilla sin células. Enfoque a los poros de la cestilla y la ausencia de células. B) Células
nasales epiteliales cultivadas en una cestilla Transwell, se determina la presencia celular caracterizada por
la direccionalidad de las células.

Una vez las células ocupaban toda la superficie de la cestilla, se inicia el cultivo
propiamente conocido como ALI. La importancia de este cultivo reside en alcanzar la
diferenciacion celular, por ello hay que llevar especial cuidado una vez se elimina el
medio de la superficie apical.

A medida que avanza el cultivo con el medio ALI, deberia aparecer produccion de moco,
representando la diferenciacion de las células productoras de mucosidades. Durante el
transcurso de nuestro cultivo, se manifestd produccion de moco a partir de la segunda
semana del cultivo ALI como se muestra en las figuras 13 y 14, determinando que el
cultivo estaba avanzando de forma adecuada y que estaba teniendo lugar la
diferenciacion celular.
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Figura 13.Produccion de moco detectada a partir de la segunda semana cultivada con el medio ALI
completo del cultivo en interfaz aire-liquido, por parte de las células productoras de mucosidades.
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Segun el protocolo de Martens et al., (2019) para eliminar el moco se adiciona PBS y se
deja actuar durante diez minutos en el incubador. En nuestro caso, como la produccion
de moco era elevada, en una de las ocasiones se dej6 actuar durante una hora,
observando que disminuia notablemente el contenido de moco en la cestilla. Por tanto,
se puede sugerir que la actuacioén del PBS durante una hora, es mas eficaz que durante
diez minutos.

Figura 14.Produccion de moco detectada a partir de la segunda semana cultivada con el medio ALI
completo del cultivo en interfaz aire-liquido, por parte de las células productoras de mucosidades, con un
enfoque de 40x en el microscopio.

Una vez transcurrieron aproximadamente 25 dias del cultivo se pudo distinguir
movimiento, indicando la diferenciacion de las células multiciliadas. Por tanto, los cilios
son la confirmacion de que se ha puesto a punto del cultivo ALl para una muestra
biolégica.

Figura 15.Célula ciliada observada a los 28 dias del cultivo ALI, caracterizada por la presencia de cilios y
el movimiento generado.

Una vez alcanzada la diferenciacion celular a los 28 dias, se mantuvo el cultivo durante
14 dias més, sugiriendo que una vez alcanzada la diferenciacion estas células son
capaces de mantenerse durante dos semanas para realizar las investigaciones
necesarias.
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4.1.4. Extraccion ARN

Los resultados obtenidos de la extracciébn de ARN fueron los que se muestran en la
Tabla 6:

Tabla 6.Cuantificacion de ARN en Nanodrop 2000®espectrofotémetro en cada una de las diferentes etapas
del cultivo en interfaz aire-liquido..

Biopsia del | Cultivo Primera Segunda | Tercera semana

cornete medio Ex-P | semana semana ALl

nasal ALl ALl (Diferenciacion)
ARN (ng/pl) 50,6 13,2 10,5 40,4 43,7

Para la extraccion de la cestilla, habia que tener especial cuidado en evitar la ruptura de
la membrana porosa, puesto que esto dificulta la extraccion celular. Esto se ve plasmado
en la extraccion realizada en el Transwell de la primera semana con el cultivo ALI, puesto
que la concentracion de ARN fue de 10,5 ng/ul, mucho menor en comparaciéon con la
extraccion de la cestilla de la segunda o tercera semana, producido por la rotura de la
membrana. De forma que se puede confirmar que, para realizar una adecuada
extraccion, el desgarro de la membrana ha de evitarse.

4.1.5. Transfeccion

La comprobacién de la viabilidad de la transfeccién con Lipofectamina 3000 para las
células epiteliales nasales humanas obtuvo buenos resultados.

Al realizar la primera transfeccién, algunas de las células se mostraron transfectadas
con GFP, pero la luz emitida era muy pobre. En cambio, los resultados obtenidos al
realizar la segunda transfeccion mostraron una emisién de luz fluorescente mucho mas
potente, pudiendo indicar que la transfeccién con 0,75 pl de Lipofectamine 3000 como
se muestra en la Figura 17, es mucho mas eficiente que la transfeccion con 1,5 pl
observada en la Figura 16, para las células epiteliales nasales humanas.

De tal forma que, aunque se requieren mas ensayos y estudios, para determinar qué se
trata de células que permiten la transfeccion, en esta primera puesta a punto del sistema
de transfeccidn se podria estimar que son células que si que lo posibilitan.

Figura 16.Fluorescencia detectada tras la transfeccion de GFP con 1,5 pl de Lipofectamine 3000 de las
células epiteliales nasales humanas.
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Figura 17.Fluorescencia detectada tras la transfeccién de GFP con 0,75 ul de Lipofectamine 3000 de las
células epiteliales nasales humanas.

Asimismo, se pudo visualizar una fluorescencia muy potente en el moco producido por
las células, reflejado en la Figura 18. Esto podria deberse a que las “goblet cells’ que
constituyen el epitelio nasal, fueron transfectadas con el GFP, y por tanto al generar el
moco, este emite el GFP.

Figura 18.Fluorescencia observada en el moco una vez realizada la transfeccion con GFP de las células
epiteliales nasales humanas en el cultivo ALI.

En la figura 19, se muestra el control negativo, en el que se observa las HNEC en el
microscopio sin transfectar con GFP, caracterizado por la ausencia de fluorescencia.

Figura 19.Control negativo de la transfeccion de las células epiteliales nasales humanas con GFP.
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4.2. ANALISIS DEL PERFIL OXIDATIVO

Los resultados del analisis del perfil oxidativo se han obtenido siguiendo el método de
2-25CT que se muestra en el estudio realizado por Livak & Schmittgen (2001). Permitiendo
determinar la expresion génica mediante la representacion gréfica.

Para la obtencion de los resultados se ha utilizado como gen HouseKeeping el gen
GUSB. Puesto que otros genes analizados que podrian haberse utilizado para
normalizar las condiciones fueron, RPL13A, pero este no amplificé por lo que no se
pudo utilizar. Y el otro es B2M, pero el control negativo también amplifico, por lo que fue
descartado. Ademéas, GADPH no se mostré suficientemente estable por lo que tampoco
se utilizé como gen para estandarizar.

A partir de la Ct media obtenida para cada gen en cada estadio de cultivo, se calculé
ACT segun la Ecuaciéon 2. Una vez obtenido este valor se realiz6 el calculo AACt
restando siempre frente a la muestra basal como se muestra en la Ecuacién 3.
Finalmente, ya se puede obtener el valor de expresion mediante 22T (Ecuacion 4).

ACT = Ct media (Gen a analizar) — Ct media GUSB
Ecuacion 2.Calculo de ACT.

AACT = ACT — ACT (muestra basal)
Ecuacion 3.Calculo de AACT.
Expresion del gen = 278ACT

Ecuacion 4.Calculo de los niveles de expresion de cada gen en cada fase del cultivo.

Los siguientes resultados fueron obtenidos en la prueba que se realiz6 con una Unica
muestra para poner a punto el método ALI:

HIF1A ARNTL2

25
g s g
= < 20
10 15
10
.
. . 5
0 — 0 —
AL ExP ALI1 ALI2 ALI3

Basal ExP ALI2 ALIZ Basal

26



ARNT EPAS1

r
in
-
'

AKCE
AMCE

[

=) e
© ok o now el

Basal ExP ALI1 ALl2 ExP ALl ALl2 ALLS

=
=
o
]
[

ARNTL

3
2
Besal ExP ALIL ALIZ ALIS

Figura 20.Genes relacionados con hipoxia en un cultivo de células epiteliales nasales en ALI. El eje
X describe las etapas del cultivo: Basal: Células extraidas directamente del cornete nasal medio; ExP:
Células cultivadas con medio Ex-P en la superficie apical y basal; ALI1: Células cultivadas una semana en
interfaz aire liquido; ALI2: Células cultivadas dos semanas en interfaz aire liquido; ALI3: Células cultivadas
tres semanas en interfaz aire liquido. El eje Y representa la diferencia de expresién del gen con respecto a
la muestra recién extraida (basal).

ANCE

Estos cinco genes de la Figura 20, estan regulados por condiciones de hipoxia, donde
en comparacién con el basal en todos se muestra una mayor expresion en las
condiciones de proliferacién celular (medio Ex-P). De forma que, se muestra un mayor
estrés oxidativo durante la expansion celular que disminuye a medida que avanza el
cultivo, a excepcién de la segunda semana en el cultivo ALI, que se manifiesta una
mayor expresion en algunos de los genes.

ARNTL2 forma complejos con HIF1A, por lo que se podria llegar a pensar que por eso
la expresion del cultivo fresco y la del cultivo diferenciado en la tercera semana son
similares en ambos. Lo mismo ocurre con EPAS1 y ARNT, estos actlan como
heterodimeros y por ello las graficas muestran expresiones similares, y ademas ambas
muestran una clara tendencia similar, de elevados niveles en el medio Ex-P, y de las
tres semanas en el cultivo ALI, la segunda semana es la que muestra una mayor
expresion.

En general, en estos cinco genes la tendencia que se muestra es la mayor expresion
durante la etapa de crecimiento.
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Figura 21.Genes relacionados con la sintesis del glutation en un cultivo de células epiteliales
nasales en ALI. El eje X describe las etapas del cultivo: Basal: Células extraidas directamente del cornete
nasal medio; ExP: Células cultivadas con medio Ex-P en la superficie apical y basal; ALI1: Células cultivadas
una semana en interfaz aire liquido; ALI2: Células cultivadas dos semanas en interfaz aire liquido; ALI3:
Células cultivadas tres semanas en interfaz aire liquido. El eje Y representa la diferencia de expresion del
gen con respecto a la muestra recién extraida (basal).

Estos tres genes de la Figura 21, estan implicados en la sintesis de glutation. Al igual
gue en los anteriores, durante el cultivo con el medio Ex-P es cuando se observa una
mayor expresion, indicando que en esta etapa es cuando tiene lugar una mayor
produccion de glutatién. El glutatién esta implicado en la proliferacién celular, es por ello,
por lo que se ve el claro aumento durante esta etapa, frente a los cultivos ALI en el que
tiene lugar la diferenciacion celular.

No obstante, también hay una mayor expresion de GCLM a lo largo de la tercera semana
del cultivo ALL.
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Figura 22.Genes relacionados con la dismutacién de los superdéxidos a peréxido de hidrégeno y
oxigeno en un cultivo de células epiteliales nasales en ALI. El eje X describe las etapas del cultivo:
Basal: Células extraidas directamente del cornete nasal medio; ExP: Células cultivadas con medio Ex-P en
la superficie apical y basal; ALI1: Células cultivadas una semana en interfaz aire liquido; ALI2: Células
cultivadas dos semanas en interfaz aire liquido; ALI3: Células cultivadas tres semanas en interfaz aire
liquido. El eje Y representa la diferencia de expresién del gen con respecto a la muestra recién extraida
(basal).
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A diferencia de todos los anteriores, las superdxido dismutasas implicadas en la
dismutacion de los superdxidos a peroxido de hidrogeno y oxigeno, muestran una mayor
expresion cuando tiene lugar la diferenciacion celular en el cultivo ALI, y no cuando se
encuentran las HNEC cultivadas en el medio Ex-P.

En ambas gréficas de la Figura 22, se muestra una tendencia al alza de los niveles de
expresion a medida que transcurre el tiempo de cultivo.
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Figura 23.Genes relacionados con la proliferacién celular y el estrés oxidativo en un cultivo de
células epiteliales nasales en ALI. El eje X describe las etapas del cultivo: Basal: Células extraidas
directamente del cornete nasal medio; ExP: Células cultivadas con medio Ex-P en la superficie apical y
basal; ALI1: Células cultivadas una semana en interfaz aire liquido; ALI2: Células cultivadas dos semanas
en interfaz aire liquido; ALI3: Células cultivadas tres semanas en interfaz aire liquido. El eje Y representa la
diferencia de expresion del gen con respecto a la muestra recién extraida (basal).

GADPH no ha sido utilizado para normalizar, puesto que como se muestra en la gréafica
23 sus niveles de expresion varian mucho.

Este gen estad también relacionado con la proliferacion celular, de ahi los elevados
niveles de expresién en el cultivo con Ex-P en comparacion con los niveles de expresiéon
reducidos a lo largo del cultivo ALLI.

NFE2L2 es un gen que tan solo se expresa en condiciones de estrés oxidativo,
sugiriendo que durante el crecimiento celular las células estdn sometidas a un mayor
estrés oxidativo por los niveles de expresion mas elevados durante esta etapa, como se
observa en la Figura 23.
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Figura 24.Genes relacionados con la defensa antioxidante en un cultivo de células epiteliales
nasales en ALI. El eje X describe las etapas del cultivo: Basal: Células extraidas directamente del cornete
nasal medio; ExP: Células cultivadas con medio Ex-P en la superficie apical y basal; ALI1: Células cultivadas
una semana en interfaz aire liquido; ALI2: Células cultivadas dos semanas en interfaz aire liquido; ALI3:
Células cultivadas tres semanas en interfaz aire liquido. El eje Y representa la diferencia de expresion del
gen con respecto a la muestra fresca (basal).
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Los resultados para GPX1 no se amplificaron para la muestra basal. De forma que en
el resto de las etapas la grafica 24, muestra que durante la diferenciacion se expresa
mas que en condiciones de expansion celular.

La catalasa, en general presenta niveles elevados de expresién durante todas las etapas
del cultivo, excepto en la primera semana del cultivo ALI, representado en la Figura 24.

Teniendo en cuenta todos los resultados visualizados en las graficas, se observa una
mayor expresion de los genes cuando se encuentran en el cultivo con el medio Ex-P, es
decir durante la etapa de crecimiento, expansion y adhesion.

Del mismo modo, en la mayoria de los resultados obtenidos se muestra unos valores en
las condiciones basales muy similares a los de la tercera semana en el cultivo ALI,
indicando que el cultivo se habia realizado correctamente y que ha conseguido la
diferenciacion celular.

Los ultimos resultados obtenidos fueron que tanto HTERT como las tres sintetasas de
oxido nitrico (NOS1, NOS2 y NOS3) no amplificaron.

5.DISCUSION

Presentamos un estudio que permite llevar a cabo la puesta a punto de un cultivo en
interfaz Aire-Liquido, para generar modelos de cultivo diferenciados de las HNEC para
el estudio de la Discinesia Ciliar Primaria. Este cultivo imita al epitelio nasal,
estableciendo condiciones lo mas similares a las fisiolégicas posibles.

Muchos estudios como el de Schangen et al., (2018) demuestran la importancia de este
cultivo ALI como modelo de estudio de enfermedades respiratorias. Debido a que, varias
lineas celulares inmortalizadas, como es el caso de las células de carcinoma de pulmén
A549, no son capaces de reproducir algunas caracteristicas del epitelio pulmonar. De
tal forma que, aunque pueden ser cultivadas y subcultivadas con relativa facilidad, no
alcanzan la organizacién pseudoestratificada caracteristica de la capa broncoepitelial.
Es por ello que, el establecimiento de un cultivo ALI para la diferenciacion del epitelio
pseudoestratificado se utiliza para favorecer el analisis de las interacciones entre las
células y su estudio in vitro (Schangen et al., 2018). Con este método se consiguid una
diferenciacion exitosa, puesto que nuestro modelo de cultivo mostro las caracteristicas
propias de un epitelio respiratorio nasal. Es decir, presencia de células basales
(epiteliales nasales), células productoras de moco (caliciformes), uniones estrechas
(tight junctions) y células ciliadas con movimiento (Conzens et al., 2018).

Este sistema de cultivo es minimamente invasivo y permite la obtencién de una forma
sencilla y segura de la HNEC del cornete nasal medio de los pacientes. Hay estudios
como el de Martens et al., (2019) que muestran la facilidad, seguridad y viabilidad en el
aislamiento y cultivo de este tipo celular en recién nacidos tanto prematuros, moderados
o tardios. Asimismo, el crecimiento en ALl permite la diferenciacibn mucociliar,
caracteristica que no es conseguida con los cultivos en monocapa. Una de las
condiciones de cultivo utilizadas para la diferenciacion celular fue la eleccion del medio
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ALI completo de StemCell, debido a que estudios anteriores habian conseguido alcanzar
el final del cultivo utilizando este medio en relativamente poco tiempo.

En nuestro caso, la diferenciacion de las HNEC en el cultivo ALl requiere de
aproximadamente 25 dias desde la eliminacion del medio de la superficie apical, a
diferencia de estudios como el de Schangen et al., (2018) y Cozens et al., (2018) donde
la diferenciacién requeria de un mayor tiempo de cultivo. De tal forma que, después de
tres semanas de cultivo con el medio ALI, se generd un epitelio pseudoestratificado que
incluia los tres tipos celulares diferenciados. Hay que destacar que el epitelio
diferenciado se mantuvo estable durante dos semanas mas, una vez transcurrida la
diferenciacién. Permitiendo la realizacion de experimentos durante 14 dias, hasta que
tuvo lugar la desdiferenciacién celular y la pérdida de la ciliacion.

Las células basales fueron el primer tipo celular en diferenciarse una vez eliminado el
medio de la superficie apical, caracterizado por la configuracién longitudinal celular que
se observaba en las cestillas. Durante el transcurso de la segunda semana del cultivo
ALl tuvo lugar la aparicién de moco, indicando la presencia de las células productoras
de mucosidad en el cultivo. Este moco atrapa las moléculas patégenas del aire y
posteriormente es transportado fuera del pulmon por las células ciliadas (Bluhmki et al.,
2020), por ello la necesidad de presencia de los tres tipos celulares para conseguir un
buen modelo para la enfermedad. Esta produccion de moco fue escasa durante la
primera semana del cultivo ALI, sin embargo, a medida que avanzaron las semanas del
cultivo, aumentd el contenido mucoso depositado en agrupaciones, lo que podria
deberse a la distribucion heterogénea de los diferentes tipos celulares.

Como se muestra en los resultados, las células ciliadas fueron el dltimo tipo celular en
diferenciarse, puesto que no se observaron evidencias de movimiento hasta la tercera
semana en el cultivo ALI. Este tipo celular es esencial para el transporte de moco y
eliminacion de pat6genos que provienen del exterior, conocidos como aclaramiento
mucociliar (Schangen et al., 2018). Y para el estudio de la DCP es esencial que tenga
lugar la diferenciacion de este tipo celular, puesto que permite examinar la frecuencia
del latido ciliar o la ultraestructura de los cilios. El nimero de células ciliadas tuvo una
evolucién creciente, manteniéndose constante aproximadamente a partir del dia 28 de
cultivo. La presencia de cilios indicaba que el modelo de HNEC diferenciadas habia sido
realizado con éxito, puesto que la importancia del cultivo reside en el desarrollo de las
células ciliadas, para poder llevar a cabo el estudio de la ultraestructura ciliar y en
analisis de la frecuencia del batido ciliar de estas células que se consiguieron desarrollar
en nuestro cultivo.

Segun Rayneret et al.,, (2019) los medios mas adecuados para una correcta
diferenciacion de este tipo celular son los medios Pneumacult-Ex Plus y ALl de
StemCell. Se puede corroborar con nuestro estudio esta afirmacion, puesto que se
alcanzé con éxito el cultivo.

Durante la puesta a punto del cultivo, se comprobd la viabilidad del mismo tras la
congelacién, ya que la congelacion facilita enormemente las labores de experimentacion
al no tener que depender de las tomas de muestras de voluntarios. Estas reservas de
células congeladas en viales resultan muy beneficiosas, puesto que favorecen el
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establecimiento del cultivo de nuevo, evitando repetir la biopsia en el paciente. Ademas,
un solo vial de reserva con un millén de células congeladas es suficiente para establecer
el cultivo, ya que no se mostraron evidencias de alteracién de la morfologia o funcion
celular en estos viales.

En conclusion, en este estudio se obtuvo un cultivo en interfaz Aire-Liquido de las
células epiteliales nasales diferenciado, caracterizado por la presencia de células
basales, productoras de moco y ciliadas. Proporcionando un protocolo optimizado y
seguro para el uso de cestillas con un mayor tamafio de poro, para generar modelos de
HNEC diferenciadas. Estas HNEC diferenciadas proporcionan un modelo excelente del
epitelio respiratorio humano para la investigacion de patologias respiratorias, entre ellas
la Discinesia. Ademas, ofrece la posibilidad de dos semanas durante las cuales se
pueden llevar a cabo un gran numero de investigaciones. Por lo que se demuestra que
el protocolo seguido conduce a la diferenciacion del epitelio nasal, mostrando integridad
tisular, generacién de moco y ciclogénesis.

En la bibliografia, los estudios del estrés oxidativo celular intrinseco a este método de
cultivo ALI y la comparacién con muestras de voluntarias son escasos 0 inexistentes,
por lo que, caracterizando sus condiciones, podremos aumentar la robustez de los datos
obtenidos de experimentos futuros que utilicen este cultivo

El primer grupo de genes se trata de genes que se regulan en condiciones de hipoxia.
Entre ellos se encuentra HIF, una proteina heterodimérica formada por dos subunidades
gue pertenecen a la familia helix-loop-helix-PAS, la alfa y la beta. Cuando estas
dimerizan se produce la union a los elementos sensibles a la hipoxia en las secuencias
de ADN de los genes diana. HIF-1 alfa es una isoforma de la subunidad alfa fundamental
en el control del oxigeno del cultivo (Klasvogt et al., 2017). Segun estudios anteriores
como el de Klasvogt et al., 2017 se determiné un contenido notablemente mayor de HIF-
1 alfa en el cultivo sumergido comparado con el cultivo ALI. Esto genera una mayor
fosforilacion oxidativa y suprime la glucélisis en condiciones ALI. Esta reduccion de HIF-
1 alfa en ALI es generada por la mejora del suministro de oxigeno.

En el cultivo sumergido el contenido de oxigeno aumenta si se reduce el volumen de la
superficie apical, y una vez el medio de este compartimento es eliminado se obtiene un
claro aumento de la cantidad de oxigeno recibido para las células.

Expresiones similares ocurren en nuestro estudio donde, se detecta un aumento en la
expresion de HIF-1 alfa en el cultivo sumergido, indicativo del estrés oxidativo al que se
encuentran sometidas las células en estas condiciones, generado por la posible falta de
oxigeno que sufren las células en este estado. Se puede suponer que el aumento de la
cantidad de medio de 200 pl a 500 pl en la superficie apical con el medio Ex-P en nuestro
caso, generan una menor disponibilidad de oxigeno, y por tanto una mayor expresion
de estos genes regulados por hipoxia. De forma que, en estas condiciones de cultivo
sumergido se puede conjeturar que las células se encuentran en condiciones de estrés
oxidativo.

Ademas, como muestran estudios como el de Klasvogt et al., 2017 se sabe que en
condiciones hipdxicas HIF-1 alfa activa genes como por ejemplo GADPH. Explicando la
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mayor expresion de este durante el cultivo de proliferacion y una menor expresion
durante el cultivo de diferenciacion.

En cuanto a NFR-2, este codifica un factor de transcripcién, miembro de la familia de
proteinas basicas de cremallera de leucina, que regula la respuesta antioxidante. En
condiciones normales, es ubiquitinado y degradado por el complejo BCR(KEAPL1) en el
citoplasma. En cambio, en condiciones de estrés oxidativo, este complejo es inhibido
por la presencia de metabolitos electrofilos, promoviendo la acumulacion de
NFE2L2/NRF2, que se une a los elementos ARE de los genes citoprotectores, para
neutralizar estos electréfilos reactivos (Database, G. H. G. 1996-2021). Esto sugiere
que, en condiciones de proliferacion y crecimiento celular, las células estdn sometidas
a un mayor estrés oxidativo, por los niveles de expresién elevados de NRF2.

NRF-2 se encarga de inducir la expresion de genes como la glutamato-cisteina ligasa
(GCLC), que participa en un paso limitante de la sintesis de GSH, activando la
proteccioén frente al estrés oxidativo del organismo (Simdes et al., 2011). Esto explicaria
la similitud de resultados que muestran las graficas de NRF-2 y GCLC, puesto que al
haber mayor expresion de NRF-2, implica una mayor expresion en GCLC, en ambos
casos mostrando un mayor estrés oxidativo en condiciones de cultivo con el medio Ex-
P.

Junto con GCLC, existen otros genes implicados en el metabolismo del glutation como
es el caso de GSR, esto podria explicar que se obtengan niveles de expresion similares
en ambos casos. GSR participa en la defensa antioxidante, reduciendo el disulfuro de
glutation oxidado (GSSG) a glutatién (GSH) (Simdes et al., 2011). Indicando un mayor
estrés oxidativo en condiciones de crecimiento, puesto que el glutation estd implicado
en el crecimiento.

NRF2 no solo media la respuesta al estrés oxidativo de GCLC, sino también la de otros
genes como SOD1, GSR, SOD2 y CAT (Simdes et al., 2011).

La glutation peroxidasa (GPX1), protege del dafio oxidativo generando glutation que
actia como uno de los principales antioxidantes en el organismo. La GPX1 protege
catalizando la conversion de peroxido de hidrégeno o de los hiperoxidos organicos en
glutation, que se conjuga con el H>O, para la transformaciéon en agua y oxigeno. La
catalasa (CAT) esta implicada en la defensa del organismo frente al estrés oxidativo,
manteniendo el equilibrio oxidante/antioxidante. Cataliza la conversién del peréxido de
hidrogeno en agua y oxigeno. Asimismo, la catalasa esta implicada en el crecimiento
celular (Database, G. H. G. 1996-2021).

Se ha observado que la catalasa actta en altas concentraciones de H,O, y el GPX1 en
concentraciones bajas (Céspedes Miranda et al., 1996), esto podria explicar los
mayores niveles de CAT en condiciones de cultivo Ex-P, sumado a que esté implicada
en el crecimiento celular. Y también explicaria los elevados niveles de GPX1 en
condiciones de cultivo ALI.

En la gPCR se llevé a cabo el andlisis de expresion de dos superéxidos dismutasas

(SOD). Las SOD ejercen su papel como defensa principal contra especies reactivas,
catalizando la dismutacion del -O, (oxigeno radical) a peréxido de hidrégeno.
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Una de las analizadas fue SOD1 o SOD de cobre-zinc, elimina el anién superdxido de
nucleo, citoplasma y espacio intermembrana de mitocondrias (lvars Santacreu, 2010;
Dominguez & Elizabeth, 2021). Segun estudios como el de Afonso et al., (2007) los
niveles de SOD1 aumentan en condiciones de estrés oxidativo, sugiriendo que, en la
tercera semana del cultivo, las HNEC se encontraban sometidas a un mayor estrés.
Por otro lado, SOD2 o de manganeso mitocondrial, su sobreexpresién protege frente al
estrés oxidativo en el epitelio alveolar (Ilvars Santacreu 2010; Dominguez Flores, 2021).
Al igual que SOD1, sus mayores niveles de expresion se encuentran en el cultivo AL,
indicando un mayor estrés oxidativo.

EPAS1, es también conocido como factor inducible por hipoxia 2, este factor de
transcripcién es inducido cuando disminuyen los niveles de oxigeno. Por tanto, al actuar
en las mismas condiciones que HIF1 alfa se muestran niveles de expresion similares,
es decir, un valor mas elevado en condiciones de cultivo Ex-P. Ademas, EPAS1
heterodimeriza con ARNT, explicando la semejanza en los resultados obtenidos. El
heterodimero se une dentro de los elementos de respuesta a la hipoxia (HRE) a la
secuencia central, funcionando como regulador transcripcional de la respuesta a la
hipoxia (Database, G. H. G., 1996-2021).

En nuestro estudio se ha utilizado una linea celular no inmortalizada, lo que explicaria
el hecho de que HTERT no amplificara durante la realizacién de la PCR cuantitativa.
Ademas, la telomerasa se expresa en células en proliferacion la cual es minima en las
células del epitelio nasal ciliado.

En relaciéon con las sintetasas de 6xido nitrico NOS1, NOS2 y NOS3, no hubo
amplificacion, porque en nuestro caso el modelo de cultivo se realiz6 a partir de un
paciente sano. Tomando los datos de los controles del estudio de Dvorak et al., (2011)
en referente a las NOS, observamos que no se encuentra expresion. Esto explicaria la
no amplificacién en las diferentes etapas del cultivo para estos genes.

6.CONCLUSIONES

Las conclusiones que se extraen de esta investigacion son:

e El cultivo en interfaz Aire-Liquido para las células epiteliales nasales humanas,
resulta un modelo muy util para el estudio de la Discinesia Ciliar Primaria.

e Se requieren entre 7-14 dias para el crecimiento de las HNEC en un frasco T25
hasta ocupar toda la superficie.

e Se requieren entre 25-28 dias para la diferenciacién completa de las células
ciliadas en el cultivo ALI. Los estudios necesarios para la enfermedad se pueden
llevar a cabo, a lo largo de las dos semanas posteriores a la diferenciacion.

e Las HNEC estan sometidas a un mayor estrés oxidativo cuando se encuentran
en la etapa de crecimiento y proliferacién, en comparacion con la etapa de
diferenciacion celular.

e Las HNEC en el método de cultivo ALI aceptan la transfeccion mediante métodos
guimicos, por lo que es posible realizar modificaciones génicas y observar los
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cambios que ocurren con unos niveles de organizacion celular mayores que los
del cultivo 2D.

En conclusion, se ha establecido un modelo de estudio para la Discinesia ciliar Primaria
mediante el uso de la técnica ALI, caracterizado por una diferenciacion celular a los 28
dias del cultivo. Durante esta etapa de diferenciacion se genera un menor estrés
oxidativo en comparacién con la etapa de crecimiento celular. Finalmente, se indica la
posibilidad de llevar a cabo la transfeccion de las células HNEC en el método de cultivo
ALL
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