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Importancia

Actualmente se desconoce si el SARS-CoV-2 puede propagarse a través de los contactos
célula-célulay, de ser asi, los mecanismos e implicaciones subyacentes. En este trabajo,
demostramos, mediante el uso de virus pseudotipados lentivirales, que la proteina
espiga del SARS-CoV-2 media la transmisién viral de célula a célula, con una eficiencia
superior a la del SARS-CoV. También encontramos que la fusidén célula-célula contribuye
a la transmision de célula a célula, sin embargo, ACE2 no es absolutamente necesario. Si
bien las variantes auténticas de preocupaciéon (COV) B.1.1.7 (alfa) y B.1.351 (beta)
difieren en la infectividad libre de células del tipo salvaje y entre si, estos COV tienen
una capacidad de transmision de célula a célula similar y exhiben una sensibilidad
diferencial a la neutralizacion por sueros de vacunas. Los resultados de nuestro estudio
contribuirdn a una mejor comprension de la propagacion y patogénesis del SARS-CoV-2.

Abstracto

El coronavirus 2 del sindrome respiratorio agudo grave (SARS-CoV-2) es un coronavirus
altamente transmisible responsable de la pandemia mundial de COVID-19. Aqui,
proporcionamos evidencia de que el SARS-CoV-2 se propaga a través del contacto célula-
célula en cultivos, mediado por la glicoproteina espiga. El pico del SARS-CoV-2 es mas
eficiente para facilitar la transmision de célula a célula que el pico del SARS-CoV, que
refleja, en parte, su actividad diferencial de fusién célula-célula. Curiosamente, el
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tratamiento de células cocultivadas con inhibidores de la entrada endosomal perjudica
la transmisidn de célula a célula, implicando la fusién de la membrana endosomal como
un mecanismo subyacente. En comparacién con la infeccion libre de células, la
transmision de célula a célula del SARS-CoV-2 es refractaria a la inhibicion mediante
anticuerpos neutralizantes o sueros convalecientes de pacientes con COVID-19. Si bien
la enzima convertidora de angiotensina 2 mejora la transmisidon de célula a célula,
encontramos que no es absolutamente necesaria. En particular, a pesar de las
diferencias en la infectividad libre de células, las variantes auténticas de preocupacién
(COV) B.1.1.7 (alfa) y B.1.351 (beta) tienen una capacidad de transmision de célula a
célula similar. Ademas, B.1.351 es mas resistente a la neutralizacion por sueros
vacunados en la infeccion libre de células, mientras que B.1.1.7 es mas resistente a la
inhibicidn por sueros vacunados en la transmision de célula a célula. En general, nuestro
estudio revela caracteristicas criticas de la transmisiéon de célula a célula mediada por
picos del SARS-CoV-2, con implicaciones importantes para una mejor comprensién de la
propagacion y patogénesis del SARS-CoV-2.

Variantes

e preocupantes de

e neutralizacién

de la fusion célula

e acélula de transmisién célula-célula del SARS-CoV-2

El SARS-CoV-2 es un nuevo beta-coronavirus que esta estrechamente relacionado con
otros dos coronavirus humanos altamente patégenos, el SARS-CoV y el MERS-CoV (1).
Las proteinas espiga (S) del SARS-CoV-2 y el SARS-CoV median la entrada en las células
diana, y ambas utilizan la enzima convertidora de angiotensina 2 (ACE2) como receptor
primario (2UJU-6). La proteina espiga del SARS-CoV-2 también es responsable de la
induccion de anticuerpos neutralizantes, desempefiando asi un papel critico en Ia
inmunidad del huésped a la infeccién viral (70U-10).

Al igual que el VIH y otras proteinas de fusién viral de clase |, el pico del SARS-CoV-2 se
sintetiza como un precursor que posteriormente se escinde y se glicosila altamente;
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estas propiedades son criticas para regular la activacidon de la fusion viral, la estructura
de espiga nativa y la evasion de la inmunidad del huésped (11441-15). Sin embargo, a
diferencia del SARS-CoV, pero similar al MERS-CoV, la proteina espiga del SARS-CoV-2 es
escindida por la furina en subunidades S1 y S2 durante el proceso de maduracidn en las
células productoras (6, 16, 17). S1 es responsable de la unidn al receptor ACE2, mientras
que S2 media la fusién de la membrana viral (18, 19). El pico del SARS-CoV-2 también
puede ser escindido por proteasas adicionales del huésped, incluida la serina proteasa
2 transmembrana (TMPRSS2) en la membrana plasmatica y varias catepsinas en el
endosoma, que facilitan la fusién de la membrana viral y la entrada en las células
huésped (20U-22).

Los virus envueltos se propagan en células y tejidos cultivados a través de dos vias: por
particulas libres de células y a través del contacto célula-célula (23-26). Este ultimo
modo de transmisidn viral normalmente implica contactos célula-célula apretados, a
veces formando sinapsis viroldgicas, donde la densidad de particulas virales locales
aumenta (27), lo que resulta en una transferencia eficiente del virus a las células vecinas
(24). Ademads, la transmision de célula a célula tiene la capacidad de evadir la
neutralizacidon de anticuerpos, lo que representa la propagacion eficiente del virus y la
patogénesis, como se ha demostrado para el VIH y el virus de la hepatitis C (VHC)
(28U41U-32). Se han notificado niveles bajos de anticuerpos neutralizantes, asi como una
deficiencia en los IFN de tipo |, para el SARS-CoV-2 (18, 33JU{-37) ypueden haber
contribuido a la pandemia de COVID-19 y la progresion de la enfermedad (38044 JU-
43).

En este trabajo, evaluamos la transmisién de célula a célula del SARS-CoV-2 en el
contexto de la infeccién libre de células y en comparacion con el SARS-CoV. Los
resultados de este estudio in vitro revelan el papel hasta ahora no reconocido de la
transmisidn de célula a célula que potencialmente afecta la propagacién del SARS-CoV-
2, la patogénesis y el blindaje contra los anticuerpos in vivo.

Resultados

La proteina espiga del SARS-CoV-2 media eficientemente la transmision de
célula a célula de pseudotipos lentivirales.

El pico es la Unica proteina transmembrana viral que media directamente la entrada del
SARS-CoV-2 en las células huésped. Evaluamos si la proteina espiga del SARS-CoV-2 es
critica para la propagacion viral a través del contacto célula-célula. Para comparar la
eficiencia de la infeccidn de célula a célula frente a la infeccidn libre de células mediada
por las proteinas espiga del SARS-CoV-2 y el SARS-CoV, aprovechamos un vector
lentiviral VIH-1 intron-Gaussia luciferasa (inGluc) que lleva el pico de interés. En este
sistema, las células que producen los viriones lentivirales inGluc que llevan la proteina
espiga no pueden expresar Gluc por si mismas porque el intréon solo se elimina durante
el empalme del genoma del virién transcrito del genoma integrado y no durante la
produccién de ARNm de Gluc. Sin embargo, cuando ese pseudotipo de lentivirus entra
en una célula diana, ese genoma se transcribe inversamente y se integra en una nueva
célula, y el promotor del citomegalovirus impulsa la transcripcion de la transcripcion de
Gluc ahora sin intron que conduce a la produccion de proteinas gluc (44, 45). Medimos


https://www.pnas.org/content/119/1/e2111400119#ref-11
https://www.pnas.org/content/119/1/e2111400119#ref-12
https://www.pnas.org/content/119/1/e2111400119#ref-15
https://www.pnas.org/content/119/1/e2111400119#ref-6
https://www.pnas.org/content/119/1/e2111400119#ref-16
https://www.pnas.org/content/119/1/e2111400119#ref-17
https://www.pnas.org/content/119/1/e2111400119#ref-18
https://www.pnas.org/content/119/1/e2111400119#ref-19
https://www.pnas.org/content/119/1/e2111400119#ref-20
https://www.pnas.org/content/119/1/e2111400119#ref-21
https://www.pnas.org/content/119/1/e2111400119#ref-22
https://www.pnas.org/content/119/1/e2111400119#ref-23
https://www.pnas.org/content/119/1/e2111400119#ref-24
https://www.pnas.org/content/119/1/e2111400119#ref-26
https://www.pnas.org/content/119/1/e2111400119#ref-27
https://www.pnas.org/content/119/1/e2111400119#ref-24
https://www.pnas.org/content/119/1/e2111400119#ref-28
https://www.pnas.org/content/119/1/e2111400119#ref-29
https://www.pnas.org/content/119/1/e2111400119#ref-32
https://www.pnas.org/content/119/1/e2111400119#ref-18
https://www.pnas.org/content/119/1/e2111400119#ref-33
https://www.pnas.org/content/119/1/e2111400119#ref-34
https://www.pnas.org/content/119/1/e2111400119#ref-37
https://www.pnas.org/content/119/1/e2111400119#ref-38
https://www.pnas.org/content/119/1/e2111400119#ref-39
https://www.pnas.org/content/119/1/e2111400119#ref-43
https://www.pnas.org/content/119/1/e2111400119#ref-44
https://www.pnas.org/content/119/1/e2111400119#ref-45

la actividad de Gluc como una lectura para comparar las eficiencias de infeccion de
célulaa célula y libre de células(Fig. 1 A y B y Materiales y Métodos). Debido a que la
infeccion mediada por contacto celular comprende tanto la transmisién de célula a
célula como la infeccion libre de células, calculamos la eficiencia de la transmision de
célula a célula restando la porcion de infeccion libre de células realizada en paralelo
(Materiales y Métodos).
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Figura 1.

La proteina espiga del SARS-CoV-2 y el SARS-CoV media la transmisién de célula a célula
de los pseudotipos lentivirales del VIH-1. (A y B)Representaciones esquematicas de
ensayos de infeccidon de célula a célula y libres de células (ver detalles en Materiales y
Métodos). Brevemente, los pseudotipos lentivirales basados en inGluc que llevan pico
se produjeron en células 293T, que fueron cocultivadas con las células diana
(293T/ACE2) para la transmision de célula a célula; la actividad de Gluc de las células
cocultivadas se midié a lo largo del tiempo (A). La infeccidn libre de células se realizo
mediante la recoleccién del virus del mismo nimero de células productoras, seguida de
la infeccion de células diana 293T/ACE2 en presencia del mismo niumero de células 293T
no transfectadas; alternativamente, la infeccion libre de células se llevd a cabo en placas
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de Transwell, a partir de las cuales se midio la actividad de Gluc (B). (C) Comparacion de
la transmisién de célula a célula mediada por el pico del SARS-CoV-2 o del SARS-CoV. Los
resultados mostrados fueron de seis experimentos independientes, con infeccion libre
de células medida a las 48 y 72 h después del cocultivo; se excluyé la porcién de infeccidon
libre de células (n=6). (D) Comparacion de la infeccién libre de células mediada por el
pico de SARS-CoV-2 o SARS-CoV. Los resultados fueron de seis experimentos
independientes(n = 6). (E) El nivel de expresionde proteinas espiga en la membrana
plasmatica de las células donantes se midié6 mediante citometria de flujo utilizando un
anticuerpo policolonal T62, que detecta tanto el SARS-CoV-2 como el SARS-CoV. (Fy G)
Lasproporciones calculadas entre la infeccién de célula a célula y la infeccion libre de
células mediada por el pico de SARS-CoV-2 o SARS-CoV-2. Los resultados del cocultivo
celular se muestran en Fy de las placas de Transwell que se muestran en G (n = ~ 3 a6).
PV, virus pseudotipado. *P < 0,05, **P < 0,01 . ns, no significativo.

A pesar de un nivel 2 veces menor de transmision de célula a célula del SARS-CoV-2 en
comparacion con el SARS-CoV después de 48 h de coculturizacién de células productoras
de pseudotipos lentivirales portadoras de espigas y células 293T que expresan de
manera estable ace2 humana (293T/ACE2), observamos niveles similares de transmision
de célula a célula entre sars-CoV-2 y SARS-CoV en 72 h, lo que indica una propagacién
mas eficiente del SARS-CoV-2(Fig. 1C ). Por el contrario, la tasa de infeccién libre de
células por SARS-CoV fue mucho mayor que la del SARS-CoV-2, es decir, ~10 veces,
medida a las 48 y 72 h después de la infeccién(Fig. 1D). El andlisis citométrico de flujo
de células productoras virales utilizando un anticuerpo policlonal que reconoce el S1 de
los picos de SARS-CoV-2 y SARS-CoV mostrd que la senal de fluorescencia del pico de
SARS-CoV fue mayor que la del SARS-CoV-2(Fig. 1E),de acuerdo con nuestro informe
anterior(46 ). Al promediar los resultados de seis experimentos independientes,
estimamos que la transmision de célula a célula contribuyé al >90% de la propagacién
total del SARS-CoV-2 en el sistema de coculturizacion, en comparacién con ~60% para
el SARS-CoV realizado en entornos experimentales idénticos(Fig. 1F). También se
realizaron experimentos paralelos mediante el uso de un sistema Transwell, que mostré
~90% de infeccidn de célula a célula frente a ~10% de infeccidn libre de células para el
SARS-CoV-2 en comparacion con ~77% de célula a célula frente a ~23% libre de células
para el SARS-CoV(Fig. 1G). En conjunto, estos resultados revelaron que la proteina
espiga del SARS-CoV-2 media la transmision de célula a célula de los pseudotipos
lentivirales de manera mas eficiente que la proteina espiga del SARS-CoV. Sin embargo,
el pico de SARS-CoV es mas capaz de mediar la infeccidn libre de células en comparacion
con el SARS-CoV-2 en el sistema de pseudotipado lentiviral.

El virus de la estomatitis vesicular recombinante (rVSV) que expresa el pico de
SARS-CoV-2 se propaga mas rapido que el pico de SARS-CoV que contiene rVSV.
A continuacidn, comparamos la infeccidon de propagacion del rVSV competente para la
replicacion que expresa el pico de SARS-CoV-2 o SARS-CoV. Este sistema se ha utilizado
previamente para estudiar la transmision de célula a célula del Ebolavirus (EBOV)
mediada por la glicoproteina (GP) (30). Las células vero se inocularon con una
multiplicidad relativamente baja de infeccion (MOI) (0,01) de rVSV expresando GFP y
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brote de SARS-CoV-2 en lugar de la proteina VSV G (rVSV-GFP-SARS-CoV-2) o el pico de
SARS-CoV (rVSV-GFP-SARS-CoV) (47). Las células se superpusieron con metilcelulosa al
1% para bloquear la difusién viral, y el nimero y el tamano de las placas GFP positivas
se tineron y determinaron mediante microscopia de fluorescencia. A pesar de un
numero similar de placas GFP positivas entre el SARS-CoV-2 y el SARS-CoV, que
confirmaron inoculaciones equivalentes, los tamafios de las placas del SARS-CoV-2
fueron notablemente mayores, segln lo inspeccionado a las 18 y 24 h después de la
infeccion(Fig. 2 A y B). Los analisis cuantitativos de los datos a las 72 h mostraron que el
tamanfio de las placas de SARS-CoV-2 (didmetro 0,93 + 0,03 mm) era aproximadamente
dos veces mayor que el del SARS-CoV (diametro 0,53 + 0,02 mm), mientras que los
numeros de placa entre SARS-CoV-2 y SARS-CoV eran comparables(Fig. 2 Cy D).
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Figura 2.

El rVSV que expresa el pico del SARS-CoV-2 se propaga mas rapido que el pico del SARS-
CoV que lleva el rVSV. Las células Vero-E6 fueron infectadas con rVSV-GFP-SARS-CoV-2
0 SARS-CoV (MOI =0,01); 1 h después de la infeccidn, las células se lavaron con PBS y se
cultivaron en presencia de metilcelulosa al 1%. Las fotos fueron tomadas alas 18 hy 24
h (A). Después de 72 h de infeccidn, las células se fijaron con 3,7% de paraformaldehido
(PFA) y se tifleron con cristal violeta(B). El nUmero y el tamafio de las placas se trazan en
Cy D,respectivamente. P < 0,001. ns, no significativo.

A continuacidn, intentamos visualizar la transmisién de célula a célula de rVSV-GFP-
SARS-CoV-2 mediante la transferencia de colorantes fluorescentes por imdgenes en
células cocultivadas, ya sea en presencia de metilcelulosa o anticuerpo monoclonal 2B04
contra el pico de SARS-CoV-2. En este experimento, las células Vero del donante se
infectaron con rVSV-GFP-SARS-CoV-2 en diferentes MOI y posteriormente se
cocultivaron con células Vero objetivo que expresan de manera estable mTomato (Vero-
mTomato-Red). Se detectd una transmision eficiente mediante microscopia de
fluorescencia, asi como por citometria de flujo a las 6 h, con un 23,9% de poblaciones
celulares doblemente positivas(Apéndice SI,Fig. S1 A y B). El tratamiento de células
cocultivadas con metilcelulosa, que se ha encontrado que previene la infeccidn libre de
células al reducir drasticamente la difusion de viriones entre las células (24), o 2B04 que
inhibe potentemente la infeccidn libre de células (46), redujo la transmisién de célula a
célula a 12.7% y 5.38%, respectivamente. Combinando los resultados de multiples
experimentos independientes, estimamos que ~50% de la infeccidn total provino de la
transmision de célula a célula, que todavia estaba parcialmente bloqueada por
2B04(Apéndice Sl,Fig. S1C). Experimentos similares realizados en paralelo para rVSV-
GFP-SARS-CoV mostraron una inhibicidn mas fuerte por metilcelulosa (~65%), lo que
sugiere una infeccién libre de células mas eficiente de rVSV-GFP-SARS-CoV en
comparacion con la del SARS-CoV-2. Es importante destacar que 2B04 no tuvo ningun
efecto sobre la infeccidn de célula a célula o libre de células de rVSV-GFP-SARS-CoV
como se esperaria ya que 2B04 no reacciona de forma cruzada con el SARS-
CoV(Apéndice Sl Fig. S1 D—F)(46, 48). En conjunto, estos resultados demostraron que, al
igual que los pseudotipos lentivirales, la proteina espiga del SARS-CoV-2 media de
manera mas eficiente la transmision de célula a célula de rVSV-GFP que el SARS-CoV.

La mayor actividad de fusion célula-célula del pico de SARS-CoV-2 contribuye a
la transmision eficiente de célula a célula del virus pseudotipado.

A continuacién, exploramos si la fusidn célula-célula por el pico de SARS-CoV-2 juega un
papel en la transmisién de célula a célula. Con este fin, cotransfectamos células 293T
con plasmidos que expresan el vector lentiviral inGluc, el pico SARS-CoV-2 o SARS-CoV'y
GFP. Las células productoras transfectadas fueron cocultivadas con células objetivo
293T/ACE2; la formacidn de sincitios y la transmisidn de célula a célula se midieron a lo
largo del tiempo. Después de ~2 h de coculturizacién, observamos sincitios pequefios
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pero aparentes para SARS-CoV-2, pero sin formacién de sincitios para SARS-CoV/(Fig. 3A).
A las 24 h siguientes a la coculturizacion, se observd mds formacién de sincitia, con
tamafios mas grandes, en células que expresaban un pico de SARS-CoV-2, mientras que
se observaron menos y mas pequefias sincitias para el SARS-CoV(Fig. 3A). La diferencia
entre el SARS-CoV-2 y la fusién célula-célula inducida por picos del SARS-CoV se evalud
aun mas mediante un ensayo de fusién mds cuantitativo, basado en Tet-off, que mostré
una actividad de fusidn aproximadamente cinco veces mayor del SARS-CoV-2 en
comparacion con la del SARS-CoV(Fig. 3B).
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Figura 3.

La fusidn célula-célula mediada por el sars-CoV y el pico del SARS-CoV-2 contribuye a la
transmisién de célula a célula. (A) Formacién de Syncytia mediada por el pico de SARS-
CoV-2 o SARS-CoV. Las células donantes de 293T fueron cotransfectadas con plasmidos
gue codifican el sars-CoV-2 o el pico del SARS-CoV, el vector lentiviral NL4-3 inGlucy la
eGFP. Después de 24 h después de la transfeccidn, las células donantes se cocultivaron
con células objetivo 293T / ACE2 en una proporcion de 1: 1, con fusion monitoreada a
lo largo del tiempo y fotos tomadas después de 2 h y 24 h, respectivamente. (B)
Cuantificacion de la fusion célula-célula. Las células 293T fueron transfectadas con
plasmidos que codifican tet-off o SARS-CoV o SARS-CoV-2 pico y cocultivadas con células
objetivo 293FT-mCAT-Gluc, que fueron transfectadas con un pldsmido que expresa
ACE2; La actividad glucética se midié a partir del sobrenadante de células cocultivadas a
las 24 h y 48 h, respectivamente. La fusion relativa se trazé estableciendo la actividad
de fusidn del SARS-CoV como 1.0. (C—E) El inhibidor defusidn EK1 inhibe la fusion célula-
célula del pico del SARS-CoV-2, de acuerdo con su efecto sobre la transmision de célula
a célula. Efecto de EK1 sobre la formacidn de sincitios inducida por el pico de SARS-CoV-
2 (C); las fotos fueron tomadas a las 24 h. Efectos de EK1 sobre la infecciéon por SARS-
CoV-2 0 SARS-CoV de 293T a 293T/ACE2 (D) o de293T a Caco-2 (E). Las células donantes
transfectadas de 293T se cocultivaron con células 293T/ACE2 o Caco-2 en presencia o
ausencia de 10 uM EK1, y la actividad de Gluc se midié a las 24 a 72 h después del
cocultivo. Los resultados de tres a seis experimentos independientes se promediaron y
trazaron como valores relativos estableciendo el control simulado como 100% (n=~3 a
6). PV, virus pseudotipado. P < 0,001. ns, no significativo.

A continuacion, tratamos células cocultivadas con un inhibidor del péptido de fusion
pan-coronavirus EK1 que se ha demostrado que inhibe la fusion de SARS-CoV-2, SARS-
CoV y otros CoV relacionados (49, 50), ysimultdneamente medimos su efecto sobre la
fusion célula-célula y la transmision de célula a célula. La formacién de sincitia del SARS-
CoV-2 fue fuertemente inhibida por EK1(Fig. 3C),de acuerdo con su efecto sobre
latransmisién de célula a célula(Fig. 3D). Inesperadamente, aunque EK1 inhibié la
capacidad del pico de SARS-CoV para inducir sincitia pequefia, no encontramos una
inhibicidn obvia de EK1 en la transmisién de célula a célula mediada por picos de SARS-
CoV(Fig. 3 C y D). Para investigar si estos resultados dependian del tipo celular,
realizamos experimentos similares utilizando Caco-2 epitelial del intestino humano
como células diana y encontramos que EK1 de hecho inhibié la transmisidn de célula a
célula tanto del SARS-CoV-2 como del SARS-CoV(Fig. 3E). En general, estos resultados
apoyan el concepto de que la actividad de fusién célula-célula del pico de SARS-CoV-2 y
SARS-CoV contribuye a la transmision de célula a célula, de una manera dependiente del
tipo de célula, y que la formacidn extensa de sincitia podria conducir a la muerte celular
y, por lo tanto, disminuir la eficiencia de transmisién en la etapa tardia de los procesos.

ACE2 mejora pero no es necesario para la transmision de célula a célula.
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ACE2 es el receptor primario tanto del SARS-CoV-2 como del SARS-CoV, mediando la
entrada viral en las células huésped. A continuacidn, evaluamos el papel de ACE2 en la
transmisién de célula a célula en comparacién con la infeccién libre de células.
Observamos un aumento de la infeccién de célula a célula y libre de células cuando se
transfecté mas plasmido que codifica ACE2 en las células 293T objetivo, como era de
esperar(Fig. 4 Ay B). Curiosamente, con una dosis relativamente baja de ACE2 (es decir,
0,2 ug), el SARS-CoV-2 alcanzd ~70% de su transmision maxima de célula a célula (a 0,5
ug de ACE2). Por el contrario, el SARS-CoV mostré ~30% de transmisién maxima de
célula acélulaal,5 ug ace2(Fig. 4 Ay B). En particular, cuando la dosis mas alta de ACE2
(1,5 pg) se transfectd en las células diana, observamos consistentemente una
disminucion de la transmision de célula a célula del SARS-CoV-2 en comparacidon con una
tendencia en continuo aumento para el SARS-CoV(Fig. 4 A y B). Este patrén de
transmisién de célula a célula fue diferente del de la infeccidn libre de células, donde
tanto el SARS-CoV-2 como el SARS-CoV exhibieron un aumento, con cinética similar, de
una manera estrictamente dependiente de la dosis de ACE2(Fig. 4 Ay B). Se confirmé la
expresion de ACE2 en células diana mediante citometria de flujo y Western blotting
(Apéndice Sl,Fig. S2 Ay B). Consistente con el aumento de la expresidon de ACE2 en las
células diana, observamos un aumento en el tamaiio de la formacidn de sincitios para el
SARS-CoV-2, pero la fusién célula-célula por el SARS-CoV no fue evidente(Apéndice
Sl,Fig. S2C). La formacion de sincitia gigante a 1,5 pug de ACE2 resultdé en la muerte
celular, lo que podria haber contribuido a la disminucién de la transmision de célula a
célula para el SARS-CoV-2(Apéndice Sl,Fig. S2C). En general, estos resultados indican que
ACE2 mejora la transmision de célula a célula tanto del SARS-CoV-2 como del SARS-CoV
en el sistema de pseudotipado lentiviral, sin embargo, el primero requiere menos ACE2
para que ocurra el proceso.
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Figura 4.

ACE2 mejora la transmision de célula a célula, pero no es absolutamente necesario. (Ay
B)La infeccidon de célula a célula y libre de células se realizé como se describe para las
Figs. 1 y 3,excepto que las células diana fueron transfectadas 293T con diferentes
cantidades de un plasmido que codifica ACE2. Las tasas relativas de transmisién de
célula a célula e infeccion libre de células se calcularon estableciendo los valores de 0,5
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pgde ACE2 a1,0(Ay B, n=3). (C—F)Los experimentos se llevaron a cabo como se describe
para las Figs. 1y 3, excepto que las células diana eran H520 y PBMC humanos(n = 3 para
cada uno). (G)Los glébulos Vero-ACE2-TMPRSS2-mTomato (Rojo) se infectaron con MOI
= 0,01 de SARS-CoV-2 WT auténtico (USA-WA1/2020) durante 18 h, seguido de la
coculcion de las células NCI-H520 del donante durante otras 4 h o 20 h. Las células se
fijaron y tefiieron con una proteina anti-SARS-CoV-2 N para el analisis citométrico de
flujo. El mismo numero de células NCI-H520 se infectaron con el WT SARS-CoV-2
extraido de las células Vero-ACE2-TMPRSS2-mTomato del donante infectado por SARS-
CoV-2 durante 4 h 0 20 h para la infeccién libre de células y analizado por citometria de
flujo. (H)Se trazaron los resultados de los andlisis del cuadrante Q3. P < 0,001. PV, virus
pseudotipado.

Ademas, exploramos si la transmision de célula a célula del SARS-CoV-2 puede ocurrir
en ausencia de expresion de ACE2 en las células diana. Primero utilizamos NCI-H520,
una linea celular epitelial pulmonar humana que expresa un nivel extremadamente bajo
de ACE2(Apéndice SI,Fig. S2D). La transmision de célula a célula se detectd en el dia 2,
gue continué aumentando hasta el dia 4. Por el contrario, no se detectd infeccion libre
de células en las células NCI-H520 durante todo el periodo 3-d(Fig. 4C). También se
observé transmision de célula a célula para el SARS-CoV en células H520, a un nivel mas
alto que el del SARS-CoV-2; pero de nuevo, al igual que el SARS-CoV-2, la infeccién
no/baja libre de células fue detectable (Fig. 4D). A continuacion, probamos células
mononucleares de sangre periférica humana (PBMC), que no expresan ACE2(Apéndice
Sl,Fig. S2D), y observé una aparente transmision de célula a célula tanto para el SARS-
CoV como para el SARS-CoV-2, sin embargo, no se detectd una infeccion libre de células
baja, siendo esta ultima consistente con los resultados publicados recientemente (51)
(Fig. 4 Ey F ). Como control, realizamos transmision de célula a célula e infeccién libre
de células en Calu-3, una linea celular epitelial pulmonar humana que expresa un mayor
nivel de ACE2(Apéndice SI,Fig. S2D). Se observo un rapido aumento en la transmisién de
célula a célula para el SARS-CoV-2 desde el dia 2 hasta el dia 4, a pesar de un nivel general
de infeccion por sars-CoV que fue mas alto que el observado para el SARS-CoV-
2(Apéndice SI,Fig. S2 E y F). Juntos, estos resultados demostraron que la transmision de
célula a célula de pseudotipos lentivirales portadores de SARS-CoV-2 o sars-CoV puede
ocurrir en ausencia de ACE2.

A continuacion, examinamos la infeccion de célula a célula de células H520 con bajo
ACE2 utilizando SARS-CoV-2 auténtico en condiciones de nivel de bioseguridad 3 (BSL3).
Infectamos células Vero-ACE2-TMPRSS2-mTomato con SARS-CoV-2 (USA-WA1/2020),
que sirvieron como células donantes, y las cocultivamos con células diana H520 durante
diferentes periodos de tiempo. La eficiencia de la infeccidn de célula a célula se
determind mediante la deteccidon de la proteina N del SARS-CoV-2 en células H520
mediante citometria de flujo. Paralelamente, también se analizé la infeccion libre de
células H520. A las 4 y 20 h siguientes a la coculturizacidn, observamos que entre el 9,32
y el 14,7% de las células H520 resultaron positivas para la proteina N del SARS-CoV-2,
mientras que menos del 1% de las células H520 fueron positivas en la infeccidn libre de
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células(Fig. 4 G y H y Apéndice S/, Fig. S2G). Estos resultados indicaron que el auténtico
SARS-CoV-2 puede infectar células H520 expresando un nivel muy bajo de ACE2.

La transmisidon de célula a célula del SARS-CoV-2 implica la entrada endosomal.
El SARS-CoV-2 utiliza diferentes vias de entrada, ya sea en la membrana plasmatica y/o
en el compartimento endosomal (20, 520 JU-56). Si bien nuestros resultados indicaron
que la entrada a través de la membrana plasmatica es importante para la transmisién
de célula a célula, investigamos si la fusidon en el compartimento endosomal también
puede estar involucrada. Aplicamos en paralelo un panel de inhibidores endosomales a
los ensayos de infeccion de célula a célula y libre de células. Encontramos que el
inhibidor de la catepsina L lll, el inhibidor de la catepsina B CA-074, E-64d (inhibidor
general de la catepsina), BafAl (inhibidor de la bomba ATPasa) y la leupeptina (inhibidor
general de la proteasa), todos inhibieron significativamente la transmision de célulaa
célula(Fig. 5A). Curiosamente, el efecto de estos farmacos sobre el SARS-CoV-2 fue
generalmente menos potente en comparacién con el SARS-CoV, con la excepcion del
inhibidor de la catepsina L llI(Fig. 5A). Ademas, estos farmacos generalmente mostraron
un efecto mas fuerte sobre la infeccién libre de células, de nuevo especialmente para el
SARS-CoV(Fig. 5B). Cabe destacar que CA-074 tuvo efectos modestos en ambos
virus(Fig. 5B),lo que fue consistente con la nocién de que la catepsina B no juega un
papel significativo en la escision de la proteina espiga del SARS-CoV y el SARS-CoV-2, que
se requiere para la fusién (57, 58). También aplicamos estos inhibidores a los ensayos
de fusidn célula-célula, pero no encontramos ningun efecto sobre el SARS-CoV-2 o el
SARS-CoV, como era de esperar(Apéndice Sl,Fig. S3). Para evaluar los posibles efectos
dependientes del tipo celular, realizamos experimentos con células diana de Caco-2 y
encontramos que el inhibidor de la catepsina L lll y BafA1l inhibieron de manera robusta
la transmision de célula a célula y la infeccién libre de células de ambos virus, en
particular el SARS-CoV(Fig. 5 Cy D). En general, estos resultados apoyan la idea de que
la entrada endosomal estd involucrada en la transmisién de célula a célula del SARS-
CoV-2y, en mayor medida, del SARS-CoV de los pseudotipos lentivirales.
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Figura 5.

La via de entrada endosomal esta involucrada en la transmisién de célula a célula. Efecto
de los inhibidores de la entrada endosomal sobre la infeccién de célula a célula y libre
de células por SARS-CoV-2 y SARS-CoV. Los experimentos se llevaron a cabo como se
describe en la Fig. 1 C y D,excepto que los inhibidores indicados estuvieron presentes
durante el periodo de infeccidn. Las concentraciones de inhibidores utilizados fueron las
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siguientes: 1 uM o 5 uM Cat L inhibidor lll, 1 uM o 5 uM CA-074, 10 uM o 30 uM E-64D,
25 nM o 50 nM BafA1l, y 20 uM o 50 uM leupeptina. (Ay B) Efecto encélulas 293T. (Cy D)
Efecto encélulas Caco-2. En todos los experimentos, |la actividad de Gluc se midié a las 48
y 72 h después de la infeccidn, y las tasas de infeccidn relativa se trazaron estableciendo
los valores de infeccién simulada sin medicamentos en 100. Los resultados fueron de
aproximadamente cuatro a seis experimentos independientes. (E y F) Efecto de
lostratamientos con inhibidores sobre la infeccidn célula a célula y libre de células del
auténtico SARS-CoV-2 (USA-WA1/2020). Tenga en cuenta que las células Vero-ACE2-
TMPRSS2-mTomato (roja) sirvieron como células donantes, y las células Vero-ACE2-
TMPRSS2 sirvieron como células diana(n = 3). PV, virus pseudotipado. *P < 0,05, **P <
0,01, ***P < 0,001. ns, no significativo.

Ademas, probamos los efectos de estos inhibidores utilizando sars-CoV-2 auténtico.
Infectamos los glébulos Vero-ACE2-TMPRSS2-mTomato (Rojo) con SARS-CoV-2 (USA-
WA1/2020), que posteriormente fueron cocultivados con células diana Vero-ACE2-
TMPRSS2 o Calu-3 en presencia de estos inhibidores durante 4 h. Se utilizé el analisis
citométrico de flujo para detectar células infectadas por el virus con un anticuerpo anti-
N del SARS-CoV-2. De manera similar a los resultados de los pseudotipos lentivirales, se
observaron efectos mucho mas débiles para estos inhibidores sobre la propagacion de
célula a célula en comparacién con la infeccidn libre de células(Fig. 5 E y F y APENDICE
Sl,Fig. 54). En conjunto, estos resultados sugirieron que la via de entrada endosomal esta
involucrada en la transmision de célula a célula del auténtico SARS-CoV-2, pero parece
desempeiiar un papel menos dominante en comparacidon con la infeccion libre de
células.

La transmision de célula a célula del SARS-CoV-2 es refractaria al anticuerpo
neutralizante y al plasma convaleciente.

Una caracteristica importante de la transmisidn de célula a célula del virus es la evasion
de la inmunidad del huésped, particularmente la respuesta neutralizante mediada por
anticuerpos. Por lo tanto, examinamos la sensibilidad de la transmisidn de célula a célula
mediada por picos de SARS-CoV-2 a la neutralizaciédn por un anticuerpo monoclonal
contra el dominio de unién al receptor de la espiga, 2B04 (48), asi como el plasma
convaleciente derivado de pacientes con COVID-19 (46, 59). Mientras que 2B04 inhibio
efectivamente la infeccion libre de células de SARS-CoV-2 en células 293T/ACE2 en mas
del 90%, su efecto sobre la transmision de célula a célula entre 293T y 293T/ACE2 fue
~50%(Fig. 6 A 'y B). Como era de esperar, 2B04 no tuvo ningun efecto sobre el SARS-
CoV, independientemente de la transmisidn de célula a célula o la infeccidn libre de
células(Fig. 6 A y B). También realizamos la fusion célula-célula en presencia de
diferentes concentraciones de 2B04, y encontramos que la actividad de fusién del pico
de SARS-CoV-2 se inhibié de manera dependiente de la dosis(Fig. 6C). Luego analizamos
cinco muestras de suero de pacientes con COVID-19 y observamos que, aunque
inhibieron potentemente la infeccién libre de células del SARS-CoV-2(P < 0,001),
mostraron un efecto variable pero no significativo sobre la transmision de célula a célula
del SARS-CoV-2; el efecto de estos sueros sobre la infeccion por SARS-CoV, ya sea de
célula a célula o libre de células, fue minimo o modesto(Fig. 6 Dy E). En conjunto, estos


https://www.pnas.org/content/119/1/e2111400119#F5
https://www.pnas.org/content/119/1/e2111400119#F5
https://www.pnas.org/content/119/1/e2111400119#F5
https://www.pnas.org/content/119/1/e2111400119#F5
https://www.pnas.org/lookup/suppl/doi:10.1073/pnas.2111400119/-/DCSupplemental
https://www.pnas.org/lookup/suppl/doi:10.1073/pnas.2111400119/-/DCSupplemental
https://www.pnas.org/content/119/1/e2111400119#ref-48
https://www.pnas.org/content/119/1/e2111400119#ref-46
https://www.pnas.org/content/119/1/e2111400119#ref-59
https://www.pnas.org/content/119/1/e2111400119#F6
https://www.pnas.org/content/119/1/e2111400119#F6
https://www.pnas.org/content/119/1/e2111400119#F6
https://www.pnas.org/content/119/1/e2111400119#F6
https://www.pnas.org/content/119/1/e2111400119#F6
https://www.pnas.org/content/119/1/e2111400119#F6
https://www.pnas.org/content/119/1/e2111400119#F6
https://www.pnas.org/content/119/1/e2111400119#F6
https://www.pnas.org/content/119/1/e2111400119#F6
https://www.pnas.org/content/119/1/e2111400119#F6
https://www.pnas.org/content/119/1/e2111400119#F6
https://www.pnas.org/content/119/1/e2111400119#F6
https://www.pnas.org/content/119/1/e2111400119#F6
https://www.pnas.org/content/119/1/e2111400119#F6

resultados indican que la transmisién de célula a célula del virus lentiviral pseudotipado
por SARS-CoV-2 es en su mayoria refractaria a la neutralizacion mediante la
neutralizacion de anticuerpos contra el pico en relacidn con la infeccidn libre de células.
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Figura 6.
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La transmision de célula a célula del SARS-CoV-2 es refractaria a la inhibicion mediante
la neutralizacion de anticuerpos y plasma convaleciente de COVID-19. (A—C) Efectos del
anticuerpo monoclonal 2B04 del SARS-CoV-2 en la transmisidon de célula a célula, la
infeccidn libre de células y la fusién célula-célula mediada por el pico del SARS-CoV-2 o
el SARS-CoV-2. Los experimentos se llevaron a cabo como se describe en la Fig. 1 Cy
D,excepto que se incluyeron 0,2 ug/mL o 2 ug/mL 2B04 durante el periodo de infeccion.
Las infecciones relativas se trazaron estableciendo los valores de infeccion simulada sin
2B04 a 100% para analisis estadisticos(A y B). Las fotos de la formacion de sincitia se
tomaron a las 18 h después de la cocultura y se presentaron (C). (D y E) Efecto de
lossueros de COVID-19 en la infeccion de célula a célula y libre de células del SARS-CoV-
2 y el SARS-CoV. Los experimentos se realizaron como se describié anteriormente,
excepto que se incluyeron cinco sueros diluidos de COVID-19 durante el periodo de
infeccidn. El efecto sobre la infeccidon de célulaa célula(D)y libre de células(E)del SARS-
CoV o del SARS-CoV-2 se resumid y trazé estableciendo los valores de control simulado
de la infeccién en 100% (n = ~3 a 4). PV, virus pseudotipado. **P < 0,01, ***P < 0,001.
ns, no significativo.

Transmision de célula a célula de auténticas variantes preocupantes del SARS-
CoV-2 y su sensibilidad a los sueros vacunados contra la COVID-19.

Se ha informado que la mutacién D614G en el pico del SARS-CoV-2, asi como las
variantes emergentes de preocupacién (COV) que contienen D614G y otras mutaciones
clave del pico, mejoran la infectividad viral, la transmisibilidad y la resistencia a las
vacunas COVID-19 (60U U JU—-65). Como tal, examinamos la capacidad de transmision de
célula a célula del auténtico tipo salvaje (WT) del SARS-CoV-2 (USA-WA1/2020), la
variante D614G (B.1.5) y dos COV B.1.1.7 (501Y. V1) y B.1.351 (sudafrica, 501Y. V2), en
presencia o ausencia de sueros agrupados de vacunas de ARNm (tres de Moderna y tres
de Pfizer). Las células Vero-ACE2 del donante se infectaron por primera vez con WT
SARS-CoV-2 (MOI = 0.2), D614G (MOI = 0.02), B.1.1.7 (MOI = 0.02) y B.1.351 (MOI =
0.02), respectivamente. Tenga en cuenta que se utilizé un MOI 10 veces mds alto para
WT con el fin de lograr tasas comparables de infeccidn en células donantes entre WT y
COV, dado que se sabe que las variantes que contienen D614G aumentan
significativamente la infectividad viral (60, 66). Aproximadamente 20 h después de la
infeccion, se extrajo el medio de cultivo de las células donantes, cuyo volumen total se
utilizd para infectar los glébulos Vero-mTomato-Red objetivo durante 6 h para
determinar la infectividad viral. Paralelamente, las células Vero-ACE2 del donante
infectado fueron digeridas y cocultivadas con el mismo numero de vero-tomate-
glébulos rojos que se utilizd en el ensayo de infectividad libre de células, también
durante 6 h, como medida de la transmision de célula a célula. Para determinar la
sensibilidad de la transmisidon de célula a célula frente a la infeccidn libre de células a la
neutralizacidn por sueros vacunales, agrupamos las muestras de suero de 6 vacunas de
ARNm, es decir, tres de Moderna y tres de Pfizer, y las agregamos al medio cultivado. La
eficiencia de la transmisién de célula a célula y la infectividad libre de células se
determiné midiendo el porcentaje de globulos vero-mtomato-rojos positivos para la
nucleocapside (N) del SARS-CoV-2 mediante citometria de flujo. Teniendo en cuenta el
impacto potencial de las células donantes infectadas en la transmision de célula a célula,
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normalizamos la tasa de transmisién de célula a célula con la tasa total de propagacion
del virus tanto en los glébulos vero-mTomato-rojos positivos para SARS-CoV-2 como en
las células Vero-ACE2 durante todo el periodo de infeccién, es decir, desde la infeccién
inicial de las células donantes hasta el final del cocultivo (~26 h).

Los resultados citométricos de flujo representativos y los andlisis resumidos se
presentan en la Fig. 7 y el Apéndice SI,Fig. S5. Curiosamente, incluso con un MOI 10 veces
mayor utilizado para la infeccidon por WT de células Vero-ACE2 del donante en relacién
con otras variantes, observamos tasas comparables de transmisién de célula a célula
entre WT, D614G, B.1.1.7 y B.1.351(Fig. 7 A, Apéndice superior y B 'y Sl,Fig. S5 A y B).
Notese que la tasa relativa de transmision de célula a célula mostrada en la Fig. 7B se
obtuvo dividiendo el porcentaje de vero-mTomato-rojos positivos para SARS-CoV-2 (Q2
en la Fig. 7 A, Superior)por el porcentaje de células totales positivas para SARS-CoV-2
(Q2 mas Q3 en la Fig. 7 A, Superior ). Observamos que la tasa de infeccidon por
propagacion de B.1.351 en vero-ACE2 y vero-mTomato-red (Q2 mds Q3 en la Fig. 7 A,
Superior)fue la mas alta, seguida de B.1.1.7 > D614G > WT (Fig.7C). Consistente con la
replicacion mas eficiente de B.1.351 en células Vero-ACE2 donantes durante todo el
periodo de infeccidn de 26 h (Q3 en la Fig. 7 A, Superior),encontramos una infectividad
libre de células significativamente mayor para B.1.351 producida durante la infeccién
inicial de 20 h en relacién con WT, D614G y B.1.1.7 (Fig.7D , véase "sin sueros"). En
general, estos resultados revelaron una replicacion fuertemente mejorada de B.1.351
en relacion con B.1.1.7, D614G y WT, pero una eficiencia comparable de transmisién de
célula a célula entre WT, D614G y COV.
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Figura 7.

Transmisién de célula a célula de coV del SARS-CoV-2 y sensibilidad a la neutralizacién
por sueros vacunados. (A—E) La capacidadde transmision de célula a célula del auténtico
SARS-CoV-2 WT, D614G, B.1.1.7 y B.1.351 en presencia o ausencia de sueros vacunados.
Las células Vero-ACE2 del donante se infectaron con WT SARS-CoV-2 (MOI =0,2), D614G
(MOI =0,02), B.1.1.7 (MOI = 0,02) y B.1,351 (MOI = 0,02) durante 20 h, seguido de la
coculcidn con células Vero-mTomato (rojas) diana en presencia o ausencia de sueros
vacunados de ARNm agrupados (tres de Moderna y tres de Pfizer) durante 6 h. Las
células se fijaron y tefiieron con la proteina anti-SARS-CoV-2 N y se analizaron mediante
citometria de flujo. Los analisis citométricos de flujo representativos de las células
infectadas se muestran en A, con elobjetivo recién infectado Vero-mTomato (Red) cells
(Q2) como indicativo de transmision de célula a célula. La eficiencia relativa de
transmisién de célula a célula se calculé dividiendo la tasa de células positivas de Vero-
mTomato-Red (Q2) por la tasa de donantes infectados totales y células diana (Q2 + Q3)
(B, n = 3). La diseminacion viral total normalizada por MOI tanto en células donantes
como diana (Q2+Q3) se muestra en C (n = 3). El sobrenadante de la infeccidn inicial de
20-h de las células donantes se utilizé para infectar a los glébulos vero-mTomato-rojos
objetivo durante 6 h como la medicidn de la infectividad viral libre de células, ya sea en
presencia o ausencia de los sueros vacunados agrupados, y las células infectadas se
analizaron por citometria de flujo (D) (n = 3 ). Los sueros vacunados agrupados también
se agregaron a los cocultivos Vero-ACE2 y Vero-mTomato-Red como se describe en A
para determinar su efecto sobre la transmision de célula a célula (E). (F y G) Los valores
calculados deNT,, de sueros de vacuna contra la transmisién de célula a célula y la
infeccion libre de células de pseudotipos lentivirales que llevan un pico individual de
COV. Los procedimientos experimentales fueron los mismos descritos en la Fig. 6 Dy
E,excepto que todas las comparaciones se realizaron en relacién con la variante D614G
(n=6). *P<0,05, **P<0,01, ***P < 0,001. ns, no significativo.

También evaluamos la sensibilidad de la transmisidn de célula a célulay la infeccién libre
de células a la neutralizacidon por parte de los sueros vacunados de Moderna y Pfizer.
Con una dosis relativamente baja de sueros agrupados, observamos que la transmisién
de célula a célula de WT, D614G, B.1.1.7 y B.1.351 fue practicamente resistente a los
anticuerpos neutralizantes inducidos por estas vacunas de ARNm para todos los virus,
mientras que la infeccidn libre de células de WT, D614G y B.1.1.7 fue fuertemente
inhibida, siendo B.1.351 resistente(Fig. 7 A, Lower and Dy E y S| Appendix, Fig.S5 Cy D).
Mediante el uso de virus pseudotipados por VIH-inGluc con muestras de suero diluidas
en serie de las vacunas de Moderna y Pfizer, pudimos obtener y comparar losvalores de
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titulo neutralizante delso wrsode cada virus en latransmision de célula a célula frente a la
infeccidn libre de células. Encontramos que, en general, los sueros vacunales de ARNm
neutralizaron la transmisidon de célula a célula ~3 veces menos eficientemente que la
infeccion libre de células, con la notable excepciéon de B.1.351, que mostré grados
similares de inhibicion para las infecciones de célula a célula y libres de células(Fig. 7 Fy
G). Curiosamente, encontramos que la transmision de célula a célula de B.1.1.7 fue mas
resistente a la neutralizacidn por sueros vacunados, con ~NT 50 4,9 veces mas bajo que
D614G (P < 0,01) y ~8,7 veces menor que B.1,351 (P < 0,05) (Fig. 7 Fy G ). Por el
contrario, la infeccidn libre de células de B.1.351 fue mas resistente a la neutralizacién
que D614G y B.1.1.7, con 3.6 veces(P < 0.01) y ~2.4 veces (P< 0.01) NT 50
inferior,respectivamente(Fig. 7 F y G),lo que fue consistente con estudios recientes (67,
68 ). En conjunto, estos resultados confirmaron que la transmisién de célula a célula de
los COV del SARS-CoV-2 auténticos y pseudotipados es mas refractaria a la inhibicién
mediante la neutralizacion de anticuerpos inducidos por las vacunas de ARNm en
comparacion con la infeccion libre de células y, lo que es mds importante, mostrd que
la transmision de célula a célula de B.1.1.7 y la infeccion libre de células de B.1.351 son
mas resistentes a la neutralizacién de anticuerpos. La sensibilidad diferencial de B.1.1.7
y B.1.351 a la neutralizacién por sueros vacunados en la transmisién de célula a célula
frente a la infeccion libre de células probablemente tenga implicaciones importantes
para comprender la propagacién de estas variantes y su patogénesis en los pacientes
(ver Discusion).

Discusion

La evidencia acumulada indica que los virus, incluidos el VIH altamente patégeno, el VHC
y el EBOV, etc., pueden propagarse eficientemente a través de la transmision de célula
a célula (23, 29U-31, 69U-71). Es importante destacar que la transmisién de célula a
célula es mas eficiente que la infeccidn libre de células (31), y se han demostrado roles
para este modo de transmisién in vivo para el VIH y otros virus(29, 31, 45, 70). En
particular, se sabe que muchos virus de plantas utilizan la transmisidn de célula a célula
para propagarse desde las células epidérmicas y moverse secuencialmente hacia el
mesdfilo, la vaina del haz y el parénquima del floema y las células acompafiantes (72,
73). Para los coronavirus, actualmente se sabe muy poco sobre su modo de propagacién
entre las células o su eficiencia en comparacion con la infeccion libre de células. Esta
pregunta es critica, dada la robusta replicacidon del SARS-CoV-2 en el pulmén humanoy
otros tejidos, asi como la rdpida propagacién del SARS-CoV-2, incluyendo algunas
variantes de preocupacién, en la poblacién humana, lo que lleva a la pandemia mundial
(38, 67, 68, 74, 75 ). En este trabajo, abordamos esta cuestion utilizando pseudotipos
lentivirales, rVSV competentes para la replicacién que expresan el pico de SARS-CoV-2 o
SARS-CoV, asi como auténtico SARS-CoV-2. Descubrimos que el pico de SARS-CoV-2 es
mas eficiente en la mediacion de la transmision de célula a célula que el pico de SARS-
CoV, sin embargo, el pico de SARS-CoV es mas capaz de mediar la infeccidon libre de
células. Hasta donde sabemos, esta es una comparacién directa de la transmisién de
célula a célula frente a la infeccidn libre de células entre el SARS-CoV-2 y el SARS-CoV en
células cultivadas, y los resultados proporcionan informacion importante sobre dos
modos distintos de infeccidn y los factores huésped-viral que regulan estos procesos.
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Proporcionamos evidencia de que la eficiencia de infeccion de célula a célula
relativamente robusta del SARS-CoV-2 esta en parte relacionada con la mayor capacidad
de fusidon célula-célula de su proteina espiga en comparacién con la del SARS-CoV(Fig.
3). Otra evidencia que apoya el papel de la fusidén célula-célula en la transmisién del
SARS-CoV-2 provino de la aplicacién de un inhibidor de la fusion de membrana EK1, que
atenud significativamente la transmisidn de célula a célula. De hecho, la fusién célula-
célula ha sido reconocida como un mecanismo importante de infeccién de célula a célula
para una serie de virus envueltos, incluidos los herpesvirus, paramixovirus y retrovirus
(23). Sin embargo, debe enfatizarse que la fusién extensa célula-célula por el pico de
SARS-CoV-2 puede conducir a la formacidn de sincitia gigante y la muerte celular, lo que
a su vez reduce la transmision de célula a célula. Si bien pudimos confirmar la infeccién
de célula a célula del SARS-CoV-2 utilizando la cepa WA-1 auténtica, la formacion de
sincitia no fue evidente en la mayoria de los casos, excepto cuando las células Vero-
ACE2-TMPRRS2-mTomato y Vero-ACE2-TMPRRS2 se utilizaron como células donantes y
diana, respectivamente, debido a las expresiones de alto nivel de ACE2 y TMPRSS2. Sin
embargo, la sincitia per se no tendrd en cuenta la transferencia de la proteina N del
SARS-CoV-2 de las células donantes a las células diana, ya que las células fueron
completamente digeridas por tripsinay las células fusionadas deberian haberse excluido
sobre la base del analisis de una sola célula utilizando el area de dispersién directa (FSC-
A) / ancho de dispersién hacia adelante (FSC-W). En este sentido, vale la pena sefialar
que la infecciéon auténtica por SARS-CoV-2 puede inducir sincitia gigante en células
H1299-ACE2 epiteliales pulmonares humanas (76), aunque el tamano de la sincitia
inducida por sars-CoV-2 puede ser dependiente del tipo celular (77). En general, un
control fino de la fusidon célula-célula inducida por picos es importante para la
transmision eficiente de célula a célulay, por lo tanto, la propagacién de la infeccién por
SARS-CoV-2.

Otro hallazgo interesante en este trabajo es que aunque ACE2 mejora la transmision de
célula a célula del SARS-CoV-2 y el SARS-CoV, no es absolutamente necesario. Esta
observacion esta respaldada ademas por los datos de las células H520 y los PBMC
humanos, que expresan un nivel minimo de ACE2 si lo hay, pero exhibieron una
transmisién obvia de célula a célula del virus pseudotipado lentiviral(Fig. 4). Ademas,
obtuvimos resultados similares mediante el uso de SARS-CoV-2 auténtico en células
H520 donde se observd una transmision clara de célula a célula(Fig. 4). En todos los
casos, no se detectd infeccion libre de células del SARS-CoV-2 en células H520 y PBMC,
lo que respalda aun mas estas conclusiones. El mecanismo molecular subyacente a la
transmisién de célula a célula del SARS-CoV-2, incluidas las posibles funciones de los
cofactores celulares y las sinapsis viroldgicas, se investigara en estudios futuros.

Un resultado sorprendente que surgié de nuestros estudios fue que, a pesar del papel
critico del contacto célula-célula y la fusion mediada por la membrana plasmatica, las
vias de entrada endosomales también estaban involucradas en la transmision de célula
a célula del SARS-CoV-2 y el SARS-CoV(Fig. 5). Esto se evidencia por el efecto inhibitorio
de los medicamentos que se dirigen especificamente a la via de entrada endosomal de
estos virus, incluido el inhibidor de CatL Ill, que bloquea la escisién de la glicoproteina
viral, asi como BafAl, que neutraliza el pH endosomal. Estos resultados en conjunto
recuerdan a estudios previos de VIH y EBOV, donde la endocitosis y / o la escision de la
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proteasa procesada son necesarias para la transmision de célula a célula de estos virus
envueltos (26, 30, 71, 78, 79). Curiosamente, encontramos que estos inhibidores
parecen ser menos potentes para disminuir la transmisién de célula a célula en
comparacién con la infeccién libre de células, incluso para el AUTENTICO SARS-CoV-
2(Fig. 5y Apéndice S/, Fig. S4),yademas, sus efectos sobre el SARS-CoV-2 son mas débiles
que sus efectos sobre el SARS-CoV. También notamos que la infeccidn libre de células
del SARS-CoV-2 en células Vero-ACE2-TMPRRS2 todavia era sensible al tratamiento con
inhibidores endosomales, similar a un informe reciente (80); razonamos que esto podria
estar asociado con los niveles de expresiéon de TMPPRS2 en la membrana plasmatica de
las células diana utilizadas para la infeccién, asi como con las existencias virales que
contienen mutantes defectuosos con furina generados a partir de células Vero. Estas
observaciones sugieren colectivamente un papel menos dominante para la via de
entrada endosomal en la transmisién de célula a célula del SARS-CoV-2. Las imagenes
microscopicas en vivo de alta resolucion serian Utiles para diseccionar el papel exacto
de las vias de entrada endosémicas frente a las de la membrana plasmatica en la
transmisiéon de célula a célula del SARS-CoV-2.

En este trabajo, también probamos el efecto del remdesivir (RDV), un medicamento
aprobado por la FDA, en la infeccidn de célula a célula del SARS-CoV-2. Anteriormente,
se ha demostrado que el RDV inhibe eficientemente la replicacién del SARS-CoV-2 en
Vero (concentracién inhibitoria medio maxima [ICs] = 11,41 uM) y células Calu-3 (ICs =
1,1 uM) (81). Curiosamente, encontramos solo un efecto modesto del RDV en la
propagacion de célula a célula del auténtico SARS-CoV-2, es decir, ~50% de inhibicion
de Vero-ACE2-TMPRSS2 a células Calu-3, incluso a una concentracion de 100
UM (Apéndice S, Fig. S4 D y E). Estos resultados pueden no ser tan sorprendentes, dado
el tiempo de cococulturizacién relativamente mas corto, asi como el hecho de que RDV
actua para bloquear solo la ARN polimerasa viral dependiente de ARN (RdRp) del virus
recién transmitido en las células diana, en lugar del virus existente que se transfirié de
donante a células diana. Por lo tanto, el efecto limitado del RDV para la propagacién de
célula a célula del SARS-CoV-2 apoya la afirmacion de que el SARS-CoV-2 auténtico se
propaga de manera eficiente a través del contacto célula-célula.

La transmision de célula a célula se considera un medio eficaz por el cual los virus evaden
la inmunidad del huésped, especialmente las respuestas mediadas por anticuerpos.
Comparamos la sensibilidad de la transmisidn de célula a célula frente a la infeccidn libre
de células del SARS-CoV-2 con los tratamientos mediante la neutralizacion de
anticuerpos monoclonales y el plasma convaleciente de COVID-19, ambos aprobados
por la FDA para uso de emergencia. Encontramos que mientras que la infeccién libre de
células del SARS-CoV-2 fue casi completamente bloqueada por estos tratamientos, la
transmisién de célula a célula del SARS-CoV-2 fue, en gran medida, refractaria (Figs. 6y
7). Aungue no es estadisticamente significativo, algunos de los sueros de COVID-19 (dos
de cada cinco) incluso mejoraron la transmision de célula a célula del SARS-CoV-2(Fig.
6D),aunque losmecanismos subyacentes actualmente no se conocen. Curiosamente, a
pesar de los aumentos significativos en la infectividad libre de células, la variante de
Sudafrica B.1.351, la variante del Reino Unido B.1.1.7, asi como la variante D614G,
exhibieron eficiencias similares de transmisién de célula a célula en comparacién con el
WT(Fig. 7). Ademas, aunque B.1.351 es mads resistente a los sueros vacunados en la
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infeccion libre de células, de acuerdo con algunos informes recientes (67, 68), B.1.1.7
parece mas resistente a los sueros vacunados para la ruta de transmisién de célula a
célula (Fig. 7). Esto puede explicar por qué B.1.1.7 tiene una mayor duracién de la
infeccion aguda que otras variantes (82). El mecanismo subyacente a estas
observaciones no estd claro actualmente, pero puede tener implicaciones para
comprender la rdpida propagaciéon de los COV en la poblacién humana, asi como su
mayor patogénesis. La ruta libre de células esta directamente relacionada con la
capacidad de los virus para infectar las células diana y provocar la propagacion entre los
seres humanos a través del contacto de persona a persona. Por el contrario, la
transmision de célula a célula tiene un papel dominante en la patogénesis viral y la
progresién de la enfermedad (24). Por lo tanto, nuestros resultados sobre la resistencia
de B.1.1.7 y B.1.351 a la inhibicién mediada por sueros de los vacunados de la
transmision de célula a célula y la infeccidén libre de células pueden proporcionar
fundamentos moleculares y virolégicos para la replicacion viral prolongada y la rdpida
propagacion de estas dos variantes en la poblacién mundial (67, 68, 83, 84).

Materiales y métodos

El cultivo celular, el virus, los constructos, los anticuerpos y los reactivos, la fusién célula-
célula, el ensayo de placa, la citometria de flujo, el Western blotting, el ensayo de
neutralizacion y el anadlisis estadistico se describen en el Apéndice delSI, Materiales y
Métodos delSl.

Transmision de célula a célula.

En el sistema vectorial lentiviral, la expresién del gen reportero anti-sentido Gluc es
interrumpida por un intrén orientado en la direccién sensorial del genoma del VIH-1, de
modo que la produccion de Gluc solo ocurrira en células diana infectadas y no en células
productoras de virus (46). Al coculpir el productor del virus y las células diana, la
transmision de célula a célula se determiné midiendo la actividad de Gluc de los medios
cocultivados entre las células donantes (como 293T) que producen pseudotipos
lentivirales y células diana (como 293T / ACE2). Especificamente, 293 célulasT fueron
sembradas en placas de 6 pocillos y transfectadas con 1.4 pug NL4.3-inGluc y 0.7 pg de
plasmidos que codifican sars-CoV o sars-CoV-2 pico. Al dia siguiente, las células donantes
transfectadas de 293T se digirieron con solucion salina tamponada con fosfato
(PBS)/acido etilendiaminotetraacético (EDTA) y se lavaron a fondo con PBS para eliminar
el EDTA, seguido de coculturizacidn con células diana (293T / ACE2, Caco-2, Calu-3, NCI-
H520 o PBMC) en una proporciéon de 1: 1 en placas de 24 pocillos durante ~24 a 72 h.
Se agregaron inhibidores o sueros segun fuera necesario. Los sobrenadantes fueron
recolectados y medidos para la actividad de Gluc.

Para examinar la propagacion de célula a célula del AUTENTICO SARS-CoV-2 WT y COV,
infectamos las células Vero-ACE2 del donante con un MOI de 0,2 (WT) o 0,02 (COV)
durante 20 h y las cocultivamos con el mismo nimero de vero-mTomato-glébulos rojos
durante 6 h adicionales, en presencia o ausencia de sueros vacunados. Para los otros
fines, las células Vero-ACE2-TMPRSS2-mTomato sirvieron como células donantes, que
fueron infectadas con WT SARS-CoV-2 (USA-WA1/2020, MOI = 0.01) durante 18 h,
seguidas de ser cocultivadas con células Vero-ACE2-TMPRSS2, NCI-H520 o Calu-3 en
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condiciones especificas (ver leyendas). Las células se fijaron con formaldehido al 3,7%
durante 1 h, seguido de un lavado tres veces con PBS antes de sacarlo del laboratorio
BSL3. Las células fijas se incubaron con nucleocapside anti-SARS-CoV-2 y anti-FITC de
ratdn, y se sometieron a analisis de citometria de flujo.

Infeccion libre de células.

La infeccion libre de células se realizé junto con la transmision de célula a célula en este
trabajo. Brevemente, un numero igual de células de donantes transfectadas se
sembraron en nuevas placas de 24 pocillos y se mantuvieron durante el mismo periodo
de tiempo que en la transmisién de célula a célula (normalmente de 48 a 72 h). Los
volumenes totales de sobrenadantes se recolectaron y utilizaron para infectar células
diana, que se sembraron con la presencia de la misma cantidad de células 293T no
transfectadas; esto garantizaria que el numero total de células y la densidad utilizada
para los ensayos de infecciéon de célula a célula y sin célula fueran comparables. Para el
ajuste de Transwell, las células donantes transfectadas se sembraron en el inserto,
mientras que las células objetivo, que nuevamente se mezclaron con la misma cantidad
de células 293T no transfectadas, estaban en la parte inferior; esto evitaria el contacto
entre el donante y las células diana, sin embargo, el virus puede propagarse a través del
filtro. Los sobrenadantes se recolectaron en los mismos puntos de tiempo que la
transmisidn de célula a célula y se midieron para la actividad de Gluc.

Disponibilidad de datos

Todos los datos del estudio se han depositado en el sitio web SeroNet del Instituto
Nacional del Cancer(https://www.immport.org/shared/study/SDY1890). Los datos se
pondran en marcha en enero de 2022 y estaran disponibles bajo peticion hasta
entonces.
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1. Compromiso del pico del SARS-CoV-2 de ACE2 primes S2' escindir el sitio e iniciacion de la fusidn

2. Activacion de la proteina espiga del coronavirus del SARS a través de la escision proteolitica
secuencial en dos sitios distintos

3. Las nanoparticulas sefiuelo protegen contra covid-19 al adsorbente simultdneamente virus y
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4. La modulacién de la enzima convertidora de TNF-a por la proteina espiga del SARS-CoV y ACE2
induce la produccién de TNF-a y facilita la entrada viral

5. Unavacuna dirigida a MHC de clase Il provoca inmunidad contra el SARS-CoV-2 y sus variantes
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