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RESUMEN

Desde diciembre de 2019 el mundo ha vivido una situacidn sin precedentes en la historia
reciente. Desde China, se propagd un virus hasta el momento desconocido. Gracias a la
secuenciacion de su genoma, pronto se pudo relacionar con la familia de los coronavirus
y recibié el nombre de SARS-CoV-2, y la enfermedad que producia, COVID-19. Causé una
pandemia con graves consecuencias para la economia y la salud en todo el mundo.
Durante ese tiempo, se han destinado cuantiosos recursos, no solo al diagnéstico de la
poblacidn y al tratamiento de los enfermos, sino también a recoger la mayor
informacién posible sobre el virus para poder combatirlo. Con el fin de frenar la
expansién, se ha reforzado la produccién de medicamentos contra la enfermedad,
personal sanitario cualificado y el desarrollo en un tiempo récord de vacunas efectivas
y con tecnologias aprobadas por primera vez en la historia, como las vacunas de ARN

mensajero.

El objetivo de esta tesis es recoger la informacién mas relevante sobre el SARS-CoV-2 y
la COVID-19 y dar a conocer los resultados obtenidos en los estudios llevados a cabo en
el Hospital Universitario Clinico San Cecilio de Granada (Espafia) sobre la inmunidad

humoral inducida por el virus.

En el primer capitulo, se caracterizé la produccién de anticuerpos anti-SARS-CoV-2 a
través de muestras de suero en 1.236 pacientes ingresados por COVID-19y con infeccidn
por SARS-CoV-2 confirmada por RT-PCR entre abril y julio de 2020 (primera ola en
Espafia) en 18 centros de Espafia y se determind su produccion en funcién de la edad y
el sexo. La determinacion de anticuerpos IgM + IgA e IgG se realizé por técnicas de ELISA
y demostré que IgM + IgA tenian mayor reactividad que IgG al inicio de la enfermedad y
hasta 16 dias después, siendo estadisticamente significativa un dia después del ingreso.
La aparicidn de IgG se hizo presente a partir del séptimo dia tras el resultado positivo de
la PCR y continué aumentando hasta las tres semanas, cuando IgM + IgA e IgG
alcanzaron valores similares, y un mes después, cuando IgG se hizo la mas prevalente.
No se observaron diferencias significativas entre hombres y mujeres, pero si se observé

una mayor produccién de anticuerpos al inicio de la enfermedad en pacientes menores

25



de 75 afios, aunque en las muestras siguientes, los resultados se igualaron en todos los

grupos de edad.

En el segundo capitulo se evalud la capacidad in vitro de los anticuerpos generados
contra la cepa salvaje del SARS-CoV-2 y las variantes B.1, B.1.1.7 y B.1.351 después de la
vacunacion de personal sanitario del Hospital Universitario Clinico San Cecilio de
Granada (Espafia) con BNT162b2 utilizando un ensayo de neutralizacién de virus
completo. Para ello, se recogieron muestras de suero de 99 trabajadores de la salud (76
mujeres, 23 hombres, con una media de edad de 44 aiios) que recibieron dos dosis de
lavacuna BNT162b2 entre enero y febrero de 2021 (tercera ola en Espana), de los cuales,
solo 11 habian estado previamente expuestos al SARS-CoV-2. Se recogieron muestras
de suero coincidentes con el dia de la administracién de cada dosis y 14 dias después.
Se utilizaron virus vivos completos de la cepa salvajey las variantes B.1, B.1.1.7 y B.1.351
y células Vero E6. Los resultados se obtuvieron tras la observacién al microscopio del
efecto citopatico (CPE). Tras el analisis de las muestras, se observd que el grupo de los
preexpuestos demostré altos titulos de neutralizacion tras la primera dosis y un
aumento menor tras la segunda, siendo al revés en el grupo de los no preexpuestos. En
ambos grupos, la neutralizacion contra la variante B.1.1.7 alcanzo valores similares a los
de la cepa salvaje, pero en el caso de la variante B.1.351, los titulos de neutralizacion

fueron menores.
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SUMMARY

Since December 2019, the world has experienced an unprecedented situation in recent
history. From China, a hitherto unknown virus was spread. Sequencing its genome, it was
soon related to the coronavirus family and received the name of SARS-CoV-2, and the
disease it produced, COVID-19. It caused a pandemic with serious consequences for the
economy and health around the world. During this time, considerable resources have
been devoted, not only to diagnosing the population and treating the sick, but also to
gathering as much information as possible about the virus in order to combat it. At this
point, the production of anti-disease drugs, qualified health personnel and the
development in record time of effective vaccines with technologies approved for the first
time in history, such as messenger RNA vaccines, have been strengthened to stop the

expansion of the virus.

The aim of this thesis is to collect the most relevant information about SARS-CoV-2 and
COVID-19 and to present the results obtained in the studies carried out at the San Cecilio

Clinical University Hospital in Granada (Spain) on humoral immunity induced by the virus.

In the first chapter, the production of anti-SARS-CoV-2 antibodies was characterised
using serum samples from 1,236 patients admitted for COVID-19 and with SARS-CoV-2
infection confirmed by RT-PCR between April and July 2020 (first wave in Spain) in 18
healthcare centres in Spain and their production was determined based on age and sex.
The determination of IgM + IgA and IgG antibodies was performed by ELISA techniques
and showed that IgM + IgA had higher reactivity than IgG at the onset of the disease and
up to 16 days later, being statistically significant one day after admission. The
appearance of IgG was present from the seventh day after the positive PCR result and
continued to increase three weeks later, when IgM + IgA and IgG reached similar values,
and one month later, when IgG became the most prevalent. No significant differences
were observed between men and women, but higher antibody production was observed
at the beginning of the disease in patients under 75 years, although in subsequent

samples, the results were equal in all age groups.
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In the second chapter, the in vitro capacity of antibodies generated against the SARS-
CoV-2 wild-type strain and B.1, B.1.1.7 and B.1.351 variants after vaccination of
healthcare workers at the San Cecilio Clinical University Hospital in Granada (Spain) with
BNT162b2 was evaluated using a whole virus neutralisation assay. For this purpose,
serum samples were collected from 99 healthcare workers (76 women, 23 men, with a
mean age of 44 years) who received two doses of BNT162b2 vaccine between January
and February 2021 (third wave in Spain), of whom only 11 had been previously exposed
to SARS-CoV-2. Serum samples were collected coincident with the day of administration
of each dose and 14 days later. Live whole virus of the wild-type strain and of B.1, B.1.1.7
and B.1.351 variants and Vero E6 cells were used. Results were obtained after
microscopic observation of the cytopathic effect (CPE). After analysing the samples, it
was observed that the pre-exposed group showed higher neutralisation titers after the
first dose and a lower increase after the second dose, while the opposite was true for the
non-pre-exposed group. In both groups, neutralisation against the B.1.1.7 variant
reached values similar to those of the wild-type strain, but in the case of the B.1.351

variant, the neutralisation titers were lower.
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INTRODUCCION

1.1. ANTECEDENTES HISTORICOS

El 31 de diciembre de 2019 se declararon en la ciudad de Wuhan, (provincia de Hubei,
China) 27 casos de neumonia de etiologia desconocida y como supuesto foco principal
de contagio, un mercado de alimentacién de marisco, pescado y animales vivos de esta
ciudad en el que todos los pacientes referian haber estado. El primer caso fue un
trabajador de dicho mercado quien manifestd los primeros sintomas el 8 de diciembre

de 2019 (1), entre ellos neumonia grave e insuficiencia respiratoria (2).

El 12 de enero, China publicd por primera vez la secuencia genética del virus (1,3). En
ese momento se identifico el agente causal como un virus ARN perteneciente a la familia

Coronaviridae (1).

El 30 de enero de 2020 el director General de la OMS, siguiendo las recomendaciones
del Comité de Emergencias, declard el brote como una emergencia de salud publica de
importancia internacional (ESPIl) después de haber quedado demostrada la transmisién
entre seres humanos y haber aumentado el nimero de casos, tanto dentro de China
como fuera de ella, hasta un total de 7.818 en dicha fecha. El riesgo de transmisién en

China fue declarado por la OMS como muy alto y en el resto del mundo, alto (3).

El 11 de febrero, el Comité Internacional de Taxonomia de los Virus (ICTV, por sus siglas
en inglés) lo denomina “SARS-CoV-2” vy, a su vez, la OMS, en conjunto con la
Organizacion Mundial de Sanidad Animal (OIE) y la Organizacién de las Naciones Unidas
para la Alimentacion y la Agricultura (FAO), acordé que el nombre de la nueva

enfermedad que provocaba este virus seria “COVID-19” (coronavirus disease 2019) (4).

El 11 de marzo, tras aumentar los casos de propagacion a nivel mundial y su gravedad,

la COVID-19 se declaré pandemia mundial (3).

El 2 de abril de 2020 se superd el milléon de contagiados por SARS-CoV-2 en todo el
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mundo, con mas de 51.000 fallecidos, segun datos de la Universidad estadounidense
Johns Hopkins (5). Mas tarde, este mismo mes, la OMS emitié un comunicado en apoyo
al desarrollo de una vacuna eficaz frente a la COVID-19 y el 21 de diciembre de 2020 se
aprobé la autorizacién y comercializacidn condicional concedida por la Agencia Europea
de Medicamentos (EMA) (6). El 31 de diciembre de 2020, un afio después del primer
anuncio de casos en China, la OMS validé el uso e implementacién de la primera vacuna
contra la COVID-19, con ARN mensajero, llamada “Comirnaty” o “BNT162b2” y

desarrollada por los laboratorios Pfizer y BioNTech (7,8).

A principios de 2021 se llevé a cabo el primer programa de vacunacion colectiva a nivel

mundial.

El 5 de mayo de 2023, el director general de la OMS, Tedros Adhanom Ghebreyesus,

declaré el fin de la fase de emergencia de la pandemia en el mundo (9).
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1.2. CARACTERISTICAS GENERALES DEL SARS-COV-2

1.2.1 Estructura

El SARS-CoV-2, como ya se ha dicho anteriormente, pertenece a la familia de los
Coronaviridae (que pueden, a su vez, dividirse en cuatro géneros: Alfa, Beta, Delta y
Gammacoronavirus) (10), en concreto al género Betacoronavirus, subgénero
Sarbecovirus (11), linaje 2B (12). Comparte el 70% de su secuencia gendmica con el
coronavirus causante del sindrome respiratorio agudo severo (SARS) y un 50% con el
coronavirus el sindrome respiratorio de Oriente Medio (MERS) (tabla 1) (10,13). Se trata
de un virus ARN monocatenario de polaridad positiva y de casi 30 kilobases (kb) (29.903
nucleédtidos) de longitud que codifican para 9.860 aminoacidos (14-16). Contiene una
polimerasa con actividad 3’-5’ exorribonucleasa para la correccion de errores en la copia
de su genoma, lo que le otorga cierta estabilidad genética (11). Contiene 6 marcos de
lectura abiertos (open reading frame (ORF)) en posicion 5°-3": una replicasa
(ORF1a/ORF1ab), la espicula (S), la envuelta (E), la membrana (M) y la nucleocapside (N)
(figura 1), ademas de 9 ORF que codifican proteinas accesorias (ORF3a, ORF3b, ORF6,
ORF7a, ORF7b, ORF8, ORF9b, ORF9c, and ORF10) (10) y que se intercalan entre los genes
estructurales (figura 2). Finalmente, el ARN y las proteinas estructurales se ensamblan
en la progenie viral madura, que se libera por exocitosis para infectar al huésped (10).
De los 4 genes estructurales, el 90% de los aminoacidos se encuentran tanto en SARS-

CoV-2 como en SARS-CoV, excepto el gen S (13).
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Caracteristicas SARS-CoV = MERS-CoV be SARS-CoV-224

Mes de inicio de la Noviembre 2002 Septiembre 2012 Diciembre 2019
emergencia sanitaria
Zona origen de la Guangdong, China  Arabia Saudita Wuhan, China
emergencia
Mes de control total de Julio 2003 Sin informacion No controlado
la emergencia hasta la fecha
Niumero de paises 26 27 109
infectados
Enfermedad causada Sindrome Sindrome COVID-19
respiratorio agudo respiratorio de
grave Oriente Medio
Receptor de entrada Receptor ACE2 Receptor DPP4 Receptor ACEZ
en humanos
Total pacientes 8.098 2428 7.085.8%4
infectados
Total pacientes 7.322 1.580 -
recuperados
Total pacientes 776 838 405169
fallecidos
Tasa de mortalidad 858 34.51 572

(%)

» Informacian recopilada de Shereen et al. (2020), » Wang et al. (2013), - de Groot et al. (2013), «
Reporte de casos obtenido de Coronavirus Case Tracker de la Universidad Johns Hopkins al

13 de Mayo 2020

Tabla 1. Caracteristicas epidemioldgicas de SARS-CoV, MERS y SARS-CoV-2 vy

comparacion entre ellos (17).
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Figura 1. Estructura del SARS-CoV-2. Elementos estructurales del virus: espicula (S),

nucleocapside (N), membrana (M), envuelta (E) y cadena simple de ARN. Adaptado de

Jamison Jr. et al., 2022 (18).
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Figura 2. Estructura gendmica del SARS-CoV-2. Adaptado de Kim et al., 2020 (19).

Las primeras 20 kb desde el extremo 5’ corresponden con los ORFla y ORFlab. Estos
codifican dos proteinas no estructurales, las poliproteinas de la replicasa pplay pplab
respectivamente. Estas, a su vez, son divididas por dos proteasas virales esenciales, la

proteasa tipo papaina (PLpro) y la proteasa tipo 3C (3CLpro), en 16 proteinas no
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estructurales que incluyen la ARN-polimerasa dependiente de ARN (RdRp) (figura 3).
Ademds, al inicio de este extremo 5’ se localiza una regién gendmica que cuenta con dos
dominios diferentes, la secuencia lider y la regidon no traducida (UTR), que tienen la
capacidad de formar estructuras en bucle para la posterior replicacién y transcripcion

del virus (20).
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Figura 3. Esquema de las poliproteinas pplay pplab codificadas por los genes ORFlay
ORF1lab respectivamente. PLpro: proteasas tipo papaina; TM: transmembrana; Mpro:
proteasa tipo quimotripsina; RdRp: ARN-polimerasa dependiente de ARN; Hel: helicasa;
Exo: 3'-5' exonucleasa; NU: endorribonucleasa especifica de uridilato; MT: ribosa-2'-O-
metiltransferasa; nsp: proteina no estructural. Adaptado de Kim et al. (2020) y

Sotomayor Lugo et al., 2020 (19,21).

El andlisis filogenético de todo el genoma del SARS-CoV-2 indica que esta relacionado
con el SARS-CoV y el SARSr-CoV encontrado en murciélagos. Dentro de este clado, el
SARS-CoV-2 se incluye en un linaje similar a cuatro coronavirus relacionados con el
murciélago (RaTG13, RmYNO02, ZC45 y ZXC21) y con uno encontrado en el pangolin
(Pangolin-CoV) (13,22).
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El Comité Internacional de Taxonomia de los Virus le dio el nombre a este virus después
de analizar la secuencia de cinco dominios replicativos conservados en pplab (la
proteasa similar a 3C (3CLpro), una ARN-polimerasa dependiente de ARN de nidovirus
asociada a una nucleotidiltransferasa (NiRAN), la ARN-polimerasa dependiente de ARN
(RdRp), un dominio de unién a zinc (ZBD) y una helicasa de la superfamilia 1 (HEL-1))

(13).

El gen S del SARS-CoV-2 es el mas largo dentro de los que codifican las proteinas
estructurales (15). Contiene 1.273 aminoacidos frente a los 1.255 del SARS-CoV y a los
1.245-1.269 del SARSr-CoV de murciélago. También se diferencia entre los virus
pertenecientes al subgénero Sarbecovirus, compartiendo similitudes de secuencia de
aminoacidos de 76,7 a 77% con SARS-CoV de humanos (12,13), de 75 a 97,7% con
coronavirus de murciélagoy de 90,7 a 92,6 % con coronavirus de pangolin. En el dominio
de unién al receptor (RBD) de la proteina S, la similitud de aminoacidos entre el SARS-

CoV-2 y el SARS-CoV es del 73% (13).

La proteina S cuenta con una insercion de 4 residuos de aminoacidos entre la unién de
las subunidades S1y S2, donde se genera un sitio de escision que permite la separacion

eficaz por furina y otras proteasas (13).

Replicasa:

El gen que codifica para la replicasa ocupa dos tercios del genoma 5’ y codifica dos
poliproteinas (ppla y pplab) que, como ya se ha mencionado, se escinden
proteoliticamente en 16 proteinas no estructurales implicadas en la replicacion y
transcripcidn del virus. La mayoria de estas proteinas no estructurales comparten mas

de un 85% del genoma con las del SARS-CoV (13,20).
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Espicula:

La particula virica del SARS-CoV-2 tiene forma esférica de 60-140 nm de diametro. Al
microscopio electrdnico, se pueden observar unas ramificaciones en su superficie
llamadas espiculas y que le dan el aspecto de “corona” por el cual recibe su nombre esta

familia de virus (23).

La proteina de la espicula (S), que forma un trimero y tiene una densidad de
aproximadamente 24-30 trimeros por superficie viriénica (24), es la responsable de la
unién del virus al receptor de la enzima convertidora de angiotensina 2 (ACE-2)
localizado en la superficie de la célula humana (25). Consta de dos subunidades: S1, cuya
funcion es la unidn al receptor, y S2, que se encarga de la fusion del virus. La subunidad
S1 contiene un dominio N-terminal (NTD, residuos 14-306), un dominio de unién al
receptor (RBD, residuos 331-528) que incluye el motivo de unidén al receptor (RBM,
residuos 436-506) y el dominio C-terminal (CTD), dividido en CTD1 (residuos 529-591) y
CTD2 (residuos 592-686) (figura 4). Por otro lado, la subunidad S2 cuenta con el péptido
de fusion (FP, residuos 816-836), la regién proximal del péptido de fusién (FPPR,
residuos 837-857), la repeticion heptada 1 (HR1, residuos 911-985), la hélice central (CH,
residuos 986-1.036), el dominio conector (CD, residuos 1.037-1.068), la repeticidn
heptada 2 (HR2, residuos 1.164-1.211), el segmento transmembrana (TM, residuos
1.212-1.234) y la cola citoplasmadtica (CT, residuos 1.235-1.273) y su funcién es mediar

en la fusion entre el virus y la célula huésped (10,26).
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Figura 4. Estructura de la espicula de SARS-CoV-2.

El dominio de unién al receptor (RBD) es el lugar por el que el virus se pondrd en
contacto con las células humanas a través del receptor de ACE-2 y entrard en ellas.
Cuando esto ocurre, el RBD sufre un cambio conformacional y pasa del estado abierto

(o “arriba”) al cerrado (o “abajo”) (10).

Llama la atencién la estructura ORF8 que codifica una proteina que solo comparte un
40% de la secuencia de aminoacidos con el ORF8 del SARS-CoV. Segun estudios llevados
a cabo en Singapur, la eliminacién de este ORF podria correlacionarse con la transmision

y adaptacion del virus de animales a humanos (13).

La proteina S, ademas de adoptar un papel fundamental en la entrada del virus a la célula
huésped, es la principal inductora de la produccién de anticuerpos neutralizantes (27).
Por tanto, es considerada como pieza clave en el desarrollo de vacunas contra SARS-
CoV-2 (26).
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A pesar de su importancia en la interaccién del virus y la célula, esta regidn puede sufrir
mutaciones. La mayoria de los cambios afectan negativamente a la expansidon del virus,
pero algunos pueden lograr aumentar su infectividad o su transmisibilidad y, con ello,
favorecer su difusidon, como se ha visto con la mutacion D614G, que fomenta la unién
del virus al receptor, o la H655Y, que mejora la escision de la proteina S. Otras
mutaciones en esta proteina pueden inducir resistencia a los anticuerpos, lo que le

confiere al virus una ventaja en cuanto a la evasion del sistema inmune (24)

Envuelta:

Esta proteina codifica un péptido de 75 residuos (28).

Aqui se localizan la mayoria de las proteinas estructurales: la proteina de la espicula, la
proteina de la membrana y la proteina de la envuelta, ademas de otras como la

hemaglutinina esterasa (HE), la proteina 3 o la proteina 7a, por mencionar algunas (23).

Su papel fundamental lo juega facilitando el ensamblaje y liberacion del virus (23). Se le
considera una viroporina que interviene en la conduccién idnica del virus actuando
como un canal selectivo de cationes a través de la membrana ERGIC (endoplasmic
reticulum-Golgi intermediate compartment) (25,29). Las mutaciones que afectan a esta
regién atenuan la actividad del canal ocasionando una disminucién de la patogenicidad

del virus (29).

Membrana:

La membrana (M) es la proteina estructural mas abundante y se considera la llave
principal para el ensamblaje del virus y para la gemacidn de la membrana. Esta proteina
se localiza en el compartimento intermedio del reticulo endopldasmico-Golgi y constituye

un lugar donde atraer a otras proteinas estructurales (25).
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Contiene tres segmentos estructurales: tres hélices externas transmembrana N-terminal
(NH2-) incrustadas en la envuelta viral, un dominio de sandwich de hoja B C-terminal
(-COOH) dentro del virién dividido en una hoja externa (B1, B2, 6, and B7) y otra interna
(B3, B4, B5 y B8) y una bisagra de unién entre ambas estructuras que adopta una

estructura de giro helicoidal (figura 5) (25,27).
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Figura 5. Estructura de la proteina M, donde se indican los elementos de la estructura
secundaria (N-terminal y C-terminal) y las regiones bisagras. Adaptado de Zhang et al.,

2022 (25).

Evolutivamente, se ha comprobado que esta relacionada filogenéticamente con las
estructuras ORF3a en Sarbecovirus, ORF5 en el sindrome respiratorio de Oriente Medio

(MERS) y las proteinas M de algunos Torovirus (25).
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Nucleocapside:

La nucleocapside (N) es la responsable del empaquetamiento y proteccién de la hebra

sencilla de ARN (23,25).

El material genético se encuentra asociado a la proteina de la nucleocapside, que se

encuentra fosforilada y dentro de la bicapa de fosfolipidos de la envuelta exterior (23).

1.2.2 Ciclo biolégico

Para que haya infeccion en la célula huésped una vez el virus ha entrado en el organismo,
se debe dar la uniéon entre la proteina S y el receptor de ACE-2 en el neumocito (figura
6). Este receptor se encarga de regular la presiéon arterial al convertir la angiotensina |
en angiotensina Il y se localiza, principalmente, en el pulmdn (tracto respiratorio bajo,
en concreto en las células alveolares tipo 2 (23)), aunque también se puede encontrar
en el corazodn, rindn, estdmago, vejiga, esofago, intestino (30) y en la boca (en las células
epiteliales de la lengua) (23). La unidn del SARS-CoV-2 y el receptor de ACE-2 de la célula
huésped a través del RBD (en la subunidad S1) se lleva a cabo mediante 4 pares de
enlaces disulfuro (C336-C361, C379-C432, C391-C525 y C480-C488) que estabilizan la
unioén. A su vez, el motivo de unién al receptor (RBM), forma una estructura cdncava
para acoger la hélice N-terminal de la ACE-2. Se dan 13 enlaces de hidrégeno, 2 puentes
salinos (entre K417 del RBD y el D30 del receptor de ACE-2) y varias interacciones
hidrofébicas (entre F486 del RBD y L79, M82 e Y83 del receptor de ACE-2) que
contribuyen al acoplamiento del receptor de ACE-2. EI SARS-CoV-2 tiene una
particularidad frente al SARS-CoV y es que en el primero se dan interacciones de puente
salino entre K417 (fuera de la regién RBM) de la proteina S y D30 de ACE-2 que no se
dan en el segundo (10). Por su parte, la region CTD envuelve a la subunidad S2 a través

de CTD1y CTD2 (10).
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Existen dos enzimas (la serin-proteasa transmembrana 2 (TMPRSS2) y una proteina
transmembrana, la furina) con actividad proteasa que se encargan de cortar, por la
posicién S2’ y la insercion de cuatro residuos (PRRA) (31) respectivamente (figura 7), la
proteina S en sus dos subunidades, S1y S2, una vez llevada a cabo la unién del RBD con
el receptor de ACE-2 para que el virus pueda entrar en la célula (32,33). La proteina S
cambia, entonces, de su conformacion prefusion (durante la cual se da la union entre el
RBD vy el receptor ACE-2) a su conformacidn postfusion. Los estudios han descubierto
gue la conformacién prefusién de la proteina S induce una mejor inmunogenicidad v,

por lo tanto, puede considerarse un antigeno diana ideal (figura 8) (26).

membrana celular

Célula huésped

SARS-CoV-2

membrana viral

Figura 6. Union de RBD al receptor ACE-2 en la célula huésped.
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La proteina S es separada, en
el aparato de Golgi, en sus
FP subunidades S1 y S2 por

(Furin;
’ - accion de la furina

Figura 7. Escisién de los dominios S1 y S2 por accion de la furina. Adaptado de Jackson

etal., 2021 (34).
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Figura 8. Conformacion pre y postfusién de la espicula del SARS-CoV-2. Adaptado de
Alaa y Abdo, 2020 (35).

La subunidad S2 queda, en ese momento, descubierta y procedera a unir la membrana
viral con la de la célula infectada a través de enlaces hidréfobos. Posteriormente, ambas

membranas se fusionaran y el virus entrara por endocitosis (figura 9) (32,36).
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Figura 9. Entrada del SARS-CoV-2 en la célula huésped. La subunidad S se encuentra en
conformacion de prefusidon. Un trimero S1 sobresale hacia arriba. Las tres regiones RBD
en la subunidad S1 de la espicula entran en contacto con tres receptores ACE-2 de la
membrana celular. Tras la accién de las proteasas TMPRSS2 y furina, se escinde la
subunidad S en S1 y S2. Los receptores ACE-2 desplazan la subunidad S1 para dejar al
descubierto la subunidad S2. Esta subunidad se extiende hasta unirse a los péptidos de
fusion en la membrana celular mediante enlaces hidréfobos. Posteriormente, se pliega
sobre si misma para fusionar ambas membranas. El virus entrard por endocitosis en la
célula y podra liberar su material genético y multiplicarse. Adaptado de SAVALnet:

nanocuerpos para la COVID-19, 2023 (37).

Una vez dentro, la nucleocapside se libera y permite la salida al exterior del ARN
gendmico del virus. Un ARN mensajero (ARNm) transcribe directamente la proteina de
la replicasa viral hacia el extremo 5’ gracias a la accion de ORFla y ORFlab, seguido de

la traduccidn de las poliproteinas pplay pplab (27).
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Posteriormente, se forma el complejo replicasa-transcriptasa (RTC). Para ello, se deben
romper las proteinas pplay pplab a través de enzimas proteasas como quimiotripsina
tipo 3C (3CLpro), proteasa principal (Mpro) y una o dos proteasas similares a la papaina
(38). Este proceso da lugar a 16 proteinas no estructurales (nspl — nsp16), necesarias
para la formacion del RTC. A su vez, este se introduce en las vesiculas de doble
membrana formadas a partir del reticulo endoplasmico (RE) (39). Estas proteinas no
estructurales se dedican, la mayoria de ellas, a la replicacion y transcripcién del genoma,
aungue también pueden tener actividad enzimatica tipo proteasa, ARN polimerasa
dependiente de ARN (RdRp), helicasa, exo y endorribonucleasa y metiltransferasa (40).
Las proteinas nsp6, nsp7 y nsp8 pueden jugar un papel importante en la desregulacién
de la respuesta inmune, aungque no se conoce exactamente su funcion, al contrario que
las otras (38). Para terminar, el RTC replica y sintetiza una serie de ARNm subgendmicos
(ARNsg) (40), que codifican para las proteinas estructurales S, E, M y N y para las

proteinas accesorias (hacia el extremo 3’) (39).

El ARN viral sintetiza, inicialmente, una copia de ARN monocatenario de polaridad
negativa (ARNmc-) a partir de la cual se forman las poliproteinas ppla y pplab, que
generan, como ya se ha dicho anteriormente, el RTC. Este, a su vez, produce una nueva
copia del ARN monocatenario de polaridad positiva propio del virus a partir del molde
de la hebra de polaridad negativa. Este nuevo ARN se asocia con la proteina N formando
la nucleocapside (23). Las demds proteinas estructurales y las accesorias son elaboradas
en el REy, posteriormente, transportadas al complejo de Golgi donde produciran, junto
con la nucleocapside, nuevas particulas viricas que se liberaran a través de la membrana

plasmatica mediante la formacién de vesiculas (figura 10) (39).
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Figura 10. Mecanismo de patogénesis de SARS-CoV-2. La infeccién empieza con la unién
de la proteina S al receptor ACE-2 de la célula huésped. La particula viral se introduce en
esta célula por endocitosis, liberando su material genético, el ARN monocatenario de
polaridad positiva (ARNmc+; +ssRNA en inglés), que se replica a ARN monocatenario de
polaridad negativa (ARNmc-; -ssRNA en inglés) y luego se traduce en las poliproteinas
pplay pplab. Estas proteinas sufren una protedlisis enzimatica, tras la cual generan las
16 proteinas no estructurales (nsp) del complejo replicasa-transcriptasa (RTC). Dicho
complejo replica y sintetiza un conjunto de ARNm subgendmicos (ARNsg; sgRNA en
inglés) que codifican para la produccion de las proteinas estructurales principales: S, M,
E y N, asi como las proteinas accesorias. Todas estas proteinas se ensamblan en el
complejo de Golgi para formar las nuevas particulas viricas en el reticulo endoplasmico

y ser liberadas de la célula infectada como nuevos viriones (23).
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1.2.3 Epidemiologia

En la actualidad, el SARS-CoV-2 supone una de las mayores pandemias de los Ultimos
tiempos, después del colera (1816-1826, 1865-1917), la gripe espafiola (1918-1920) o
el SIDA (1980-actualidad) (41).

A dia 14/02/2024, los datos de incidencia de COVID-19 facilitados por la OMS eran de
774.469.939 casos confirmados y 7.026.465 fallecimientos a nivel mundial, 13.980.340

y 121.852 respectivamente en Espafia (42).

La COVID-19 se ha considerado una enfermedad inmune autolimitada, ya que la mayoria
de los pacientes no requiere tratamientos ni soportes adicionales y resuelve la
enfermedad en 1-2 semanas (30). Se han dado casos de pacientes asintomaticos (1,2%
de los casos), leves (80,9%), graves (13,8%), criticos (4,7%) y casos que han terminado
en fallecimiento (2,3%) (30). En la poblacién pediatrica de menos de 10 afios, los casos
asintomaticos suponen un 16%, por lo que deberia tenerse en cuenta como una

importante fuente de contagio (43).

1.2.4 Transmision

La hipdtesis principal del desarrollo de la pandemia es que el SARS-CoV-2 tiene un origen
zoonotico (44). Mediante el analisis de la secuencia gendmica viral, se observé que una
de las fuente del virus podrian ser los murciélagos: la secuencia gendmica del SARS-CoV-
2 comparte un 96,2% con RaTG13 (45), 93,3% con RmYNO2 (46) y 92,6% con RshSTT200
y RshSTT182 (47), cepas derivadas de coronavirus encontrados en murciélagos. También
se han encontrado similitudes del 90,1% con coronavirus de pangolines malayos (Manis
javanica) y chinos (M. pentadactyla) (esquema 1) (48). El SARS-CoV-2 humano tiene una
Unica insercién de cuatro aminoacidos entre los dominios S1 y S2 de la proteina S, que
genera un sitio de unién para la enzima furina. Esta unién aumenta la eficiencia de la
infeccidn viral de las células (49). A pesar de que el SARS-CoV-2 esta estrechamente

relacionado con RaTG13 de los murciélagos, solamente uno de los cuatro aminoacidos
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criticos es idéntico entre los 2 virus. Sin embargo, entre el SARS-CoV-2 y el pangolin-CoV-
GDC todos los aminoacidos criticos son idénticos (48). Esto puede significar que el SARS-
CoV-2 pudo haber surgido de la recombinacién de un virus similar a pangolin-CoV con
uno similar a RaTG13 (50,51) o bien que los sitios funcionales idénticos en SARS-CoV-2

y pangolin-CoV-GDC son resultado de una evolucidn convergente coincidente (figura 11)

(48,52).
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Esquema 1. Relacion filogenética entre los coronavirus de murciélagos (bat), pangolin

y SARS-CoV-2. Adaptado de Xiao et al., 2020 (51).
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Figura 11. Representacion esquematica de transmisién zoondtica de SARS-CoV-1, MERS y SARS-
CoV-2. Adaptado de Kirtipal, Bharadwaj y Kang, 2020 (53).

La principal via de transmisidn entre personas se da a través de las secreciones de una
persona infectada, sobre todo por contacto directo de goticulas respiratorias de un
tamaio de 5-10 um liberadas al estornudar, toser o hablar y a una distancia aproximada
de un metro de una persona sana (54). Este contagio se da porque la cavidad oral y la

saliva constituyen un reservorio de ARN (entre 7,03 x 10°y 6,38 x 108 copias/ml) que
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provocan que estas goticulas actien como vectores del virus (17). Ademads, este
contagio puede darse desde algunos dias antes del inicio de los sintomas. La generacién
de aerosoles mediante nebulizacién de un farmaco, la intubacién endotraqueal, la
broncoscopia, la traqueotomia o la reanimacidén cardiopulmonar, entre otros
procedimientos (55), pueden favorecer el contagio entre personas y este depende
directamente de la concentracion del virus (56).

Por otra parte, la carga viral en la region nasofaringea esta estrechamente relacionada
con la posibilidad de transmisidon del SARS-CoV-2. Se ha observado que, en aquellos
pacientes con sintomas mas leves se detecta una carga viral mayor en la primera semana
de la enfermedad y va disminuyendo con los dias (57), llegando hasta el dia 8 desde el
inicio de los sintomas sin que se pueda aislar el virus viable en la orofaringe (58). En
cuanto a los pacientes asintomaticos, se ha visto que estos también pueden ser
contagiosos (59).

Asi mismo puede existir transmision a través de manos o fomites contaminados con
estas secreciones que, posteriormente, entren en contacto con la boca, nariz u ojos (55).
El tiempo de supervivencia de las particulas infectivas es variable y depende de la
humedad, el tipo de superficie sobre el que se deposite y las caracteristicas del propio
virus (60). Segun distintos estudios, tiene mayor capacidad de propagacion en madera,
papel (61), superficies himedas (62) y mucosas, asi como en agua y alimentos (63).

En el estudio llevado a cabo por Van Doremalen et al. se analizé el distinto tiempo de
permanencia del virus en las diferentes superficies (cobre, cartén, acero inoxidable,
plastico y aerosol) en comparacion con el virus SARS-CoV (tabla 2) (64).

También se ha determinado que puede haber transmision fecal-oral (65) con una clinica
de diarrea, vomitos y nauseas. Sin embargo, no estd del todo claro esta via de
transmision y deben continuar los estudios (55).

No se tiene evidencia de transmisidn por via sanguinea, orina, semen ni secrecién
vaginal (66). Tampoco se ha observado transmisién vertical, transplacentaria, a través
de liquido amnidtico o leche materna, a pesar de que haya recién nacidos con

anticuerpos frente a SARS-CoV-2 procedentes de la madre infectada (67,68).
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Material

Virus Farametro
Observado Cobre Carton  Acero Plastico Aerosol
inoxidable
SARS-  Tiempo de 8 8 48 72 3
CoV-1  permanencia
(h]
Observacion Mohay  MNohay  Reduccion  Reduccion  Reduccion
después del muestra  muestra de 10%4a de 10°f a de 10*3a
tiempo de viable viable 1007 TCIDsy 108 TCIDsy 1033 TCIDso
permanencia por mL por mL por mL
SARS-  Tiempo de 4 24 48 72 3
CoV-2  permanencia
th]
Observacion Mohay MNohay  Reduccibn  Reduccion  Reduccidn
después del muestra muestra de10®7a de 1037 a de 10%%a
tiempo de viable viable 1006 TCIDso 108 TCIDso 1027 TCIDsa
permanencia por mi por mi par litro de
aire

Tabla 2. Comparacion del tiempo de permanencia entre el SARS-CoV o SARS-CoV-1y el
SARS-CoV-2 sobre ciertas superficies a temperatura de 21-232C y 40% de humedad

relativa durante 7 dias (64).

Las medidas de prevencion son, principalmente, la higiene de manos con jabdn o gel
hidroalcohdlico, el uso de mascarillas higiénicas, con filtro de particulas (FFP2 o FFP3)
gue cubran nariz y boca y mantener una distancia fisica de seguridad que evite el
contacto con personas con sintomas respiratorios o fiebre (55). Hay estudios que
sugieren que el etanol al 30% (p/p) (36,2% (v/v)) es eficaz para inactivar el SARS-CoV-2
(69).

1.2.5 Sintomas

La enfermedad de la COVID-19, causada por el SARS-CoV-2 ha contagiado, en la

actualidad, a mds de 750 millones de personas en todo el mundo desde 2019. Alrededor
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del 80% de los pacientes se recuperan espontdaneamente de la enfermedad sin
necesidad de tratamiento ni ingreso hospitalario. El 15% pueden llegar a sufrir una
forma grave de la enfermedad y con requerimiento de oxigenoterapia y el 5% puede

llegar a un estado critico y precisar cuidados intensivos hospitalarios (70).

Los sintomas han sido distintos segun las variantes que han ido surgiendo, pero en
general la mayoria de pacientes han sufrido fiebre, tos, congestidon, cefalea, dolor de
garganta, debilidad, fatiga o dolor muscular (71). Otros sintomas frecuentes han sido
anosmia (pérdida del olfato) y ageusia (pérdida del gusto (esto podria explicarse por la
alta concentracion del SARS-CoV-2 en la garganta (72))), erupciones cutdneas, diarrea,
nauseas y vomitos y menos frecuentes, trastornos del suefio, estado delirante o lesiones

neuronales (71).

En los casos mas graves se han descrito disnea, pérdida de apetito, confusion, dolor en
pecho (70), neumonia, sindrome de distrés respiratorio, trombosis o coagulacién
intravascular diseminada (CID) . En algunos casos, esta enfermedad ha terminado en el

fallecimiento del paciente (71).

El tiempo que tardan los sintomas en manifestarse es entre 5-6 dias de media, si bien es
cierto que puede haber casos en los que se amplie ese intervalo a 1-14 dias. Por eso, las
personas que hayan estado en contacto con el virus deben permanecer aisladas y evitar
el contacto con el resto de la gente para frenar, en la medida de lo posible, la

propagacion del virus (70).

También se han descrito grupos de riesgo y situaciones basales que pueden hacer a una
persona mas propensa a sufrir la forma grave de la enfermedad. Tener una edad mayor
a 60 afios, ademds de padecer algun tipo de afecciéon cardiaca, pulmonar, de
hipertension arterial, diabetes, cadncer u obesidad, puede suponer un factor de riesgo.
No obstante, cualquier persona puede desarrollar el cuadro mas grave de la enfermedad

e incluso morir sin tener ninguna de estas patologias previamente.

Todavia se desconocen los efectos de la enfermedad a largo plazo, aunque si se han
descrito casos en los que algunos pacientes han desarrollado fatiga y distintos sintomas

respiratorios y neuroldgicos (por ejemplo, pérdida de memoria). La Organizacion
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Mundial de la Salud (OMS) estd desarrollando una red para llevar a cabo diversos
estudios con el fin de determinar el porcentaje de pacientes que sufren efectos a largo
plazo, durante cuanto tiempo y la causa (70). Cada vez hay una evidencia mas clara de
gue las personas vacunadas tienen menos probabilidad de sufrir una COVID-19

prolongada que las no vacunadas, aunque se necesitan mas estudios (73).

1.25.1 Tormenta de citoquinas

Existe un subgrupo de pacientes con infeccion grave de COVID-19 en el que se ha
observado una caracteristica tormenta de citoquinas con afectacién principalmente a
nivel pulmonar mediante la formacidn de una membrana hialina y la infiltracién de
linfocitos intersticiales (74). La tormenta de citoquinas de la COVID-19 se caracteriza por
una elevada expresion de interleukina (IL) 6 y de factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a)
(75). La gravedad de esta tormenta de citoquinas radica en que estos pacientes terminan
desarrollando un sindrome de distrés respiratorio agudo (SDRA) (75) y posteriormente
fallecen. Segun algunos autores, esta tormenta se divide en dos etapas: la primera es
una inmunodeficiencia temporal similar a una linfohistiocitosis hemofagocitica (HLH)
primaria y la segunda es un estado inmunoldgico sobreactivado para compensar la no
eliminacion del virus (76).

Tras la entrada del virus en la célula huésped, las células epiteliales alveolares, los
macréfagos y los monocitos en sangre se activan a través de receptores tipo Toll como
receptores de reconocimiento de patrones (PRR) por el propio virus, produciendo gran
cantidad de citoquinas y quimiocinas inflamatorias, que atraen, a su vez, a mas células
inmunitarias, en particular, monocitos y células T, lo que provoca una inflamacion
pulmonar generalizada (77). La interleukina 6 (IL-6) ha sido identificada como el factor
predictivo mas significativo en la mortalidad de estos pacientes (78). Esta tormenta de
citoquinas también se ha observado en otras enfermedades viricas como en el SARS, el
MERS, la gripe H5N1, la gripe H7N9 y otros virus con afectacidn respiratoria (79). Las
citoquinas que se ven elevadas en la COVID-19 son IL-1B, IL-2, IL-4, IL-6, IL-7, IL-8, IL-9,
IL-10, IL-18, el factor estimulante de granulocitos (GM-CSF), la proteina IP-10, la proteina

guimioatrayente de monocitos 1 (MCP-1), la proteina quimioatrayente de monocitos 3
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(MCP-3), la proteina inflamatoria de macréfagos 1a (MIP-1A), la quimiocina atrayente
de células T cutaneas (CTACK), el interferdn gamma (IFN-y) y el TNF-a (80). Ademas, se
observa un descenso significativo de células T (CD4*, CD8* y totales) que guarda gran
correlacién con la gravedad de la enfermedad (81). La leucopenia, en concreto la
linfopenia, se ha visto como un factor tipico en las tormentas de citoquinas y se ha
asociado con su gravedad (82).

La IL-6 ve aumentada su produccién, a su vez, por la activacién de monocitos
inflamatorios CD14* y CD16*, activados por el GM-CSF, que también producen TNF-a y

otras citoquinas (83).

Estado de COVID-19 Mo infectado Leve-moderada Severa

. i i o i i fiebre, mialgia, fatiga, disnea, SDRA,
Sintomas ninguno fiebre, mialgia, fatiga, disnea i L
fallo multiorgénico

Citoquinas ninguna T IL-6, IL-10, TNF-a T IL-6, IL-10, TNF-a, IL-2, MCP-1

Linfopenia de células T ninguna J- CDa+ y CD8+ Jol- CD4+ y CDE+

Tabla 3. Sintomas, secrecion de citoquinas y linfopenia de células T relacionados con la
gravedad de la COVID-19. Abreviaciones: SDRA (sindrome de distrés respiratorio agudo),
IL-6 (interleukina 6), IL-10 (interleukina 10), TNF-a (factor de necrosis tumoral alfa), IL-2

(interleukina 2), MCP-1 (proteina quimioatrayente de monocitos 1) (75).

En los pacientes graves, los niveles de IL-2 e IFN-y en suero descienden hasta el nivel
basal en los 7-9 dias posteriores al inicio de la enfermedad, sin embargo, la IL-6 y la IL-
10 permanecen constantemente mds altos tras 13-15 dias desde el inicio de la
enfermedad (84). No se ha detectado ninguna diferencia significativa en los niveles
séricos de IL-4 entre los pacientes leves y graves a lo largo de todo el curso de la
enfermedad (85).

A nivel de laboratorio, la deteccidén de citoquinas se complementa con la determinacion

de la proteina C reactiva (PCR), la ferritina, el dimero D y la procalcitonina (74). La
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disminucién de plaquetas y el aumento del dimero D pueden explicar los microtrombos
gue se forman en dérganos vitales como los pulmones, cerebro, corazén, higado o

rifiones y que llevan a un peor prondstico o, incluso, a la muerte (77).

1.2.6 Tratamiento

En la actualidad, han sido numerosas las opciones terapéuticas que se han desarrollado
para poder tratar los sintomas de la COVID-19, incluyendo farmacos antivirales
(molnupiravir, nirmatrelvir/ritonavir, remdesivir), anticuerpos monoclonales anti-SARS-
CoV-2 (bamlanivimab/etesevimab, casirivimab/imdevimab, sotrovimab, bebtelovimab),
farmacos antiinflamatorios (dexametasona) y farmacos inmunomoduladores
(baricitinib, tocilizumab, sarilumab), todas disponibles bajo la Autorizacién de Uso de
Emergencia (EUA) emitida por la Administracion de Alimentos y Medicamentos de los
Estados Unidos (FDA) o siendo evaluadas para el manejo de la COVID-19 (86). La OMS
mantiene una lista actualizada de tratamientos recomendados donde también incluye
el oxigeno como uno de los tratamientos mas utilizados e importantes a nivel mundial

para pacientes con COVID-19 muy grave (70).

Estos medicamentos han sido utilizados en base a la gravedad de la enfermedad o en
situaciones donde habia determinados factores de riesgo. En una primera fase, el SARS-
CoV-2 se replica y aparecen los sintomas y en una segunda fase se produce un estado
hiperinflamatorio por la liberacidn al torrente sanguineo de citoquinas y la activacion
del sistema de coagulacién que induce un estado protrombético. Es probable que los
antivirales y los anticuerpos monoclonales actien mas eficazmente durante la primera
fase de replicacién virica y los antiinflamatorios como los corticoides, los

inmunomoduladores o la combinacion de ambos, durante la segunda (87).

A continuacidn, se incluyen los farmacos que se han propuesto a lo largo de la pandemia
como opciones terapéuticas para el tratamiento clinico de la COVID-19 (86). Algunos de
ellos han sido descartados después de comprobar su baja o nula accién frente a la

enfermedad.
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1.2.6.1 Antivirales

Molnupiravir

El molnupiravir es un antivirico oral de amplio espectro que actua directamente
sobre la enzima RdRp y se desarrollé inicialmente como posible tratamiento
contra la gripe y los alfavirus, incluidos los virus que producian ciertos tipos de
encefalitis. Actualmente, esta aprobado por la FDA bajo una EUA para su uso en
pacientes que estén en alto riesgo de progresion de la enfermedad a un estadio
grave incluyendo hospitalizacion o muerte, y para aquellos pacientes con COVID-
19 para los que las otras opciones terapéuticas aprobadas no son clinicamente
apropiadas o accesibles (88).

En un metaanalisis que recogia los ensayos clinicos de fase I-lll disponibles se
observé que el molnupiravir demostraba una reduccion significativa de la
hospitalizacién y muerte en la COVID-19 leve. Los resultados de un ensayo de
fase Il doble ciego, aleatorizado y controlado con placebo demostraron que el
tratamiento precoz inicial con molnupiravir reducia el riesgo de hospitalizacion
o muerte en adultos de riesgo no vacunados contra SARS-CoV-2 que sufrian
enfermedad leve a moderada (86,89). Por otro lado, otro ensayo de fase lll doble
ciego, aleatorizado y controlado con placebo concluyé que el tratamiento precoz
con molnupiravir redujo el riesgo de hospitalizacién o muerte en adultos no
vacunados en situacién de riesgo con COVID-19 leve a moderada confirmada por
laboratorio (86,89). Ademas, ha demostrado tener eficacia frente a la variante

actual Omicron y sus sublinajes (90).

Nirmatrelvir/ritonavir (Paxlovid®)

Paxlovid® es una combinacién oral de dos agentes antivirales (nirmatrelvir y
ritonavir) que en un analisis provisional de los datos de un ensayo clinico en fase
lI-1ll que incluyd a 1.219 pacientes, encontrd que el riesgo de ingreso hospitalario
relacionado con la COVID-19 o la mortalidad por cualquier causa fue 89% menor
en el grupo de Paxlovid® en comparacion con el grupo control cuando se inicid
el tratamiento dentro de los tres dias de inicio de los sintomas (86,91). El 22 de
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diciembre de 2021, la FDA emitié una EUA para el uso de Paxlovid® en la COVID-
19 leve a moderada en adultos y nifios a partir de 12 afios con un peso superior
a 40 kg con riesgo de progresion de la enfermedad a hospitalizacién o muerte
(92). Este medicamento ha demostrado ser eficaz frente a la variante actual

Omicron y sus sublinajes (90).

Remdesivir

Alinicio de la pandemia, no existia ningun antiviral efectivo en el mercado contra
el SARS-CoV-2. Sin embargo, mas tarde, el grupo de Cao et al. (93) demostré que
el remdesivir (GS-5734), un profarmaco antivirico andlogo de nucledsidos
(adenosina) y de amplio espectro, podria tener efecto sobre algunos coronavirus
animales y humanos, incluyendo el SARS-CoV, ademas de que, después de
ciertos estudios in vitro, este farmaco podria inhibir la replicacién del SARS-CoV-
2, el SARS-CoV y el MERS-CoV (86,93). Esto lo haria mediante su union a la ARN-
polimerasa dependiente de ARN (RdRp) viral, consiguiendo frenar
prematuramente la transcripcion del ARN (94). Este farmaco fue aprobado por
la FDA para su uso en perfusién intravenosa (95) en adultos y pacientes
pediatricos (mayores de 12 afios y con un peso igual o superior a 40 kilogramos)
basandose en los resultados de tres ensayos clinicos aleatorizados y controlados
que demostraron que el uso de remdesivir era superior al placebo para acortar
el tiempo de recuperacion en adultos hospitalizados con COVID-19 de leve a
grave. No obstante, en otro ensayo, SOLIDARITY de la OMS, realizado en 405
hospitales de 40 paises y en el que participaron 11.330 pacientes hospitalizados
con COVID-19 asignados aleatoriamente para recibir remdesivir (2.750) o ningun
farmaco (4.088), se demostré que el remdesivir tenia poco efecto o ninguno
sobre la mortalidad general, el inicio de la ventilacién mecanica y la duracion de
la estancia hospitalaria. Un ensayo diferente, llevado a cabo por el grupo de
Gottlieb et al., aleatorizado doble ciego controlado con placebo publicado en
enero de 2022 informé de un riesgo 87% menor de hospitalizacion o muerte que
el grupo placebo cuando los pacientes en riesgo no hospitalizados con COVID-19

fueron tratados con un ciclo de 3 dias de remdesivir (86,96). A pesar de tratarse
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de un farmaco experimental, su uso combinado con baricitinib demostrd una

reduccidon de la recuperacién en un dia de pacientes con COVID-19 (97).

Remdesivir tiene actividad neutralizante frente a las principales variantes de

preocupacion (VOC), incluyendo la Omicron y sus sublinajes (90,98).

Caracteristicas del
estudio pivotal

Posologia

End-point primario

Resultado
Eficacia /NNT

Inconvenientes

Ventajas

1433 pacs. no hospitalizados (17%
»60a; 16% DM; 73% ob.)
<5 dias sintomas
NO vacunados

Oral, 5 dias

Hospitalizacién/muerte
29 dfas

Placebo 9,7% (68/699)
Molnupiravir 6,8% (48/709)

30% /31
No en nifios ni embarazadas

Acceso complicado

No interacciones

2246 pacs. no hospitalizados
(9% >65a)
< 5 dias sintomas

Oral, 5 dias

Hospitalizacién/muerte
28 dfas

Placebo 6,3% (66/1046)
Nirmatrelvir/ritonavir 0,8% {8/1039)

87% /18

Interacciones ritonavir
En seropositivos: no diferencias

Aprobado FDA en <12 afios
Ajuste de dosis en IR (no
recomendado <30ml/min)

MOLNUPIRAVIR NIRMATRELVIR/ REMDESIVIR
(Lagevrio®) RITONAVIR (Paxlovid®) (Verklury®)

562 pacs. no hospitalizados
(30% >60a; 60% DM; 55% ob.)
< 7 dias sintomas

IV, 3 dias

Hospitalizacién (no hubo muertes)

Placebo 53% (15/283)
Remdesivir 0,7% (2/279)

87% /18

1\
Elevacién de transaminasas

No interacciones
Estudiado en embarazadas

Tabla 4. Diferencias entre remdesivir, nirmatrelvir/ritonavir y molnupiravir. Remdesivir

(a través de su principal metabolito, GS-441524) y molnupiravir (a través de su forma

activa, EIDD-1931) inhiben la ARN polimerasa dependiente del ARN, mientras que

nirmatrelvir (PF-07321332) inhibe la proteasa. DM: diabetes mellitus; a: afos; ob:

obesidad; IR: insuficiencia renal. Adaptado de Alberto Romero, 2022 (99).
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Cepa de referencia®*

BA.1 7.5 4.8 1.9
BA.1.1 6.0 3.9 2.0
BA.2 8.7 6.9 5.9
BA.2.12.1 3.2 1.8 0.5
BA.4 3.3 2.9 1.2
BA.5 4.1 4.4 2.0

Tabla 5. Eficacia in vitro de farmacos antivirales frente a la variante Omicron (BA) y sus

sublinajes. *La susceptibilidad a los farmacos antivirales se midié como la concentracién

inhibitoria del 50% del valor micromolar (umol) medio de las reacciones por triplicado.

**La cepa de referencia fue SARS-CoV-2/UT-NC002-1T/Human/2020/Tokio. Adaptado

de Takashita et al, 2022 (100).

Favipiravir

El favipiravir es similar al remdesivir y estructuralmente similar a la guanina
endogena, por lo que inhibe la ARN-polimerasa dependiente de ARN. Ademas,
esta inhibicion competitiva reduce la eficacia de la replicacion del virus. A pesar
de que no existen muchos estudios que avalen su uso en el tratamiento de la
COVID-19, se ha usado junto con el interferon-a para aumentar la inmunidad y
suprimir el virus. De hecho, favipiravir fue aprobado por la Administracién
Nacional de Productos Médicos de China en marzo de 2020 como el primer
farmaco anti-SARS-CoV-2 en China debido a su probada eficacia y bajos efectos

secundarios, lo que fue demostrado por un ensayo clinico (101).

Hidroxicloroquina y cloroquina
La hidroxicloroquina (HCQ) y la cloroquina fueron dos de los farmacos que se

plantearon como tratamiento para la COVID-19 al principio de la pandemia (86).
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Estos farmacos son de sobra conocidos por su uso como tratamiento de la
malaria, lupus o la artritis reumatoide, y con un buen perfil de eficacia y
seguridad y cierta actividad in vitro frente al SARS-CoV-2, no tanto por tener
actividad antivirica, sino por su capacidad para interaccionar con el sistema
inmunolégico (102). Si que se aprobd en Francia, China y Corea con algunas
recomendaciones para que se usara en combinacién con otros fadrmacos como
lopinavir, ritonavir, IFN-a, umifenovir y, en muchos casos, con azitromicina. Se
vio que era eficaz eliminando la presencia del virus en la nasofaringe vy, asi,
disminuyendo el numero de pacientes portadores en un periodo de tres a seis
dias (en la mayoria de los pacientes). En los primeros estudios realizados, se
observé que el uso de hidroxicloroquina suponia una diferencia significativa en
pacientes tratados con este farmaco al tercer dia de uso con respecto al grupo
control. Estos resultados fueron de gran importancia debido al estudio que ha
demostrado que la duracion media de la eliminacion de SARS-CoV-2 en pacientes
gue padecen COVID-19 en China fue de 20 dias (incluso 37 dias para la duracién
mas larga) y que la retinopatia es una de las principales reacciones adversas de
la terapia a largo plazo con HCQ, que demostrd una eficacia de alrededor del 90%
(97). Sin embargo, los datos de otros ensayos controlados aleatorizados que
evaluaron el uso de hidroxicloroquina con o sin azitromicina en pacientes
hospitalizados demostraron que no mejoraba el estado clinico ni la mortalidad
en comparacion con el placebo (86). Ademas, segun otros ensayos controlados
aleatorizados, la hidroxicloroquina utilizada como profilaxis postexposicién no
previno la infeccién por SARS-CoV-2 ni la enfermedad sintomatica. Mas tarde, en
un estudio observacional, se publicé que el uso de la HCQ estaba asociado a un
aumento en la mortalidad de los pacientes los que se les habia administrado. Ello
llevé a que la OMS suspendiera temporalmente los ensayos en los que se
administraba este farmaco (102). Ninguno de estos dos farmacos esta indicado

en la actualidad para el tratamiento de la COVID-19 (86).
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Lopinavir/ritonavir

El lopinavir/ritonavir se trata de una terapia combinada aprobada por la FDA para
el tratamiento del VIH que se postulé como terapia antivirica contra el SARS-CoV-
2 al inicio de la pandemia (86). No obstante, un ensayo controlado aleatorizado
demostré que el tratamiento con lopinavir/ritonavir no produjo ningun beneficio
con respecto al tratamiento estdndar en pacientes hospitalizados con COVID-19
grave (103). Actualmente, lopinavir/ritonavir no estda indicado para el

tratamiento de la COVID-19 en pacientes hospitalizados y no hospitalizados (86).

Ivermectina

La ivermectina es un antiparasitario aprobado por la FDA que se ha usado en
todo el mundo para el tratamiento de la COVID-19 basandose en los datos
arrojados por un estudio in vitro que concluyd que podia frenar la replicacion del
SARS-CoV-2 (104). Otro ensayo de control aleatorizado, doble ciego y unicéntrico
en el que participaron 476 pacientes adultos con enfermedad leve por COVID-19
a los que se les asignd al azar para recibir bien ivermectina 300 pg/kg durante
cinco dias o bien placebo no demostré ninguna diferencia significativa en la
mejoria de los pacientes ni la resolucion de los sintomas (105). Actualmente, la
ivermectina no esta indicada para el tratamiento de la COVID-19 en pacientes

hospitalizados y no hospitalizados (86).

1.2.6.2 Anticuerpos monoclonales

Bamlanivimab y etesevimab.

El bamlanivimab (LY-CoV555 o LY3819253) y el etesevimab (LY-CoV016 o
LY3832479) son dos potentes anticuerpos monoclonales neutralizantes.
Bamlanivimab se ha obtenido de plasma de un paciente con COVID-19. Se ha
observado que el etesevimab, in vitro, se une a un epitopo diferente del

bamlanivimab y neutraliza las variantes a las que el bamlanivimab es resistente
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(86). En la fase Il del ensayo BLAZE-1, la combinacidon de ambos se asocié a una
reduccioén significativa de la carga viral del SARS-CoV-2 en comparacidn con el
placebo (106). Los datos preliminares de la fase lll parecen indicar que el

tratamiento reduce el riesgo de hospitalizacién y muerte en un 87% (86).

Casirivimab e imdevimab

REGN-COV2 es una combinacion de dos anticuerpos monoclonales anti-
inmunoglobulina G1 no competidores, casirivimab e imdevimab, dirigidos contra
el fragmento RBD de la proteina S del SARS-CoV-2. Esta combinacién ha
demostrado disminuir la carga viral in vivo en estudios testados en primates no
humanos, ademds de prevenir las posibles complicaciones patoldgicas
producidas por el virus cuando se administra profilactica o terapéuticamente
(86,107). Ademas, un ensayo doble ciego con 275 pacientes no hospitalizados
con COVID-19 que fueron divididos aleatoriamente para recibir 2,4 g de REGN-
COV2 (casirivimab 1,2 geimdevimab 1,2 g), 8 g de REGN-COV2 COV?2 (casirivimab
2,4 g e imdevimab 2,4 g) o placebo concluyd que la combinacion de los dos
anticuerpos monoclonales redujo la carga viral en comparacion con el placebo,
ademas de que su perfil de seguridad era similar al del grupo control (86,108).
Los datos preliminares de otro ensayo de fase Ill de REGN-COV revelaron una
reduccion del 70% de las hospitalizaciones o muertes en pacientes no
hospitalizados con COVID-19 (86). In vitro, se ha comprobado que este
medicamento es eficaz frente a las VOC Alfa y Delta, pero no frente a Omicron

(109).

Cilgavimab y tixagevimab

AZD7442 es el nombre que recibe la combinacién de cilgavimab y tixagevimab,
dos anticuerpos monoclonales neutralizantes anti-espicula obtenidos a partir de
anticuerpos aislados de células B de pacientes infectados con SARS-CoV-2 que

han demostrado actividad neutralizante contra el virus al unirse a la regién RBD
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de la proteina S (86). Los resultados de un ensayo en fase Il, multicéntrico, doble
ciego, aleatorizado y controlado han demostrado la eficacia y la seguridad de
este medicamento para la prevencién de la COVID-19 en aquellos pacientes de
alto riesgo, aquellos que tuvieron una respuesta inadecuada a la vacuna vy
aquellos que no la pudieron recibir (86,110). En diciembre de 2021 la FDA aprobd
una EUA para esta combinacién de anticuerpos monoclonales para su uso en
profilaxis preexposicion de SARS-CoV-2 en adultos y poblacion pediatrica (a
partir de 12 afios y peso minimo de 40 kg) sin evidencia de infecciéon por SARS-
CoV-2 en el momento de la administracién y sin contacto reciente con individuos
positivos con SARS-CoV-2, para aquellos que presenten una inmunosupresion
moderada o severa debido a distintos tipos de afecciones y tratamientos o que
estén en tratamiento con inmunosupresores y no puedan generar una respuesta
inmunitaria adecuada a la vacunacion con COVID-19 o en personas en las que la
vacunacion contra el SARS-CoV-2 esté contraindicada debido a antecedentes de

reacciones adversas graves a la vacuna o a sus componentes (86).

Sotrovimab

El sotrovimab (VIR-7831) es un potente anticuerpo monoclonal neutralizante
frente a la espicula que demostré actividad in vitro contra las primeras cuatro
variantes de preocupacién Alfa, Beta, Gamma y Delta. Un andlisis multicéntrico,
doble ciego, en fase Il arrojé resultados provisionales sobre la disminucién del
riesgo de hospitalizacion o muerte en un 85% en pacientes de alto riesgo con
COVID-19 leve a moderada no hospitalizados a los que se les habia administrado

500 mg de sotrovimab frente al grupo control (86,97).

Bebtelovimab

Bebtelovimab (LY-CoV1404, 1404) es un anticuerpo monoclonal neutralizante
que se une a la regién RBD de la proteina S. Se usa solo o en combinacién con

bamlanivimab y etesevimab en pacientes ambulatorios con COVID-19 leve o
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moderada. De hecho, segln publicé Doughan et.al en un preprint en 2022, el uso
de esta combinacion demostrd eliminar de manera mas eficaz el virus y una
mayor rapidez de la resolucion de la enfermedad (111). Es el Unico anticuerpo
monoclonal que parece tener efecto neutralizante frente a algunos sublinajes de
Omicron, pero no frente a los recombinantes (XBB), BQ.1, BQ.1.1 ni CH.1.1
(86,109).

Adintrevimab

Es un anticuerpo monoclonal humano de inmunoglobulina G1 neutralizante
frente a las variantes de SARS-CoV-2, que se basa tanto en la reduccion de la
carga viral y de la clinica pulmonares como en la inhibicion de la replicacién viral
en el tracto respiratorio superior e inferior. Se une a un epitopo en el RBD de Ia
proteina S del SARS-CoV-2 que se superpone parcialmente al sitio de unién de la
ACE-2 y esta altamente conservado entre los Sarbecovirus. Ha demostrado una

gran actividad neutralizante frente a las VOC, excepto frente a Omicron (112).

Regdanvimab

Este fdrmaco actua impidiendo la interaccién entre la proteina S y el receptor
ACE-2, por tanto, dificulta la entrada del virus en la célula. Un estudio, llevado a
cabo por los investigadores Mungmunpuntipantip y Wiwanitkit (113) demostré
que el uso de regdanvimab para el tratamiento de la COVID-19 de leve a
moderada disminuyé en gran medida el desarrollo de la enfermedad; no
obstante, este beneficio se vio comprometido frente a la variante Delta (114).
Los estudios llevados a cabo en los que se ha usado este farmaco para el
tratamiento de la COVID-19 con la variante Omicron indican que no tiene efecto

frente a esta variante, por tanto, se desaconseja su uso (109).
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Amubarvimab y romlusevimab

Amubarvimab y romlusevimab son dos anticuerpos monoclonales de
administracion intravenosa y que actian contra la proteina S del SARS-CoV-2,
aungue uniéndose a distintos epitopos del RBD (115,116) (en ensayos en cultivo
celular, el amubarvimab bloquea la entrada del virus en la célula y neutraliza la
infeccion activa por SARS-CoV-2, mientras que el romlusevimab tiene un efecto
aditivo cuando se combina con el amubarvimab). La Administracidon Nacional de
Productos Médicos de China aprobd su uso en diciembre de 2021, después de
haber sido desarrollados por Brii Biosciences, la Universidad de Tsinghua y el
Tercer Hospital Popular de Shenzhen. Se pueden usar en combinacién y su uso
esta restringido a pacientes con COVID-19 leve a moderada de mas de 12 afios
con un peso corporal mayor de 40 kg (aprobacidon condicional) con un elevado
riesgo de progresar a una enfermedad grave, incluida la hospitalizacion o la
muerte (116). En un estudio de fase I, se vio que la hospitalizacidon o muerte de
los pacientes fue menor en el grupo donde se administro este medicamento que
en el grupo control (117).

Los datos in vitro manifiestan que la actividad neutralizante de esta combinacién
de farmacos se mantiene frente a las principales variantes del SARS-CoV-2,
incluidas las VOC (Alfa, Beta, Gamma, Delta). En cuanto a la Gltima VOC, Omicron,
parece tener cierta actividad frente a BA.1, XBB y BQ.1, pero muestra resistencia

frente a las demas (109,116).
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Test\mAb BAM ETE BAWETE CAS IMD CAS/IMD ciL X CILTIX soT BEB ADI
Alpha 15 13z 13 12 063 09, 0615 15, 0.8 185 09 135
Beta 990, 063 1610 T 58y 1755 Tar 1o 28;
Gamma 042 15 051 37 0.9, 1z 15 22;
Delta 04 1 075 153 131 2445 105 1 113 T2 155
Omicron/BA.1 98047 38s Tor 10850
Omicron/BA 2 185 B s ™
Omicron/BA2.12.1 2845 9110 204 s EA
Omicron/BA.2.75 Vs 24y, 1215 31
Omicron/BA2.75.2 EA 2 28
Omicron B8 14,
Omicron/XBB.1 >1000; >10004 15¢
Omicron/’XBB.1.5 18
Omicron/XBB.1.16 127, 488, 53 149
Omicron/BA 4/5 >1000;9 588, >1000,5 Biks Tk 1
Omicron/BA 4.6 m 1
Omicron/BQ.1 - - - 265
Omicron/BQ.1.1 >1000;
Omicron/BF 7 - - - 485 13
Ormicron/CH.1.1 - - - >1000; >1000, 163
ota 14y s 93y 141 15 085 29, 105 08; 09 35
Epsilon 1; 8 125 17, 08 27s 21, 125 03 09, 15,
Kappa 09 8s 95, 21, 15 24, 07, 13; 08 09, 23,
Lambda >1000; 04 0.9 27 16, 1 06, 15¢ 1 13,
Mu 89, 6.25 15 18, 3 715 115 53 5

Tabla 6. Anticuerpos monoclonales usados para la COVID-19 aprobados por la
FDA bajo uso en emergencias en cuanto a su efecto neutralizante frente a
variantes del SARS-CoV-2. Color blanco: susceptibilidad; color azul claro:
susceptibilidad intermedia; color azul oscuro: resistencia. Abreviaturas de los
anticuerpos monoclonales (mAb): BAM: Bamlanivimab/LY-CoV555/LY3819253;
ETE: Etesevimab/LYCoV016/JS016/CB6; CAS: Casirivimab/REGN10933; IMD:
Imdevimab/REGN10987;  CIL:  Cilgavimab/COV2-  2130/AZD1061; TIX:
Tixagevimab/COV2-2196/AZD8895; SOT: Sotrovimab/Vir-7831/S309; BEB:
Bebtelovimab/LYCoV1404/LY3853113;  ADI: Adintrevimab/ADG20/ADG-2
(109,118).
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Test\mAb REG AMU ROM AMU/ROM DXP-604 €135 c144 C135/c144 JMB2002 Vir-7832
Alpha 12, 06: 02 15, 08, 124 13, - - 28
Beta 065 65 18, 83, 13 - - 09,
Gamma 0.6, 07 25, 06, 14, - - 0.8,
Delta 03 25, 163 04, 184 - 12, 05
Omicron/BA 1 09 125 184 - 12, 31
Omicron/BA 2 3% 203 09
Ormicron/BA 2.12.1 88 18; - 65,
Ormicron/BA 275 53 - 155
Omicron/BA 2.75.2 [91,]
Omicron/XBB 08, 12 En >1000;
Omicron/XBB.1 51
Omicron/XBB.1.5
Omicron/XBB.1.16
Omicron/BA4/5 163 517 -
Omicron/BA4.6 2 62;
Omicron/BQ 1 08 12,
Omicron/BQ.1.1 >1000; -
Omicron/BF.7 16, [
Omicron/CH 1.1 322 24,
lota 3% - - 25,
Epsilon - - 25,
Kappa 24 - - 25, - - - - - 1q
Lambda 161 - - 25, 1
Mu - - 25, - - 728,

Tabla 7. Anticuerpos monoclonales usados para la COVID-19 por su efecto
neutralizante frente a variantes del SARS-CoV-2 testados en otros estudios. Color
blanco: susceptibilidad; color azul claro: susceptibilidad intermedia; color azul
oscuro: resistencia. Abreviaturas de los anticuerpos monoclonales (mAb): REG:
Regdanvimab/CT-P59; AMU:  Amubarvimab/BRII-196/P2C-1f11; ROM:
Romlusevimab/BRI1198/P2B-1G5 (109,118).

1.2.6.3 Inmunomoduladores

e Corticoides

Como ya se ha explicado anteriormente, la COVID-19 se caracteriza por producir

una liberacién de citoquinas en el organismo asociada a una elevacion de los
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marcadores proinflamatorios, que genera una inflamacion a nivel pulmonar vy,
como consecuencia, una lesién. Al inicio de la pandemia, la eficacia de estos
farmacos no estaba bien clara; sin embargo, fueron publicdndose estudios que
demostraron, por ejemplo, que el uso de la dexametasona en pacientes con
ventilacién mecanica invasiva o soporte de oxigeno reducia la mortalidad a los
28 dias, aunque no demostro diferencias significativas en aquellos pacientes que
no contaban con ningun soporte respiratorio con respecto al grupo control
(86,119,120). En base a estos resultados, la dexametasona se considera, a dia de
hoy, el corticoide gold-standar, sola o en combinacidon con remdesivir, segun la
gravedad de la enfermedad en pacientes hospitalizados que requieren oxigeno

suplementario o ventilacion mecanica invasiva o no invasiva (86).

Interferén-B-1a (IFN-B-1a)

Los interferones son citoquinas esenciales que desencadenan una respuesta
inmunitaria ante una infeccién virica. Sin embargo, el SARS-CoV-2 puede inhibir
su liberacion in vitro. En un ensayo aleatorizado, doble ciego y controlado se
demostré que el uso de IFN-B-1a inhalado otorgd una mejoria clinica y una

recuperacion mayor que el uso de placebo (86,117).

No se dispone de datos sobre la eficacia del IFN-B-1a en las cinco VOC del SARS-
CoV-2 Alfa, Beta, Gamma, Delta y Omicron. Por ello y dada la insuficiente
informacién sobre el uso de este agente y la potencial toxicidad, no se

recomienda esta terapia para tratar la infeccién de COVID-19 (86).

Antagonistas de la interleukina (anti-IL-1)

Anakinra es un antagonista del receptor de la interleukina-1 aprobado por la FDA
para el tratamiento de la artritis reumatoide. Su uso para la COVID-19 grave fuera
de ficha técnica se evalué en un pequefio estudio de casos y controles

fundamentado en la produccidn de citoquinas (incluida IL-1) por el SARS-CoV-2:
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52 pacientes recibieron este tratamiento frente a 44 del grupo control. Se
demostré que el uso de anakinra redujo la necesidad de ventilacion mecanica
invasiva y la mortalidad en pacientes con COVID-19 grave (86,121). Dada la poca
informacién de la que se consta, no se recomienda actualmente el uso de este

farmaco para el tratamiento de la COVID-19 (86).

Anticuerpos monoclonales contra el receptor de interleukina 6 (anti-IL-6)

La interleukina-6 (IL-6) es una citoquina proinflamatoria clave en el estado
hiperinflamatorio caracteristico de la COVID-19. Impedir el efecto de esta
citoquina con un inhibidor de su receptor podria ralentizar el proceso de
inflamacién en pacientes con COVID-19 grave (122,123). Los anti-IL-6 aprobados
en la actualidad por la FDA son tocilizumab, sarilumab (ambos empleados en
trastornos reumatologicos) y siltuximab (usado en el sindrome de Castleman)

(86).

o Tocilizumab

Es un anticuerpo monoclonal anti-receptor-alfa de la IL-6 indicado para
diversas enfermedades reumatoldgicas. Se han publicado datos
contradictorios con respecto al uso de este agente. En un ensayo clinico
con 21.550 pacientes, 4.116 estaban incluidos en un programa de ensayo
RECOVERY en el que recibian oxigeno y presentaban indicios de
inflamacidn sistémica. De esos, 2.022 pacientes fueron tratados con
tocilizumab y 2.094 permanecieron con las medidas sanitarias habituales.
De este ultimo grupo, 729 (35%) fallecieron en 28 dias. El ensayo
demostré que la administracidon de tocilizumab se asociaba a una mayor
probabilidad de alta hospitalaria en 28 dias (57% frente a 50%), porque el
farmaco reducia la necesidad de ventilacion invasiva (124). En otro
estudio realizado por Gordon et al., se demostrd que este farmaco habia
reducido la tasa de mortalidad en el grupo control de casi el 36% al 28%
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(125). En contraposicidn, en un ensayo aleatorizado controlado con 438
pacientes hospitalizados con neumonia grave por COVID-19, 294 fueron
asignados aleatoriamente a recibir tocilizumab y 144, placebo. Se
demostré que el uso de tocilizumab no produjo una mejora significativa
en el estado clinico de los pacientes ni redujo la mortalidad a los 28 dias
en comparacién con el placebo (86,126). En otro estudio aleatorizado,
doble ciego y controlado con placebo, en el que se incluyeron pacientes
con COVID-19 grave confirmada, participaron 243 pacientes que
recibieron aleatoriamente uno u otro tratamiento y se observé que el uso
de tocilizumab no fue eficaz para prevenir la intubacidon o la tasa de

mortalidad (86,127).

o Sarilumab y siltuximab

Sarilumab vy siltuximab son dos antagonistas de los receptores de IL-6 que
tienen un potencial efecto sobre el estado hiperinflamatorio asociado a
la COVID-19 similar al tocilizumab. Un ensayo multinacional de fase llI,
aleatorizado, doble ciego y con grupo control de 60 dias de duraciéon y
con 431 pacientes no demostré mejoria significativa en el estado clinico
del paciente ni en la tasa de mortalidad (86,128). Por otro lado, no se
conocen ensayos clinicos publicados que respalden el uso de siltuximab

en la COVID-19 grave (86).

¢ Inhibidores de las Janus quinasas (JAK)

o Baricitinib
Es un inhibidor selectivo oral de las Janus quinasas (JAK) 1y 2 indicado
actualmente para pacientes con artritis reumatoide. Para la COVID-19, se
considerd inicialmente como potencial tratamiento por su efecto in vitro

inhibidor de la endocitosis del SARS-CoV-2 y de la via de seiializacion
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intracelular de citocinas, impidiendo, asi, el estado hiperinflamatorio de
la enfermedad (129,130). Este doble efecto inhibidor hace de él un
farmaco terapéutico apto para todas las fases de la COVID-19. Un estudio
multicéntrico observacional y retrospectivo en el que 113 pacientes
hospitalizados con neumonia por COVID-19 recibieron baricitinib
combinado con lopinavir/ritonavir 'y 78, hidroxicloroquina vy
lopinavir/ritonavir, concluyd que se observaba una mejora significativa
de los sintomas clinicos y de la tasa de mortalidad a las 2 semanas en el
brazo de baricitinib en comparacién con el brazo de control (86). En el
ensayo ACTT-2, un ensayo doble ciego, aleatorizado y controlado con
placebo, se evalué el uso de baricitinib mas remdesivir en pacientes
adultos hospitalizados con COVID-19, observandose que el uso de la
terapia combinada fue superior a la terapia con remdesivir solo tanto en
la reduccion del tiempo de recuperacion como en la aceleracién de la
mejoria clinica en pacientes hospitalizados con COVID-19, sobre todo en
aquellos que recibian suplemento de oxigeno de alto flujo o ventilacion
no invasiva (86,131). Ademas, esta combinacion ha sido aprobada para
uso en pacientes hospitalizados con COVID-19 segun una EUA emitida por
la FDA. La eficacia de baricitinib solo o con remdesivir no ha sido evaluado
frente a las variantes de SARS-CoV-2 y hay datos limitados sobre el uso
de baricitinib con dexametasona (86), por lo que no se aconseja su uso

por el momento.

Ruxolitinib

Es otro inhibidor selectivo oral de las JAK 1 y JAK 2 indicado en los
trastornos mieloproliferativos, la policitemia vera y la enfermedad de
injerto contra huésped (EICH) resistente a los esteroides. Al igual que
baricitinib, se ha planteado su potencial uso en la COVID-19 por su efecto
inhibidor sobre la via de sefializacidn intracelular de las citocinas (86). En

un ensayo prospectivo, multicéntrico, aleatorizado y controlado de fase
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II, el ruxolitinib no mostré diferencias estadisticas con respecto al
tratamiento estdndar; sin embargo, la mayoria de los pacientes
demostraron una mejoria significativa de la tomografia computarizada

(TC) tordcica y una recuperacién mas rapida de la linfopenia (86,132).

o Tofacitinib
Es otro inhibidor selectivo oral de JAK 1y JAK 3 indicado para la artritis
reumatoide de moderada a grave, la artritis psoriasica y la colitis ulcerosa
de moderada a grave. Gracias a su efecto inhibidor sobre la cascada
inflamatoria, se planted su uso para la mejoria de la lesidon pulmonar en
la COVID-19 grave (86). Un ensayo controlado y aleatorizado de 289
pacientes que recibieron tofacitinib o placebo mostré que el tofacitinib

conllevaba un menor riesgo de insuficiencia respiratoria o muerte (133).

o Alabrutinib, ibrutinib y rilzabrutinib
Son inhibidores de la tirosina cinasa de Bruton (BTK), que regula la
sefializacion y activacion de los macrofagos. Se emplean actualmente en
el tratamiento de algunas neoplasias hematoldgicas. Los resultados
obtenidos de un pequefio estudio sin indicaciéon médica en el que
participaron 19 pacientes hospitalizados con COVID-19 grave que
recibieron acalabrutinib destacaron el posible beneficio clinico de la

inhibicion de BTK (86,134).

1.2.6.4 Otras opciones

e Zafirlukast y simeprevir

Lazniewski et al. (135) realizaron estudios con zafirlukast, que se usa en la

actualidad contra el asma por su accidn antagonista de los receptores de
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leucotrienos (136), y con simeprevir, un inhibidor de la proteasa utilizado en el
tratamiento de la hepatitis C. Ambos farmacos disminuyen la unién del SARS-

COV-2 al receptor ACE-2 y, por tanto, su entrada en la célula del huésped (97).

Plasma de pacientes convalecientes

La terapia con plasma de pacientes convalecientes ha sido otra de las terapias
evaluadas para el tratamiento de la COVID-19. Su uso se empezd a evaluar
durante las epidemias de SARS, MERS y ébola, aunque no habia ensayos que
avalasen su eficacia real. La FDA, no obstante, aprobd una EUA para su empleo
en pacientes con COVID-19 grave potencialmente mortal (137,138). Con
posterioridad se ha comprobado que los datos de mdultiples estudios han
arrojado resultados contradictorios. Un estudio retrospectivo que incluyé datos
de un registro nacional de EE. UU. concluyd que, entre los pacientes
hospitalizados con COVID-19 sin ventilacién mecanica, hubo un menor riesgo de
muerte en los pacientes que recibieron una transfusién de plasma de pacientes
convalecientes que contenia niveles de anticuerpos inmunoglobulina G (IgG)
anti-SARS-CoV-2 mas altos que los pacientes que recibieron una transfusion de
plasma con niveles de anticuerpos mas bajos. Sin embargo, los datos de tres
ensayos controlados aleatorizados no mostraron diferencias significativas en la
mejoria clinica o la mortalidad global en los pacientes tratados con plasma de

convalecencia frente al tratamiento estandar (86,139-141).

74



Type 2- Alveolar cell Aerosolized -1 IFNs

{& @) Viral Particle |
Mot . @Omn| o, —24 2,
. Py

IFN-y inhibitor
Emapalumab — 2 I Ineffective response of type- I /I IFNs

JAKISTAT ‘ ® IFN-a/g, A
Corticosteroid / \ (type- I /II)

— Amplification of

, TCR , ﬁ nx 2{ £ i inflammation
WL B o B

T cell i e ———— Typs-T/M
. Dendritic cell Macrophage NK cell Monocyte IFNs
s e e s
’ = — ‘ ': ‘3 '.
IL-6 inhibitor /\ ¥
Tocilizumab @
Sarilumab ﬁ

Neutrophil

IL-1 inhibitor TNF-a inhibitor / %)
Anakinra
Etanercept . z
Canakinumab c roid __Cytokme Storm

Baricitinib
Ruxolitinib

Esquema 1. Fisiopatologia y tratamiento de la tormenta de citoquinas en la COVID-19

(82).

1.2.7 Diagndstico y seguimiento epidemiolégico

La deteccidn temprana y precisa del SARS-CoV-2 es fundamental, no solo para
diagnosticar la COVID-19 en los pacientes hospitalizados o no hospitalizados, sino
también para conocer la situacion epidemiolégica y poder tomar las medidas de Salud
Publica necesarias que frenen su propagacion. El gold-standard para la deteccidn
temprana del virus es la RT-PCR (reaccién en cadena de la polimerasa con transcripcion
inversa), pero su complejidad técnica le hace tener una aplicacién limitada. Por ello, se
han desarrollado otras técnicas que ayudan al diagndstico de la COVID-19 dentro y fuera
de los laboratorios de Microbiologia que permiten obtener un resultado en el menor
tiempo posible (142). La principal ventaja de la mayoria de estos métodos radica en

poder dar un resultado en 24 horas o menos (97).
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1.2.7.1 Muestras

Antes de plantearse cual es la mejor técnica para un diagndstico correcto hay que tener
en cuenta si la muestra es la adecuada para el patdgeno que se desea detectar. El SARS-
CoV-2 es un virus respiratorio, por lo tanto, la mejor muestra para su determinacion es
la recogida en el tracto respiratorio superior (TRS) (muestra nasofaringea) mediante un
hisopo flocado e introducido en un medio de transporte universal (UTM) o de virus
(VTM) (143). Aparte de este tipo de muestras, se han validado muestras de cornete
medio nasal, de fosas nasales anteriores, orofaringeas, aspirados o lavados de
nasofaringe, muestras de la nariz o, incluso, de la garganta. En el caso de pacientes
hospitalizados, las muestras que mas se han recogido han sido lavados broncoalveolares
(BAL) secreciones endotraqueales y, en casos puntuales, esputos (poco recomendables

por su baja rentabilidad) (143).

También se planted, en algun momento de la pandemia, el uso de saliva o gargaras de
la garganta como muestras no invasivas y aptas para la autorrecoleccién, pero los
resultados de los estudios fueron contradictorios. Mientras que unos demostraron que
el rendimiento de la saliva era comparable con las muestras nasofaringeas (144—148),
otros cuestionaron que pudiese usarse para la deteccion de SARS-CoV-2 igual que la
muestra gold-standard (149). Esto podria deberse a la variabilidad en la recogida de la
muestra o en las diferencias poblacionales (143). En el caso del estudio seroldgico, la

muestra necesaria es suero o plasma (150).

Otras muestras cuyo rendimiento se han estudiado han sido, por ejemplo, las muestras
de heces, que permiten detectar ARN viral, incluso en ausencia de sintomas
gastrointestinales. En cuanto a las muestras post mortem, se han aceptado muestras de
pulmdén tomadas con hisopo y muestras de tejido. No se recomiendan estudiar muestras
previamente parafinadas y fijadas con formalina por la técnica de amplificacién de
acidos nucleicos (TAAN) como la PCR porque el ARN del virus se puede degradar por la

formalina y podria inducir a resultados falsos negativos (143).

Asi mismo, es importante el momento de la toma de la muestra, ya que si se hace

demasiado pronto o demasiado tarde puede dar un resultado falso negativo. El
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momento correcto para la recogida de la muestra debe ser 2-3 dias después del inicio
de los sintomas y hasta 5 dias después. Si la muestra resulta negativa, pero la sospecha

clinica es elevada, se recomienda repetir el estudio 48 horas después (143).

Hay que tener en cuenta que, aunque el virus no crezca en cultivos celulares, no significa
gue no sea viable y se pueda transmitir. Asi mismo, la deteccion de material genético
del virus en el laboratorio por métodos moleculares no implica que el virus sea viable
(puede detectarse restos de material genético, pero que el paciente ya no sea un foco
de infeccién) (143). Se ha observado que el tiempo medio de deteccién de ARN de virus
en el tracto respiratorio superior en pacientes con COVID-19 puede variar de 8 a 20 dias
después del inicio de los sintomas y de 6 a 31 dias en pacientes con COVID-19 moderada
a grave. En cuanto a las muestras procedentes del tracto respiratorio inferior (TRI), la
media de tiempo de deteccién fue de 8 a 38 dias en casos leves y de 6 a 27 dias en los
casos de enfermedad moderada a grave. Un metaanalisis y una revisidon sistematica
concluyeron que la duracion media de deteccidon de material genético de SARS-CoV-2
erade 12,1 dias (ICos: 10,1 —14,1) en el TRS y de 24,1 dias (ICe5: 10 —38,2) en el TRl desde
el inicio de los sintomas y en casos leves. En los moderados a graves, esta estimacion

cambiaba a 15,8 (1Cs5: 11,1 — 20,6) y a 23,2 (ICos: 21,5 — 25) dias respectivamente (143).

Otra revision sistematica y un metaanalisis determinaron que el pico de deteccidn
(extrapolable a la carga viral) en los casos leves era maximo a los 4 dias desde el inicio
de los sintomas en las muestras de TRS (con 6,6 x 108 copias/ml) y 6 dias en el de TRI
(con 2,7 x 108 copias/ml), mientras que en los casos graves, el pico maximo de deteccidn
en el TRS se dio al dia 8 (con 4,6 x 10° copias/ml) y en el TRI, al dia 11 (con
aproximadamente 3,5 x 10® copias/ml) (143). En cuanto a las diferencias en la carga
virica y la duracién entre sintomaticos y asintomdticos, hay datos contradictorios.
Algunas publicaciones han observado poca o ninguna diferencia en las cargas virales
entre los dos grupos; sin embargo, otras han demostrado cargas Vvirales

significativamente mayores en los pacientes sintomaticos (143).

Hay que destacar que el tiempo medio de eliminacidn del virus en pacientes con COVID-
19 leve es de 10-20 dias, aunque se han reportado casos en los que la eliminacién ha

durado hasta 83y 111 dias después de inicio de los sintomas (151,152). Sin embargo, se
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cuestiona si la persistencia de deteccion de ARN viral implica infectividad (143). Seria
importante tener esto en cuenta a la hora de establecer cuarentenas y por cuanto

tiempo (143).

1.2.7.2 Métodos seroldgicos

Los sistemas de deteccién en la actualidad incluyen, entre otros, métodos serolégicos.
Estos métodos son rapidos, poco invasivos (97), indirectos y su particularidad es que no
diagnostican de forma directa la presencia del virus en el organismo, sino que detectan
inmunoglobulinas o anticuerpos del sistema inmune (IgM, 1gG, IgA) que se generan

cuando el huésped entra en contacto con el virus (153).

El sistema mas comun se basa en la afinidad de enzimas a la unién con el antigeno
especifico del SARS-CoV-2 o placas conteniendo anticuerpos primarios y secundarios
(97) que, al unirse al antigeno, conducen a un cambio de color que un
espectrofotdmetro lee y determina la concentracion de anticuerpos en la muestra

(ensayo inmunoabsorbente de enlace enzimatico (ELISA)) (153).
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Esquema 2. Ensayo ELISA. 1) Se fija un antigeno virico a partir de células infectadas,
viriones o ingenieria genética a la superficie de la placa. 2) Se afiade la muestra (suero)
y los anticuerpos presentes en ella se unen al antigeno presente en la placa. Se lava la
placa para que los anticuerpos que no se hayan unido se eliminen. 3) Se afiade un
anticuerpo antihumano conjugado con una enzima. Se lava la placa para que los
anticuerpos antihumanos no fijados se eliminen. 4) Se afade un sustrato que se une a
la enzima. 5) El sustrato emite una luz, color o precipitado detectable a simple vista o

con automatizadores (154).

Otro segundo método, igualmente usado, es el inmunoensayo de quimioluminiscencia

(CLIA), que utiliza sondas quimicas que pueden emitir luz mediante una reaccién quimica
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llevada a cabo con el anticuerpo marcado contra el SARS-CoV-2. Este método es mas

sensible en comparacién con el ELISA, pero mds costoso (97).

Un tercer método, mas rdpido, pero menos sensible, es el ensayo de flujo lateral (lateral
flow assay o LFA). Es un ensayo que se basa en la busqueda de la presencia de
anticuerpos especificos frente al SARS-CoV-2 a través del desplazamiento de la muestra
por una membrana de nitrocelulosa que contiene antigenos especificos de SARS-CoV-2
(142). Algunos test no discriminan entre inmunoglobulina Go M, pero los que si lo hacen
podrian utilizarse como un indicador indirecto de una infeccion reciente o pasada (153).
Estos test son faciles de usar, no requieren preparaciéon previa de la muestra ni de
personal cualificado y aportan un resultado en 5-15 minutos (142). No obstante, no se
recomiendan para el diagndstico de la infeccidn en curso, puesto que los anticuerpos
IgM tardan en formarse alrededor de 5 a 14 dias desde el inicio de los sintomas, tiempo

en el cual se podria transmitir el virus (153,155,156).

Ademas, las vacunas que hay en la actualidad en el mercado generan anticuerpos anti-
espicula (anti-S), pero estos también se producen tras la infeccién por el virus. Los
anticuerpos anti-S son la diana de muchas pruebas seroldgicas. Sin embargo, la
deteccidn de anticuerpos por estas pruebas tiene el inconveniente de que no distinguen
entre anticuerpos producidos por la vacuna o por la infeccién. Para ello, se recomienda
detectar anticuerpos anti-nucleocapside (anti-N), especificos de la infeccion por SARS-
CoV-2, y que no se generan por ningun otro factor externo como la vacuna. No estd
recomendado el diagndstico de anticuerpos para la evaluacion del estado inmunolégico,

ni siquiera para evaluar la eficacia de la vacuna (157).

Estos métodos no deben suponer, por si solos, un método diagndstico de la enfermedad.
Ademas, un resultado positivo, sin discriminar IgM de 1gG, no diferencia entre infeccién
reciente o pasada y tampoco se pueden descartar reacciones cruzadas con otros
coronavirus de la familia, y un resultado negativo no garantiza que el paciente no esté
infectado en el momento de la prueba (153). Si ha estado en contacto con el virus, el
diagnéstico debe realizarse por pruebas moleculares. No obstante, si que pueden servir
para crear una gran base de datos a nivel mundial, no solo para observar la inmunidad

individual y de rebafio, sino también para detectar posibles donantes de plasma para
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tratar la enfermedad en otros pacientes mas graves o para el desarrollo de vacunas

(153).

1.2.7.3 Métodos moleculares

Otra forma de detectar el SARS-CoV-2 es mediante métodos moleculares, como la
técnica de reaccion en cadena de la polimerasa con transcripcidn inversa en tiempo real
(RT-PCR). Se trata de un método de referencia que conlleva la transcripcién del ARN de
SARS-CoV-2 en ADN complementario (ADNc) seguida de una PCR en tiempo real para la
amplificaciéon de ese ADNc. Tiene la ventaja de que es mas sensible, pero mas caro que
los métodos seroldgicos y tiene un limite de deteccion de unas 250 copias
gendmicas/ml. Las proteinas estructurales que incluyen la espicula y la nucleocapside se
utilizan como biomarcadores en la deteccion (97). El diagndstico de muestras agrupadas
(pooling) ha demostrado una gran eficacia frente al diagndstico de las muestras
individualmente y unos valores excelentes de sensibilidad, especificidad y valores
predictivos positivos y negativos. Ademas, aporta un aumento en la capacidad analitica
del laboratorio de Microbiologia al otorgarle la posibilidad de hacer andlisis masivos sin
perder precision en el resultado (158). Se ha desarrollado otra tecnologia que permite
detectar la presencia o ausencia de varias mutaciones de una sola vez: son las PCR alelo-
especificas. Con estas, se puede detectar a la vez si un paciente esta infectado con una

u otra variante, segin el momento epidemiolégico en el que se determine (159-161).

Existe otro método molecular basado en la amplificacidn isotérmica mediada por bucle
en tiempo real (RT-LAMP), similar a la RT-PCR en cuanto a la conversiéon de ARN, pero
no precisa de termociclador, lo que hace que sea mas eficiente en cuanto al tiempo y

tiene la ventaja de que es capaz de detectar hasta 1,5 copias gendmicas/ul (97).

Un tercer método molecular usado para la deteccién y diagndstico de SARS-CoV-2 es la
hibridacion de acidos nucleicos mediante microarrays (97). Consiste en una técnica
similar a la RT-LAMP, pero, después de transcribir el ARN en ADNc, este se afiade a un

pocillo que contiene oligonucledtidos especificos del virus para, a continuacidn, realizar
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una purificacion del complejo mediante el lavado del virus hibridado y la medicién de su

sefal. Esta, al igual que la secuenciacidn, es una técnica sensible, pero cara.

También se puede llevar a cabo la deteccién de SARS-CoV-2 en el punto de atencion al
paciente (point-of-care) mediante un flujo lateral basado en nanotecnologia acoplada
con anticuerpos (IgM e IgG) con algunas lineas como nanoparticulas de oro y otras como
oro agrupado debido al acoplamiento de bandas plasménicas (97) por resonancia de
plasmones superficiales (SPR), basado en la oscilacion colectiva de electrones en una
superficie de metal noble dada, y que se usa comunmente para detectar
las interacciones moleculares en tiempo real entre proteina-proteina, proteina-

ADN/ARN, antigeno-anticuerpo y enzima-sustrato con alta sensibilidad (153,162).

La técnica mas novedosa para la deteccidon de este virus es la tecnologia CRISPR
(clustered regularly interspaced short palindromic repeats) basada en repeticiones
palindromicas cortas agrupadas y regularmente intercaladas mediante el acoplamiento
con fluorescencia. Mediante la técnica SHERLOCK (specific high sensitivity enzyme
reporter unlocking), se puede detectar el virus en una hora y conlleva un menor coste
de analisis a escala industrial en comparacion con la RT-PCR y menor numero de
resultados falsos negativos. Sin embargo, tiene sus limitaciones, ya que se trata de una

tecnologia bastante nueva que todavia necesita mejoras (97).

1.2.7.4 Secuenciacion

A raiz de la pandemia de SARS-CoV-2, la secuenciacién ha ganado peso en cuanto a
técnica diagndstica (163). Tanto es asi que la OMS ha facilitado unas directrices para
unificar criterios: la secuenciacién permite hacer un seguimiento de la aparicion de
nuevas variantes de SARS-CoV-2, entender cémo funciona el virus, mejorar el
diagnéstico y las terapias aplicadas, investigar la transmision y propagacion entre
personas y tener datos epidemioldgicos de interés (164).

El estudio de secuencias gendmicas acumuladas del virus permite, ademas, conocer el

origen del virus (sin la secuenciacién no se habria podido establecer el parentesco entre
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el SARS-CoV-2 y el SARS-CoV o la relacion entre el SARS-CoV-2 humano y el virus
presente en los murciélagos (RaTG13), lo que arrojé luz inicialmente sobre la posible
fuente de contagio (165)), la relacién filogenética entre infectados, la frecuencia de
mutaciones importantes y el surgimiento de nuevas variantes de preocupacion (163). La
primera mutacién que se detecté fue por secuenciacién y fue la sustitucion del
aminoacido D614G en la proteina de la espicula, lo que le otorgd una ventaja en cuanto
a la transmisiéon medible. Asi, se pudo establecer el primer linaje B.1. Posteriormente,
se consiguidé detectar la mutacién N439K en el RBM, que conferia al virus una mayor
afinidad por el receptor humano ACE-2, una mayor resistencia a la accidén neutralizante
de algunos anticuerpos monoclonales y una significativa reduccién en la actividad de
algunos sueros policlonales de personas previamente infectadas (166). Estos virus
mutados presentaron una capacidad de replicacion in vitro y de infeccidn con resultados
clinicos similares a la cepa salvaje. La mutacion N439K fue la primera sustituciéon de
aminoacidos en el RBM en relacion con la cepa salvaje empleada en el desarrollo de
vacunas, y supuso un presagio para la posterior evolucion de la evasidon inmune (165).
El empleo de métodos computacionales y de aprendizaje automatico en las secuencias
genomicas servird para generar predicciones fiables que supongan un sistema de alerta
temprana para la vigilancia de nuevas variantes y sera importante en el futuro desarrollo
de vacunas (165).

La metagendmica y los métodos basados en enriquecimiento de dianas son las dos
formas de secuenciacién que se usan en la actualidad. La metagendmica permite extraer
el genoma del virus de las muestras clinicas y secuenciar el ARN, lo que supone una
ventaja sobre el segundo método, ya que puede usarse para diagnosticar cualquier
patdgeno, incluso sin conocerse su identidad o si es de nuevo surgimiento. Sin embargo,
un impedimento puede ser el material genético de la célula huésped, que puede
interferir con la determinacién. En este caso, se debe eliminar o reducirse, y la forma de
hacerlo dependera del tipo de virus. Por otra parte, los métodos de enriquecimiento de
dianas se basan en sondas de captura hibridas, donde las secuencias de estas sondas
son complementarias a las secuencias gendmicas del virus y estos enriquecimientos

diana eliminan con gran eficacia las secuencias no diana, aumentando, asi, la proporcién
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de secuencias diana. Una ventaja de esta técnica es que permite captar variantes que se
separan de las habituales. No obstante, es una técnica cara y compleja (163).

También existe la secuenciacion metagendmica basada en amplicones. Se recurre a ella
cuando se desean amplificar determinadas regiones de un gen mediante PCR que serdn
evaluadas posteriormente mediante secuenciacién de siguiente generacion (Next
Generation Sequencing o NGS) y los resultados, comparados con una base de datos
previa (97). Es una técnica mas barata, sensible y especifica, pero solo se puede aplicar
a patdgenos previamente conocidos (163). Este método permite el diagndstico de
diferentes variantes de SARS-CoV-2 (97).

Existe una alternativa que permite amplificar material gendmico independiente de la
secuencia: la amplificacion isotérmica con cebador unico (SPIA) (163). La ventaja es que
no requiere del conocimiento previo del patdgeno, pero si que necesita que se elimine
antes del estudio el material genético no patdgeno. Por ello, es importante contar con
un alto inéculo del patdgeno en la muestra (167). Este tipo de secuenciacion, cuando se
tiene un escaso indculo, ha demostrado tener una muy baja cobertura en comparacion
con otros métodos (163,167).

Segun la OMS, la secuenciacion del genoma completo debe hacerse en muestras con
valores del umbral de nimero de ciclos (cycle threshold o Ct) menores o iguales a 30,
aunque la secuenciacién parcial puede hacerse con muestras con un Ct de 30-35 (164).
Para la secuenciacion del genoma se pueden utilizar diferentes tecnologias. La
secuenciacion Sanger es la convencional, pero cada vez esta siendo mas desplazada por
la secuenciacién de genoma completo o NGS. Por el momento, las plataformas mds
utilizadas para esta nueva técnica de secuenciacién son Illumina, lon Torrent, PacBio y
Oxford Nanopore Technology. La longitud de las secuencias que permite detectar
llumina es relativamente corta (paired-end 150 pares de bases (pb)), pero el
rendimiento y la precisidn de las lecturas individuales son excepcionales y los resultados
se pueden obtener en 12 horas (142). lon Torrent es otra tecnologia de plataforma de
secuenciacion de lecturas cortas (400-600 pb), pero se diferencia de la primera en que
el tiempo de funcionamiento del secuenciador es inferior. Por otra parte, PacBio y
Oxford Nanopore Technology son las alternativas para las lecturas mas largas, de

decenas de kilo pares de bases (kpb) o mas. Estas plataformas permiten cubrir la mayor
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parte del genoma del virus, aunque, su rendimiento es relativamente inferior al de los
secuenciadores de lectura corta y la precision de las lecturas individuales también es
peor. Las plataformas de secuenciacidon de Oxford Nanopore Technology maximizan los
beneficios e inconvenientes del secuenciador de lectura larga. La longitud maxima de la
lectura individual se registra hasta una escala de megabase (163,168). Sin embargo,
debido a la relativa baja precision de las lecturas individuales, la OMS no las
recomiendan para la secuenciacién del genoma completo del SARS-CoV-2 a menos que
se replique la secuenciacién (163,164). En un estudio realizado por Wang et al. se ha
comprobado que la secuenciacién de objetivos de nanoporos (NTS) para SARS-CoV-2 y
otros patégenos simultaneamente de muestras respiratorias puede dar resultados en
10 horas (169).

La coberturay la eficacia de la secuenciacién del genoma virico pueden variar en funcion
del numero de muestras por serie. La mayoria de bibliotecas de secuenciacién multiplex
de NGS permite analizar hasta 384 muestras por serie. Sin embargo, los secuenciadores
de Illumina (Hiseq, NextSeq y NovaSeq) producen lecturas masivas para genomas
pequenos de virus incluso con bibliotecas multiplex. La generacion masiva de lecturas
de secuencias y las bajas tasas de error compensan el tamafio de las lecturas individuales
La secuenciacion del genoma completo estd practicamente solo disponible para la del
secuenciador de Illumina o plataformas similares, ya que estas permiten ensamblar las
secuencias individuales del virus para obtener el genoma completo con una alta calidad
y excluyendo con éxito de las lecturas el material genético de la célula huésped,
contaminaciones, otros patégenos, etc. Los secuenciadores como PacBio y Oxford
Nanopore Technology permiten obtener lecturas individuales muy largas capaces de
cubrir la mayor parte del genoma del virus, pero con un rendimiento de lectura de las
secuencias totales bajo y una escasa precisién de las lecturas individuales. Por eso, no

son tan apropiadas para la secuenciacion del genoma completo (163).
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Esquema 3. Diferentes técnicas para la secuenciacién del genoma: metagenoma,
hibridacion, amplificacion basada en amplicones y amplificacién isotérmica con cebador

unico (SPIA). Adaptado de Hee Min Yoo, II-Hwan Kim y Seil Kim, 2021 (163).

1.2.7.5 Otros métodos

También existen pruebas basadas en la busqueda de antigeno. A diferencia de los
métodos moleculares, estas técnicas detectan componentes virales (proteinas S, M o N)
sin necesidad de amplificacidon térmica. Y al igual que los métodos basados en PCR, estas
pruebas solo determinan si existe infeccion activa o no, pero no el estado de
recuperacion del paciente. Debido a que los antigenos se encuentran en el virus y se
pueden detectar en el momento de la infeccidn, estas pruebas podrian ser mas fiables
gue los test de diagndstico seroldgicos. Se basan en pruebas de flujo lateral para una
deteccion rapida y facil (no requiere de formacién especifica para llevarla a cabo) o en
un formato ELISA cuando se desea obtener una mayor sensibilidad y mayor rendimiento
(se pueden trabajar hasta 96 muestras a la vez) (153) A pesar de que la deteccidn por
flujo lateral es menos sensible que los métodos moleculares, pueden detectar el

antigeno del virus cuando el paciente tiene una carga viral alta (esto es en los dias 1-3
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previos al inicio de los sintomas o 5-7 dias después), llegando a disminuir notablemente
en la segunda semana después del inicio de los sintomas (143). Para estos tests solo
estan validadas como muestras frotis nasofaringeos, muestras de cornetes medios

nasales y frotis nasales. No estan validados para frotis orales o saliva (170).

Otras opciones menos rdpidas, pero igualmente utilizadas en algunos ambitos han
servido, por ejemplo, para monitorizar y analizar el progreso de la neumonia en
determinados 6rganos (pulmones, higado y corazén) utilizando rayos X con un modelo
de inteligencia artificial con sistema de aprendizaje profundo capaz de discernir entre
neumonia virica y otros tipos de neumonia o ausencia de ella basdndose en imagenes
de rayos X por ordenador. Las tomografias computarizadas son los métodos mas
utilizados para el diagndstico de afectacién del tracto inferior o el seguimiento de casos
de COVID-19. Las caracteristicas tipicas de una imagen de TC de tdrax en esta
enfermedad son opacidades en vidrio deslustrado (GGO) o reticulares con o sin
consolidaciones que se presentan de manera bilateral, periférica o en distribuciones
posteriores (143). Tao et al. (70) avalaron el uso de imagenes de tomografia
computarizada (TC) de tdrax para diagnosticar la COVID-19 por su alta fiabilidad y una
sensibilidad del 98%.

Por otro lado, también existe la prueba de amplificacién de acidos nucleicos basada en
cartuchos (CBNAAT). Estos cartuchos incluyen todo un sistema de amplificacién
completamente automatizado y que usan una PCR a tiempo real. GeneXpert es una de
las tecnologias incluidas en este grupo. En su andlisis, detecta el gen E y el gen N del
SARS-CoV-2 (142) en unos 50 minutos. Otra es ePlex® (GenMark Diagnostics), que
detecta el gen N. También se incluyen otras tecnologias desarrolladas por diferentes
laboratorios como Simplexa® (DiaSorin) o Cobas® Liat (Roche), basadas en una PCR a
tiempo real sin necesidad de extraccion previa y que detectan los genes Sy ORFla/b en
70 minutos (Simplexa®) (171,172) y los genes ORF1a/b y N en 20 minutos (Cobas® Liat)
(173) en el caso de que se encuentren en la muestra analizada. Por otro lado, también
existen las tecnologias de FilmArray™ (BioMérieux) o QIAstat-Dx™ (Qiagen), que
cuentan con sendos paneles sindrémicos y se basan en una PCR multiple que arroja

resultados en alrededor de 45-70 minutos (174,175).
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Otra prueba basada en dacido nucleico, TrueNAT, se emplea para la confirmacién de
casos de COVID-19 con una tecnologia basada en chips que detecta tanto el gen E como

el de la ARN-polimerasa dependiente de ARN (RdRp) en una hora (142).
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Esquema 4. Descripcion general de las pruebas de acidos nucleicos para el SARS-CoV-2.
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sistema de deteccion CRISPR (D) y nanoparticulas (E) (163).
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1.2.8 Variantes

Como ya se ha visto, el SARS-CoV-2 tiende a evolucionar genéticamente dando multiples
variantes con diferentes caracteristicas en comparacién con su cepa inicial o salvaje. La
secuenciacién gendmica ha sido de gran importancia en el entorno pandémico mundial
porque ha servido de ayuda para detectar cualquier nueva variante genética del SARS-
CoV-2 que fuera surgiendo. Al principio, la evolucién genética fue escasa, con la
aparicion de la variante D614G, dominante en todo el mundo, asociada a una mayor
transmisibilidad, pero sin capacidad de causar enfermedad grave (176). Posteriormente
se han descrito multiples variantes del SARS-CoV-2, de las cuales algunas se han
considerado variantes de preocupacion (VOC) debido a su potencial para causar una
mayor transmisibilidad o virulencia, una reduccién de la neutralizacién por anticuerpos

obtenidos mediante infeccidn natural o vacunacién, la capacidad de evadir la deteccién
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inmunolégica o una disminucidn de la eficacia terapéutica o vacunal (86). El
Departamento de Salud y Servicios Humanos (HHS) de los EE. UU. establecié un Grupo
Interagencial para el SARS-CoV-2 (SIG) para mejorar la coordinacion entre los Centros
de Control y Prevenciéon de Enfermedades (CDC), los Institutos Nacionales de la Salud
(NIH), la Administracién de Alimentos y Medicamentos (FDA), la Autoridad de
Investigacién Biomédica Avanzada y de Desarrollo (BARDA) y el Departamento de
Defensa (DoD). Este grupo interagencial caracteriza las variantes emergentes vy
monitorea su posible impacto en las vacunas, los tratamientos y el diagndstico. Asi, se
clasifican 4 categorias: variante de interés (VOI), variante de preocupacién (VOC),

variante de gran consecuencia (VOHC) y variantes bajo monitoreo (VBM) (177).

Variantes de interés (VOI) (177):

Esta denominacidn incluye aquellas variantes que tienen:

e cambios en el RBD.

e una menor neutralizacién por los anticuerpos generados contra una infeccién
anterior o la vacunacion.

e menor eficacia tedrica de los tratamientos o pruebas de deteccién.

e aumento previsto en la transmisibilidad o gravedad de la enfermedad.

Las posibles propiedades para que una variante sea considerada variante de interés

incluyen:

e marcadores genéticos especificos que se prevé que afectardn a la transmision, el
diagnéstico, los tratamientos o el escape inmunitario.

e evidencia de que esta sea la causa de un aumento en la proporcién de casos o
de brotes particulares.

e prevalencia o expansion limitadas.
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Unavariante de interés puede tener prevalencia limitada, aunque puede requerir alguna
medida de salud publica, por lo que los CDC pueden aumentar su vigilancia para evaluar

su riesgo.

Variantes de preocupacion (VOC) (177):

Incluyen aquellas variantes cuyas caracteristicas son:

e mayor transmisibilidad.

e casos mas graves de enfermedad (por ejemplo, mayor cantidad de
hospitalizaciones o muertes).

e reduccidon significativa en la neutralizacidn por los anticuerpos generados
durante una infeccién anterior o la vacunacion.

e menor eficacia real de los tratamientos o las vacunas, o fallas de deteccion de

diagndstico.

Las variantes de preocupacién podrian requerir una o mas medidas de salud publica

adecuadas, entre ellas:

e notificar a la OMS conforme al Reglamento Sanitario Internacional.

e notificar a los CDCy a las iniciativas locales o regionales.

e aumentar las medidas preventivas, como el uso de mascarillas, la realizacién de
pruebas de deteccidén o el distanciamiento fisico.

e realizar investigaciones para determinar la eficacia real de las vacunas y

tratamientos contra la variante.

Estas variantes han sido, a lo largo de la pandemia, las siguientes (86):

Alfa (linaje B.1.1.7)

Esta variante se detecté a finales de diciembre de 2020 en el Reino Unido,
aunque ya circulaba en septiembre de ese mismo afio. Al principio, se la
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denominé como variante GRY (GR/501Y.V1) y posteriormente como B.1.1.7
después de analizar la secuenciacion del genoma completo de muestras de
pacientes que dieron positivo en las pruebas del SARS-CoV-2 en ese momento.
El nombre de Alfa lo recibio por ser la primera variante dominante en el mundo,

responsable de la primera ola (86).

Como caracteristica se vio que carecia del gen S (S-gene target failure, SGTF) y
que incluia 17 mutaciones en el genoma viral, de las cuales ocho (delecién 69-
70, delecidon 144, N501Y, A570D, P681H, T716l, S982A, D1118H) se encuentran
en la proteina espicula. En concreto, se ha comprobado que la mutacién N501Y
otorga un aumento de la afinidad de la proteina S por los receptores ACE-2,

mejorando la adhesion viral y la entrada en las células del huésped (86,178).

Los informes preliminares establecieron que la variante Alfa era entre un 43% vy
un 82% mas transmisible que la cepa anterior, superando a las variantes
preexistentes de SARS-CoV-2 para emerger como la variante dominante en el
Reino Unido en ese momento. Un estudio inicial de casos y controles apareado
concluyd que no habia diferencias significativas en el riesgo de hospitalizacién o
mortalidad asociada con esta variante en comparacidon con otras existentes
anteriormente. Sin embargo, estudios posteriores han concluido que las
personas infectadas con la variante B.1.1.7 presentaban una mayor gravedad de
la enfermedad en comparacién con las personas infectadas con otras formas

circulantes del virus (86).

Un gran estudio de cohortes apareado realizado en el Reino Unido concluyé que
la razén de riesgo (RR) de mortalidad de los pacientes infectados con la variante
B.1.1.7 erade 1,64 (ICos: 1,32 - 2,04; p<0,0001) respecto a pacientes contagiados
con cepas circulantes previas. Otro estudio informé de que la variante B.1.1.7 se
asociaba con un aumento de la mortalidad en comparacién con otras variantes
del SARS-CoV-2 (cociente de riesgos instantaneos (CRI) = 1,61; I1Cos: 1,42-1,82).

En general, se concluyd que el riesgo de mortalidad entre los pacientes con
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B.1.1.7 era mayor (CRI =1,67; ICos: 1,34-2,09) en comparacion con los individuos

con SARS-CoV-2 no B.1.1.7 (86).

Beta (linaje B.1.351)

Esta variante llamada Beta o GH501Y.V2 pertenece al linaje B.1.351 y contiene,
al igual que la Alfa, multiples mutaciones en la espicula. Se detectd por primera
vez en Sudafrica en octubre de 2020 y fue la variante predominante durante la

segunda oleada de infecciones por SARS-CoV-2 en la pandemia (86).

Incluye nueve mutaciones (L18F, D80A, D215G, R246l, K417N, E484K, N501Y,
D614G y A701V) en la proteina de espicula, de las cuales tres (K417N, E484K y
N501Y) se localizan en el RBD y aumentan la afinidad de unidn a los receptores

ACE-2 (86).

Segun diversos estudios, esta variante tiene un mayor riesgo de transmisiéon y
una neutralizacion reducida por terapia de anticuerpos monoclonales, sueros de

convalecientes y sueros posvacunacion (86).

Gamma (linaje P.1)

Esta variante, que se detectd por primera vez en Brasil en diciembre de 2020,
supone la tercera variante de preocupacion y se le puso el nombre de Gamma o

GR/501Y.V3 (linaje P.1) (86).

Contiene diez mutaciones en la proteina de la espicula (L18F, T20N, P26S, D138Y,
R190S, H655Y, T10271 V1176, K417T, E4A84K y N501Y), tres de ellas (L18F, K417N,
E484K) en el RBD, de forma parecida a la variante B.1.351, lo que le confiere la
misma caracteristica de aumento de la afinidad de unién a los receptores ACE-2,

asi como una reduccién de la neutralizacion (86).
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Delta (linaje B.1.617.2)

La cuarta variante de preocupacion, conocida como Delta, se identificd
inicialmente en India en diciembre de 2020 y fue responsable de la segunda
oleada mortal de infecciones por SARS-CoV-2 en abril de 2021 en ese pais. En

Estados Unidos, esta variante no se detectd hasta marzo de 2021 (86).

Inicialmente se la consideré6 una variante de interés, pero cambié su
denominacién a variante de preocupacién en mayo de 2021 después de que se

propagase rapidamente por todo el mundo (86).

Contiene diez mutaciones con respecto a la cepa salvaje (T19R, G142D, delecién
156, delecion 157, R158G, L452R, T478K, D614G, P681R, D950N) en la proteina

de la espicula (86).

Omicron (B.1.1.529)

La Ultima variante de preocupacién, también conocida como variante Omicron,
se detectd por primera vez en Sudafrica el 23 de noviembre de 2021 tras un

repunte en el nimero de casos de COVID-19 (86).

Desde el inicio de considerd una VOC debido a sus mas de 30 cambios en la
proteina de la espicula y por el gran aumento en el nimero de casos observados
en Sudafrica. Las mutaciones incluyen T91 en la envoltura, P13L, delecién E31,
delecién R32, delecién S33, R203K, G204R en la proteina de la nucleocapside,
D3G, Q19E, A63T en la matriz, N211del/L212I, delecién Y145, delecién Y144,
delecién Y143, G142D, T95I, delecion V70, delecién H69, A67V en el dominio N-
terminal de la espicula, Y505H, N501Y, Q498R, G496S, Q493R, E484A, T478K,
S477N, G446S, N440K, K417N, S375F, S373P, S371L, G339D en el dominio de
unién al receptor de la espicula, D796Y en el péptido de fusidn de la espicula,

L981F, N969K, Q954H en la repeticién heptada 1 de la espicula, asi como otras

94



multiples mutaciones en las proteinas no estructurales y en la proteina de la

espicula (86).

Los estudios iniciales sugieren que esta variante tiene una infectividad 13 veces
mayory es 2,8 veces mas infecciosa que la variante Delta (86). Otro estudio chino
sugiere que la infectividad es de 70 veces mayor que la variante Delta y la cepa
salvaje, con una tasa de neutralizacién 20 veces menor. Sin embargo, estudios
en EE. UU. observaron que los pacientes infectados por Omicron y que requerian
hospitalizacién fueron mucho mas leves en comparacion con Delta. La baja
prevalencia de la enfermedad grave por esta variante podria explicarse por las

altas tasas de vacunacion a nivel mundial (179).

Se ha planteado que la mutacion K417N de la espicula (también incluida en la
variante Beta) junto con la E484A pueden hacer que la variante Omicron escape
al efecto de las vacunas. A pesar de que se ha visto que conlleva una mayor
transmision entre personas, reviste menor gravedad en los casos (180). En el

anexo 1 se encuentran las principales subvariantes de dmicron y sus mutaciones.

En la actualidad, es la variante circulante que predomina en todo el mundo. Se
han detectado 5 subvariantes: BA.1, BA.2, BA.3, BA.4, BA.5 (86). Inicialmente,
BA.1 fue el linaje mayoritario. Posteriormente, BA.2 fue aumentando su
presencia hasta pasar a ser el linaje principal a nivel mundial desde marzo hasta
junio de 2022. Mas tarde, los linajes BA.2.12.1, BA.4 y BA.5, mostraron una
mayor transmision que BA.2 y fueron desplazandola progresivamente.
Finalmente, BA.5 se confirmdé como el linaje dominante desde el mes de julio de
2022 (en Espafia fue a mediados de junio de 2022). A partir de entonces
comenzaron a surgir variantes recombinantes con mutaciones que podrian
explicar un mayor escape a la respuesta inmune frente a variantes previamente
circulantes. El Centro Europeo de Control y Prevencién de Enfermedades (ECDC)
considerd a varios de esos linajes como variantes de interés: BQ.1* (el asterisco
indica que se incluyen los linajes derivados de este), BA.2.75* (incluyendo CH* y

BN*), XBB* y XBB.1.5*. El linaje XBB.1.5 se convirtié en el dominante a nivel
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global en febrero de 2023 (en marzo en Espafia). Este linaje tiene una mutacién
en la posicion 486 (F486P) que le otorga la capacidad de evasion de la respuesta
a los anticuerpos que ya se habia visto presente en XBB o XBB.1, y afecta a la
unién al receptor ACE-2 (lo que podria implicar una mayor capacidad de
transmisidn respecto a XBB y XBB.1). El 17 de abril de 2023, la OMS incluyé al
linaje XBB.1.16 entre las variantes de interés (VOI) por su gran presencia en
varios paises. Este linaje anade las mutaciones E180V y K478R a las de XBB,
presenta una capacidad de evasion a la respuesta inmune comparable a la de
XBB.1.5 y no se ha relacionado con un aumento en la gravedad de los casos (180).
En el informe del 22 de mayo de 2023 del Centro de Coordinacién de Alertas y
Emergencias Sanitarias del Ministerio de Sanidad de Espafia sobre la
actualizacion de la situacidn epidemioldgica de las variantes de SARS-CoV-2 en
este pais, XBB.1.5 y sus linajes recombinantes derivados suponian el 58,2% de
todas las muestras secuenciadas de manera aleatoria en la semana 18 de 2023,
mientras que los linajes derivados de XBB.1.9* suponian el 27,3% y el resto de

los derivados de XBB, el 7,3% (180).
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Imagen 1. Mutaciones en la secuencia de la proteina de la espicula del SARS-CoV-
2: cepa salvaje (wildtype) (gris), variante D614G (rosa), variante Alfa o B.1.1.7
(morado), variante B.1.1.298 (azul), variante B.1.1.429 (verde), variante P.2
(amarillo), variante Gamma o P.1 (naranja), tres variantes de Beta o B.1.351

(rojo; v1, v2 y v3), SARS-CoV-1 (marrén) y WIV1-CoV (negro) (181).
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Variantes de gran consecuencia (VOHC):

Ademads de las posibles propiedades de una variante de preocupacion, las variantes
designadas como VOHC incluyen el impacto en las medidas médicas paliativas como

(177):

o fallo demostrado en los objetivos de pruebas de diagnéstico.

¢ reduccidn significativa en la eficacia de las vacunas, gran cantidad de infectados
en pacientes vacunados, o muy baja proteccién inducida por las vacunas contra
enfermedades graves.

¢ reduccidn significativa en la susceptibilidad a multiples tratamientos aprobados.

e casos mas graves de enfermedad clinica y aumento de las hospitalizaciones.

Una variante de gran consecuencia deberia ser notificada a la OMS segun el Reglamento
Sanitario Internacional, a los CDC, deberia conllevar el anuncio de estrategias para
prevenir o contener la transmision, y recomendaciones para actualizar los tratamientos

y las vacunas (177).

Variantes bajo monitoreo (VBM):

Las variantes designadas como VBM incluyen (177):

e linajes cuyos datos indican que existe un impacto potencial o claro en las
contramedidas médicas disponibles.

e linajes que causan una enfermedad mas grave o una mayor transmision, pero
que ya no se detectan.

e linajes previamente designados como VOI, VOC o VOHC que actualmente

circulan a niveles muy bajos en el mundo.

Estas variantes no representan un riesgo significativo e inminente para la salud publica

(177).
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Variantes recombinantes

El proceso de recombinacién se da cuando dos linajes distintos infectan la misma célula
a la vez. Es un fendmeno poco frecuente, pero que puede afectar a las caracteristicas
del virus, como su capacidad para propagarse, para causar enfermedades graves o para
hacer que los tratamientos o las vacunas sean menos eficaces. En muchos casos, los
virus recombinantes no tienen ventajas competitivas que los ayuden a desarrollarse,
pero en otras ocasiones les hacen mas fuertes. Como cualquier otra variante, estas
deben ser evaluadas y monitorizadas por los servicios correspondientes y estos deben
tomar las medidas oportunas segun su clasificacién (177). En la actualidad, las variantes
recombinantes conocidas del SARS-CoV-2 corresponden a la variante Omicron y se las

denomina como “XBB” (182).

La nomenclatura para las variantes de SARS-CoV-2 se ha realizado usando dos sistemas

(177):

Sistema del linaje Pango:

Es un sistema que otorga una jerarquia en cuanto a la nomenclatura, y se
clasifican seguin su evolucién descendiente de un linaje original. Se nombran
alfabéticamente por prefijos como “B” o “BA” seguidos de sufijos numéricos “.1”.
Cuando se define un nuevo linaje, el sistema Pango asigna un numero adicional
al nombre de su linaje de origen (p. ej., BA.2.75 es un sublinaje de BA.2). A los
linajes con nombres mas largos se les puede asignar alias alfabéticos y la
numeraciéon continta (por ejemplo, “BA” significa “B.1.1.529”, por lo tanto

“BA.2” es lo mismo que “B.1.1.529.2").
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Sistema Nextclade:

Es una herramienta que categoriza las variantes nuevas de SARS-CoV-2 en
funcién de su relacidon genética. A las ramas potencialmente importantes del
arbol genealdgico del SARS-CoV-2 se les asignan nombres, lo que indica que los
miembros de esa rama son un "clado" y se cree que comparten un ancestro
comun. Esta herramienta asigna cada clado después de que la variante haya
circulado un tiempo determinado, haya mostrado un crecimiento constante en
una region o haya recibido una clasificacion por parte de la OMS. Los nombres
asignados se componen de dos digitos del afio de asignacion seguido de una letra
gue indica el orden de asignacion dentro del afio. Por ejemplo, "22A" es el primer
clado designado en el 2022 y corresponde al grupo de linajes Pango que
descienden del BA.4, el cual estaba en circulacion a principios del 2022 (imagen

2).

Con todo ello, se obtiene la siguiente clasificacion actual:

Nomenclatura Linaie Pango Linaje Estado Fecha de
de la OMS J g Nextclade actual designacion
VOC: 29 de
1.1, diciembre del 2020
Alfa B.1.17 201 VBM
Q VBM: 21 de

septiembre del 2021

VOC: 29 de
. diciembre del 2020
Beta B.1.35y 20H VBM
descendientes VBM: 21 de
septiembre del 2021
VOC: 29 de
Ply diciembre del 2020
Gamma . 20J VBM
descendientes VBM: 21 de

septiembre del 2021
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VOC: 15 de junio del

VBM
Delta BLO17.2y 514 211, 211 2021
descendientes T VBM: 14 de abril del
2022
VOC: 19 de marzo
del 2021
VOI: 26 de febrero
. B.1.427 del 2021
Epsilon 21C VBM
P B.1.429 VOI: 29 de junio del
2021
VBM: 21 de
septiembre del 2021
VOI: 26 de febrero
del 2021
Eta B.1.52 21D VBM
VBM: 21 de
septiembre del 2021
VOI: 26 de febrero
del 2021
lota B.1.526 21F VBM
VBM: 21 de
septiembre del 2021
VOI: 7 de mayo del
2021
Kappa B.1.617.1 21B VBM
VBM: 21 de
septiembre del 2021
VOI: 7 de mayo del
. 2021
No se aplica B.1.617.3 VBM
VBM: 21 de
septiembre del 2021
?Irirr‘]':.r;n BLLS529y 21K 21L,22A, . VOC:26de
. J descendientes 22B noviembre del 2021
originales)*
VOI: 26 de febrero
del 2021
Zeta P.2 VBM
VBM: 21 de

septiembre del 2021

101



Theta (86)

Lambda (86)

Omicron
(linajes
posteriores)

No se aplica

B.1.621

B.1.621.1 21H
P.3 21E
C.37 21G

BA.2.86

XBB.1.9.1

XBB.1.9.2

XBB.2.3 22F, 23A, 23C,

XBB.1.16 231, etc.

XBB.1.5

CH.1.1

BA.2.74

Variantes que
contienen
mutaciones de
la proteina S
F456L**

VBM: 21 de
VBM
septiembre del 2021
VBM: 1 de
VBM
septiembre de 2023
VO VOI: 1 de septiembre

de 2023

Tabla 8. Clasificacion de las variantes de SARS-CoV-2 y sus nomenclaturas (ultima

actualizacion: 1 de septiembre de 2023). VOC: variante de preocupacion; VBM: variante

de bajo monitoreo; VOI: variante de interés. *Los linajes originales de dmicron incluyen

el BA.1 o similares. **Muchos linajes han adquirido la mutacién F456L y algunos

ejemplos son EG.5, FL.1.5.1 y XBB.1.16.6. Adaptado de Cascella et al.,, 2023 y

Clasificaciones y definiciones de las variantes del SARS-CoV-2, CDC, 2023 (86,177).

102



Con esta clasificacidn, se obtienen los linajes de cada clado:

208(B.1.1)

@
1A (Delta, B :m.
@
.
@
@ oo

Imagen 2. Arbol filogenético de clasificacion de variantes de SARS-CoV-2 mediante

clados (183). Ver anexo 2.

Las variantes circulantes han ido cambiando a lo largo de la pandemia en todo el mundo.

En el siguiente arbol filogenético se puede ver la distinta distribucién y surgimiento de

las variantes principales.
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Clado A

B 20t (Beta)
Bl 20 (alphz)
B 20)(Gamma)
Il 214 (Deita)
B 211 (Delts)
B 21 (©elta)
B 210(Eta)
B 21G(Lambda)
B 21x(sA1)
B 21L8A2)
[0 22a(8A4)
228 (BAS)
[ 22c(ea212)
[[] 220(8A275)
[[] 22e(6Q1)
[T 22F(x8B)
[] 23a0x8B.15)

©
8,48 (89,968,

ShTdvs A5,

[[] 238(x8B.1.16)
[ 23cicHay
I 230 (xB8B.1.9)
[ 23e(xBB.2.3)
B 23F(eG5.4)
B 23G(x88.15.70)
B 23+ (HK3)
B 231(8A23¢)
[] 194

[7] 198

[[] 204

[ 20e

] 200

[ 20c

B 206

I 208

23H (HK.3) [

[ &
-
[ o

23F (EG.5.1) it

23D (XBE.19]__anutl

——————

22F (XBB

G908 88 ¢vus,

21L(BA.2

2023 2024

Imagen 3. Distribucidn de variantes en el mundo desde diciembre de 2019 hasta enero

de 2024 (184).

Como ya se ha comentado, actualmente y con los datos actualizados a dia 6 de febrero

de 2024, la variante circulante es la Omicron y sus sublinajes (184)

23A (XBB.1.5)
23B (XBB.1.16)

23E (XBB.2.3)
23F (EG.5.1)

231 (BA.2.86)
23H (HK.3)

sept 2023 oct 2023 nov 2023 dic 2023 ene 2024 feb 2024
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En Espaiia, la distribucion ha ido en consonancia con el resto de Europa.

Aug 2020 Dec 2020 Apr2021 Aug2021 Dec 2021 Apr2022  Aug 2022 Dec 2022 Apr 2023 Aug 2023 Dec 2023

20E (EU1) 20A.EU2 ®B 20A/S:439K W 20I (Alpha, V1)
@ 20H (Beta, V2) 20J (Gamma, V3) B 21D (Eta) 21H (Mu)
M 21A (Delta) 211 (Delta) ®®21) (Delta) ®® 21G (Lambda)
@8 21K (Omicron) ®® 21L (Omicron) ®m 22A (Omicron) @B 22B (Omicron)
@8 22C (Omicron) mm 22D (Omicron) @M 22E (Omicron) ®M 22F (Omicron)
@8 23A (Omicron) @@ 23B (Omicron) @B 23C (Omicron) mm 23D (Omicron)
23E (Omicron) mm 23F (Omicron) mm 23G (Omicron) mm 23H (Omicron)
# 231 (Omicron) s recombinante otros

Imagen 4. Distribucion de variantes circulantes de SARS-CoV-2 en Espafia desde 27 de
abril de 2020 hasta el 29 de enero de 2024. En el eje de las X se encuentra el tiempo

transcurridoy en el eje de las Y, la proporcién del nimero total de secuencias analizadas

(no los casos). Adaptado de CoVariants, 2023 (185).
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Y, actualmente, al igual que en la gran mayoria del resto del mundo, la variante

circulante principal es la Omicron y sus sublinajes.

W Apha [ Beta M Gamma [l Delta M Omicron (BA.1) M Omicron (BA.2) [l Omicron (BA.2.12.1) [l Omicron (BA.2.75) Ml Omicron (BA4)
Il Omicron (BA.S) M Omicron (BQ.1) [l Omicron (XBB) M Omicron (XBB.1.5) [l Omicron (XBB.1.16) Ml Omicron(CH.1.1) [l Omicron (XBB.1.9)
W Omicron (XBB.2.3) M Omicron (EG.5.1) [l Recombinant [l Other

Espafia

0% 20% 40 % 60 % 80% 100 %

Imagen 5. Distribucién de variante Omicron en Espafia. Datos actualizados a fecha 4 de

diciembre de 2023 (186).
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1.3. RESPUESTA INMUNE

El sistema inmune se pone en marcha tras un primer contacto con el virus, ya sea por
una infeccién natural o por la vacunacion. No obstante, hay personas que no consiguen

desarrollar anticuerpos que puedan combatir el virus de manera efectiva (187,188).

1.3.1 Respuesta innata

El primer contacto del SARS-CoV-2 con el organismo al que infecta ocurre en el tracto
respiratorio superior, en las fosas nasales a través del epitelio, en las amigdalas y
glandulas adenoides y en el tejido linfoide asociado a la nasofaringe (NALT). Aqui,
empieza a inducir una respuesta inmune en la mucosa (189). La primera en activarse es
la respuesta innata y lo hace a través de los receptores de reconocimiento de patrones
(PRR), que reconocen, a su vez, patrones moleculares asociados a patdégenos (PAMP) o
a lesiones (DAMP) (189). Los primeros se asocian con el reconocimiento de patdgenos
microbianos, mientras que los segundos, con el de componentes de la célula huésped
liberados durante el dafio o muerte celular (190). Se activan, entonces, los receptores
de la membrana innata tipo Toll (TLR), en el endosoma (TLR7, TLR8 y TLR9) y en el citosol
(receptores similares a RIG-1 (gen | inducible por acido retinoico) (RLR)), provocando
una respuesta de interferén tipo | (IFN-I). Esta molécula actia como unién entre la

respuesta innata y la activacion de la respuesta adaptativa (189,190).

Existe un tipo especial de receptores, los de tipo Scavenger (SR), que son capaces de
interaccionar con el virus, pero de manera no especifica. Se localizan, principalmente,
en macréfagos estromales y células dendriticas. Ademds, pueden actuar como
cofactores de los PRR, incluidos los TLR, en el reconocimientoy la neutralizacién del virus
por parte de las células de la inmunidad innata, aunque como desventaja, en ciertos
casos ellos mismos pueden ser la puerta de entrada de los virus (incluido SARS-CoV-2) y

provocar infeccién (190).
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Diversos estudios han comprobado que la proteina S se une de manera eficaz a los PRR,
especialmente al TLR-4. Esta interaccidn activa la senalizaciéon de TLR-4 para aumentar
la expresion del receptor ACE-2 en la superficie de la célula, lo que favorece la entrada
del virus en los alveolos tipo Il (también llamados neumocitos tipo Il). Se cree que la
miocarditis producida en la COVID-19 puede deberse a la activacidon de estos receptores
TLR-4 y la consecuente hiperactivacion de la respuesta inmune innata. Estudios de
acoplamiento molecular han demostrado que la proteina S también se puede unir a TLR-

1y TLR-6, aunque con menor energia de unién (190).

Las células epiteliales, los macréfagos y las células dendriticas (CD) tienen un papel
relevante en la replicacion del virus en el pulmén. Las CD actian como centinelas en el
tracto respiratorio y actuan de enlace entre la inmunidad innata y la adaptativa en el

pulmon (191).

Una vez que la respuesta innata ha ejercido su funcidn con éxito limitando la entrada,
replicacidén, traduccién y ensamblaje virales, se pone en marcha la maquinaria necesaria

para la respuesta adaptativa (189).

1.3.2 Respuesta adaptativa

Tras la respuesta innata, se activa la adaptativa. El virus se presenta al complejo mayor
de histocompatibilidad de clase | y Il (MHC-1 y MHC-II) y a las células natural killer (NK).
Por su parte, el MHC-II, que se encuentran en la superficie de células presentadoras de
antigeno como monocitos, células dendriticas, macréfagos y células B y que puede ser
activado por interferén gamma (IFN-y) y modulado por interferdn alfa/beta (IFN-a/B),
interleukina 4 (IL-4), interleukina 10 (IL-10), factor de necrosis tumoral alfa (TNFa) y
glucocorticoides, activan estas mismas células B y fomentan su proliferacién y su
especializacion, al igual que hacen con las células T CD4* (189). A la misma vez, el MHC-
I, localizado en todas las células que cuentan con nucleo, se pone en marcha para

reconocer antigenos especificos que activen la produccidn de células T CD8 (189).
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Las células NK suponen un 5-20% de los linfocitos y un 15% de las células mononucleares
gue se encuentran en la sangre periférica en los humanos. Estas células NK tienen la
particularidad de que pueden identificar directamente las células del organismo que ya
han sido infectadas sin necesidad del MHC-I (189). Esta particularidad hace que puedan
combatir, incluso, los patdgenos intracelulares que son capaces que evadir la accién de

los CD8" al interferir con el MHC-1 (189).

Después de diversos estudios, se ha comprobado que la actuacién conjunta de la
inmunidad humoral (produccién de anticuerpos) y la celular (produccion de linfocitos T)
se correlaciona con la forma mas leve de la COVID-19; mientras, la poblacion mayor,
donde es habitual una respuesta descoordinada de estas dos inmunidades, desarrolla
con mayor frecuencia una forma mas grave de la enfermedad. También se observé que,
en pacientes con asma, un desequilibrio entre células T helper 1 (Th1) y 2 (Th2) durante
el ingreso hospitalario estaba asociado con una mayor mortalidad por COVID-19 (189).
Por su parte, una respuesta humoral tardia y altos niveles de inmunoglobulinas A, M y
G demuestran un desequilibrio en la respuesta humoral que se asocia, al igual que
pasaba con las células Thl y Th2, a unos malos resultados clinicos. En los pacientes que
han fallecido por COVID-19 se ha visto una drastica disminucion de células B totales,
células B virgenes, células B de memoria, IgA e IgG anti-S y anti-N en comparacién con
los pacientes recuperados de la enfermedad (189). Ademas, se ha observado que la
persistencia de anticuerpos neutralizantes estd relacionada con una enfermedad mas

grave (189).

En estudios realizados con el SARS-CoV, se ha constatado la presencia de células B de
memoria, aunque de corta duracién (unos 6 afios de media después de la infeccién), y
de inmunidad celular (CD8) después de 17 afios, aunque tras este periodo la inmunidad

humoral fuera indetectable (189).
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1.3.2.1 Respuesta celular

A la vista de que la respuesta humoral se quedaba corta a la hora de dar respuestas
satisfactorias en cuanto a la evolucidon de los pacientes, la comunidad cientifica decidid
empezar a incluir la determinacion de la respuesta celular en sus investigaciones (189).
Algunos cientificos plantearon que la inmunidad celular puede jugar un papel
determinante en el control del SARS-CoV-2 en pacientes que han perdido o no han
llegado a desarrollar IgG anti-S después de la vacunacién, como ha ocurrido en pacientes
con tratamiento inmunosupresor como el anticuerpo monoclonal rituximab (anti-CD20),
gue agota los anticuerpos, aunque pocos desarrollan neumonia después de la infeccién

con el virus (189).

Asi como se vio que los anticuerpos anti-N permanecian de 40 a 159 dias, pero los anti-
S habian disminuido y, en algunos casos, desaparecido, las células T permanecieron
detectables, incluso aumentaron en cantidad y potencia en ese mismo periodo de
tiempo (189), otorgando al paciente una inmunidad celular especifica para el SARS-CoV-
2. Esta inmunidad es facilmente detectable con, por ejemplo, el ensayo de liberacion de
interferon gamma (IGRA) para aumentar la proteina (ELISpot). Este IFN-y es liberado por
las células NK y por las células T natural killer (NKT) y juega un papel en la respuesta
inmunitaria tipo 1 (células T efectoras de los linfocitos T citotdxicos (CTL) CD4* y CD8")
después de que se haya reconocido un antigeno especifico del virus y se haya puesto en

marcha la inmunidad adaptativa (189).

Tras un primer contacto del virus con la célula, se destruyen varios antigenos por un
proceso de fagocitosis llevado a cabo por las células presentadoras de antigeno (APC).
Estas células rompen el antigeno en fragmentos mas pequefios y los presentan en su
superficie a las moléculas del complejo mayor de histocompatibilidad de clase Il (MHC-
). Estos fragmentos son, a su vez, presentados a células del huésped (Th CD4*, CD8" y
células B). Estas ultimas se diferencian en células plasmaticas y liberan anticuerpos que
impiden la entrada del virus en la célula. La activacion de las células T auxiliares por APC
conduce a una diferenciacién en subtipos con distintas funciones mediadas por la
secrecidn de citoquinas y el contacto de célula a célula. Paralelamente, las células

auxiliares Th; diferenciadas ayudan a la madurez de las células B provocando una
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segunda sefial, principalmente a través de IL-4 y la interaccion de CD40/CD40L. Algunas
de las células CD4* también se diferencian en células auxiliares foliculares T (Tfh),
participando en las interacciones en los centros germinales para que se lleve a cabo la
maduracién de las células B de memoria y las células plasmaticas productoras de
anticuerpos de alta afinidad y larga vida. Por su parte, otro grupo de células CD4* se
diferencian en células T auxiliares de memoria. Las células auxiliares Th; tienen la
principal tarea de intervenir en la formacién de la respuesta celular, activando el MHC-|
de CD8* (CTL) e interactuando con APC simultdneamente. Una vez activados, los CTL
provocan la apoptosis (mediante la unién del ligando Fasl con Fasl) de las células
huésped infectadas con SARS-CoV-2. Algunos CTL se diferencian en células T citotdxicas
de memoria con funcion de activar rapidamente la respuesta de CTL en contacto con
antigenos secundarios, de manera similar que cuando las células NK interactian con la
célula infectada por el virus. Estas contienen unos granulos con IFN-y y TNF-a en su
citoplasma que secretan y producen la muerte celular programada. Ademas, el
mecanismo de activacion de las células NK no se produce a través de moléculas de MHC,
ya que el MHC no siempre esta presente en las células infectadas por virus (imagen 6)

(189).

En pacientes con COVID-19 leve o asintomatica, se vio que desarrollaban células Tfh
especificas contra el virus y, en aquellos con una forma grave de la enfermedad, la
presencia de una alta concentracién del receptor de quimiocinas CXCR3+ y de células T

foliculares auxiliares (189).
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Imagen 6. Respuesta humoral y celular desarrollada ante el contacto del huésped con el

SARS-CoV-2.

Se cree que, en los pacientes convalecientes por la enfermedad o vacunados contra
SARS-CoV-2, las células T CD4* se ven menos afectadas por las mutaciones de las
variantes del virus que dan lugar a las temidas VOC, al revés de lo que ocurre con los
anticuerpos neutralizantes (inmunidad humoral). Ademads, puede ser que la proteccién
contra el virus esté determinada por células T especificas contra el SARS-CoV-2 que

produzcan un reaccion cruzada con otros coronavirus (189).

En el estudio llevado a cabo por Bange et al., se compard la respuesta inmune de
pacientes oncohematoldgicos (con un claro deterioro de la respuesta humoral) con
COVID-19 y se observé que las tasas de supervivencia eran mayores entre aquellos que
tenian mas células CD8*, incluidos aquellos en tratamiento con anticuerpos
monoclonales anti-CD20 (192). Sin embargo, esto no se vio en los que recibieron un
trasplante de drgano, lo que reafirma las observaciones de Sattler et al., que no
encontraron ninguna alorreactividad en trasplantados de rifidn tras la administracion de
BNT1b2b2 (193). No obstante, otro estudio determind que, tras la tercera dosis con la

vacuna ARNm-1273, el 49 % de los pacientes sometidos a trasplante de rifién que no
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habian respondido a las dos dosis anteriores desarrollaron anticuerpos (189,194). Otro
estudio francés analizé la respuesta inmune de 11 contactos con familiares con PCR
negativa para SARS-CoV-2 y niveles de anticuerpos negativos, de los que 4 desarrollaron
una respuesta celular, lo que demuestra que habian tenido reacciones de células T
especificas del virus sin seroconversidn. En conclusidn, distintos articulos reafirman que
pacientes con PCR positiva para SARS-CoV-2 seronegativos 60 dias después del inicio de
los sintomas tenian una respuesta de células T confirmada en el laboratorio por IFN-y-

ELISpot (189).

Esta demostrado que las personas vacunadas que han sido infectadas por el virus tienen
titulos de anticuerpos y niveles de células T mas altos que los que no. Ademas, esta
inmunidad celular es mas duradera: mientras que los titulos de anticuerpos se
correlacionan de forma inversa con el tiempo transcurrido tras el Ultimo contacto del
organismo con el virus, la inmunidad celular puede detectarse hasta 20 meses después

(189).

Todavia queda mucho por estudiar en lo relacionado a la inmunidad celular frente al
SARS-CoV-2. Ampliar conocimientos y mejorar la comprension en esta materia podria
aportar otro punto de vista en cuanto al disefio de vacunas y a medidas sociales
(aislamientos de pacientes sin anticuerpos anti-S, tratamiento de estos pacientes,
prevencion de la propagacion, etc.), asi como una posible predicciéon de resultados

clinicos (189).

1.3.2.2 Respuesta humoral

La respuesta humoral se desarrolla en dos fases: la extrafolicular y la del centro
germinal. La primera ocurre unos 9 dias después de la infeccidén y en la que las células B
se activan y se diferencian en células plasmaticas de vida corta fuera del foliculo, dando
lugar a anticuerpos con escasas mutaciones, pero con altas capacidades de
neutralizacion. Aqui predomina la formacién de IgM, que cambia a IgG e IgA después.

En la segunda fase, que se desarrolla dias después de la infeccidn y puede durar meses,
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las células B especificas de antigeno se ven sometidas a una hipermutacién somatica y
se seleccionan basandose en una alta afinidad por el antigeno. Aqui se obtienen distintos
isotipos de anticuerpos de vida larga. En ambas fases se producen anticuerpos B de
memoria especificos de antigeno que perduran tiempo después de que la infeccidon

primaria se haya eliminado (195).

Después de un primer contacto con el antigeno del virus, las células B se acumulan en
los centros germinales de los foliculos de células B de los érganos linfoides secundarios
(ganglios linfaticos y bazo). Una vez alli, estas células B se activan, proliferan, mutan y
compiten por el antigeno con la ayuda de células T. Tras este proceso, se obtienen
células B de memoria con afinidad madurada y de clase conmutada, ademas de células
plasmaticas de vida larga. Tras varios estudios, se vio que las células helper foliculares B
y T del centro germinal reactivas frente al SARS-CoV-2 se podian detectar a las 2-3
semanas después de la inmunizacion y se asociaban al desarrollo de anticuerpos
neutralizantes. También fue posible detectar células del centro germinal y células
plasmaticas de la médula 6sea reactivas al virus mas de 6 meses después de la primera
inmunizacion. Ademas, se vio que la enfermedad grave se asociaba con respuestas de
células B independientes del centro germinal extrafolicular que producen células
plasmaticas de vida corta con maduracion de afinidad baja o nula. Sin embargo, en la
enfermedad leve, se observaron niveles mds altos de mutacion somatica y células

plasmaticas reactivas frente al SARS-CoV-2 de vida mds larga (24).
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Esquema 6. Desarrollo de células B. La infecciéon o vacunacion por SARS-CoV-2 expone
el antigeno del virus al sistema inmune, haciendo que se activen los linfocitos B naive
(virgenes). Paralelamente, también puede atraer células B de memoria ya preexistentes
a través del proceso de reactividad cruzada con otros coronavirus humanos comunes
endémicos (hCoV; por ejemplo, OC43). Tras la activacién, estas células B se diferencia
en células plasmaticas secretoras de anticuerpos de vida corta (SL-PC) o son reclutadas
en centros germinales. Aqui, interaccionan con células dendriticas foliculares
presentadoras de antigenos (FDC) y células T foliculares auxiliares (Tfh) para producirse
una recombinacion de cambio de clase (CSR) y ganar afinidad por el antigeno presentado
a través de una hipermutacién somadtica (SHM). Una ligera cantidad de esa
hipermutacién somatica parece ser suficiente para obtener una actividad neutralizante

de gran efectividad. Las células B del centro germinal ya maduras pueden permanecer
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aqui para obtener mds mutaciones somaticas o diferenciarse en células B de memoria
(MBC) o células plasmaticas secretoras de anticuerpos de vida larga (LL.C). Una posterior
exposicién al virus, ya sea mediante vacunacion o infeccidn, inducira la diferenciacidon
de células B de memoria en células plasmaticas secretoras de anticuerpos, pudiendo
provocar la evolucion de las células B y la adquisicion de mutaciones y/o la produccion
y expansion de nuevos clones de células B de memoria. Estos procesos generan clones
de células B de memoria y una actividad neutralizante del suero con una potencia

aumentada frente a diferentes variantes (24).

En un estudio realizado con 67 participantes con COVID-19 se demostré que los
anticuerpos anti-N I1gM e IgG se desarrollaban desde el dia 7 y el 10 después de la
infeccion y alcanzaban su nivel maximo a los 28 y a los 49 dias respectivamente, llegando
a aparecer antes y con titulos mayores en los pacientes con COVID-19 grave. Aquellos
gue desarrollaban menos cantidad de IgG (respondedores débiles) tenian una tasa de
eliminacion del virus significativamente mas alta con respecto a los respondedores
fuertes, de lo que se concluye que una respuesta mas fuerte de anticuerpos indica una
eliminacion viral mas tardia y mayor gravedad de la enfermedad (196). Esto fue
corroborado por otro estudio llevado a cabo por Zhao et al. en 2020 (197). Por su parte,
Liu et al.,, demostraron que una alta cantidad de anticuerpos tenia una correlacion

inversa con la inflamacion pulmonar (198).

Aligual que ocurre en la respuesta celular, existen reacciones cruzadas entre virus de la
familia coronavirus. En el caso de los anticuerpos frente a SARS-CoV-2, SARS-CoV y
MERS, en un estudio se vio que anticuerpos monoclonales de un paciente infectado en
2003 con SARS-CoV se dirigian también contra la espicula del SARS-CoV-2, estructura
con la que ambos comparten un 80% de identidad en la secuencia de aminoacidos. Y,
de igual manera, anticuerpos de pacientes que habian sido infectados con SARS-CoV-2
neutralizaron eficazmente SARS-CoV y MERS. También se ha observado, sobre todo en
nifios, que el contagio con HCoV (coronavirus de resfriado comun), produce unos

anticuerpos que pueden neutralizar con alta tasa de eficacia el SARS-CoV-2, lo que
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explicaria, a su vez, por qué los nifios sufren una COVID-19 menos grave que los adultos

(196).

Los estudios han demostrado que los anticuerpos IgA e IgG anti-S han ido disminuyendo
con el tiempo, aunque no queda claro cuando dejan de ser detectables, mientras que,
paralelamente, los anticuerpos anti-N fueron detectables durante mas tiempo (de 40 a

159 dias de mediana) (189).

Es importante conocer cuanto duran los anticuerpos activos en el organismo. Hay
estudios que sugieren que esta duracién supera los meses después de la infeccidn,
aungue otros han observado que hay una fuerte caida de titulos de anticuerpos en 3-4
meses. En concreto, se ha observado que la disminucion de IgA es mas leve que las de
IgM e IgG. En los pacientes con COVID-19 asintomatica o leve, la disminucién es también
mayor que en los pacientes con enfermedad grave, lo que sugiere que la longevidad de
las respuestas de anticuerpos puede estar correlacionada con el grado de gravedad. Asi
mismo, estos datos también plantean la necesidad de potenciar la vacunacion para una
proteccién duradera. A pesar de que la longevidad de los anticuerpos no esta clara, se
ha visto que existen células B de memoria frente a SARS-CoV-2 3-6 meses después de la
infeccion. Hay estudios que determinan que la cantidad de células B de memoria
especificas contra la regién RBD se mantuvo hasta 6 meses después de la infeccién en
pacientes en los que los titulos de IgM e IgG y la capacidad de neutralizacién
descendieron significativamente. La persistencia de estas células B de memoria
contribuyen a una proteccién eficaz ante una reexposicion al virus y suponen la base

fundamental para una vacunacion eficaz (196).

Algunas investigaciones sugieren que los titulos de anticuerpos anti-S se correlacionan
con células plasmaticas especificas de la proteina de la espicula en la médula dsea, que
disminuyen drdsticamente en los 4 primeros meses después de la infeccidon y de forma
mas gradual después (hasta 11 meses). Esto puede plantear que las células plasmaticas
tengan memoria. Ademas, en pacientes con infecciones recurrentes se ha visto un
aumento de anticuerpos especificos en el suero y en la saliva asociados a células B de

memoria (189).
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Se ha obsevado que, en aquellos pacientes que superaron la enfermedad grave, se
desarrollaba IgG anti-S antes y con titulos mas altos que en aquellos que fallecieron o
gue respondieron lentamente con la produccidn de anticuerpos anti-S, anti-RBD o
anticuerpos neutralizantes (NAb). Curiosamente, en otro estudio se vio que el nivel de
anticuerpos anti-S se elevaba en las personas que habian superado la enfermedad, y los
de anti-N, en los fallecidos. Ademas, en los primeros, las respuestas fagociticas y de
fijacion del complemento especificas de la espicula se hicieron antes mas fuertes, lo que
puede indicar un beneficio en la evolucién de la enfermedad. También se ha
comprobado que la produccion de anticuerpos neutralizantes antes de las primeras dos
semanas de enfermedad supone un factor determinante en la recuperacion. No
obstante, los titulos de anticuerpos especificos no son los Unicos que determinan la
evolucidn, sino que hay que tener en cuenta factores como la cinética de la
seroconversion, el isotipo del anticuerpo o la especificidad del antigeno de los

anticuerpos (196).

A pesar de que la respuesta humoral ha sido ampliamente medida y estudiada, no ha
sido asi con la inmunidad de las mucosas. Se cree que esta inmunidad ejerce su accidon
a través de la neutralizacion de particulas virales. En el subepitelio de la mucosa y
glandulas asociadas se produce IgA por parte de las células plasmaticas, y se transporta
a las secreciones y se libera en forma de SIgA (IgA secretora). Este anticuerpo tiene la
capacidad de inhibir la unién del virus a la célula huésped, la invasion de las células
epiteliales y fomentar la aglutinacién y la eliminacion de sustancia mucosa y destaca por
su gran actividad neutralizante (189,196). Los anticuerpos IgA predominan en la fase
temprana de la COVID-19 (196) en suero, saliva y liquido broncoalveolar, aunque luego,
las concentraciones de IgA especifica en el suero disminuyen tras un mes desde el inicio
de los sintomas, mientras que la IgA neutralizante puede permanecer en saliva durante
2-3 meses (189). El hecho de que la produccién de IgA actie como primer paso de
defensa contra la entrada del virus en el organismo en la activacidén de la inmunidad en
la mucosa abre las puertas al desarrollo de vacunas nasales. De hecho, en un estudio
realizado con vacunas intranasales con vectores de adenovirus en ratones se vio que
estos conseguian una inmunidad completa frente al SARS-CoV-2. Ademads, en

comparacion con dos dosis de vacuna intramuscular de ARNm, un refuerzo con una
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vacuna intranasal indujo niveles altos de IgA y de neutralizacién en la mucosa y de
células T de memoria en los pulmones. Pero no solo tras una dosis de refuerzo, sino que,
tras una dosis Unica con otra vacuna también vectorizada con adenovirus, los ratones
estaban completamente protegidos contra el SARS-CoV-2, ademas de asegurarse una
prevencion en la pérdida de peso y en la mortalidad. Esta vacuna indujo, no solo la
produccidon de IgA en la mucosa del tracto respiratorio superior, sino también de

anticuerpos séricos neutralizantes y de células T CD4*y CD8* durante 6 meses (189).

Se han dado casos en los que ciertos pacientes han generado autoanticuerpos. Estos se
dirigen contra proteinas del sistema inmune (citoquinas, quimiocinas, componentes del
complemento, proteinas de superficie, etc.) del propio organismo, provocandole una
perturbacién. Esto se ha visto, sobre todo, en afecciones inflamatorias graves, como la
infeccion viral crénica, y en pacientes con COVID-19 con sintomas muy graves. En
pacientes hospitalizados, se han detectado niveles de anticuerpos anti-anexina A2 (196),
relacionados con lesién pulmonar (199), en los pacientes que fallecieron mas altos que
en los no criticos. Estos autoanticuerpos también se pueden dirigir contra antigenos
asociados a tejidos que se correlacionan con las caracteristicas clinicas de la inflamacién
y con la gravedad de la enfermedad. En un estudio se vio que células B extrafoliculares
gue se habian activado en pacientes criticos compartian caracteristicas con las células B
de enfermedades autoinmunes como lupus eritematoso sistémico (LES). En otro estudio
se informo de la presencia de autoanticuerpos contra IFN-I en el 10% de los pacientes
con neumonia por COVID-19 potencialmente mortal frente a un 0,33% de individuos

sanos o un 0% de pacientes con enfermedad asintomatica (196).

1.3.3 Inmunidad hibrida

La inmunidad hibrida es la que se consigue con la infeccidn con SARS-CoV-2 después de
una pauta completa de vacunacion. Diferentes estudios que han investigado la
inmunidad tras una infeccidon después de la administracién de dos dosis de una vacuna

o sin haberla recibido nunca han demostrado que los primeros cuentan con una mayor
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cantidad de anticuerpos vy, estos, con una mayor capacidad de neutralizacidon que los
primeros (individuos naive). Tras un periodo de 3 meses postvacunacion, las personas
gue se infectaron mantuvieron una mayor cantidad de anticuerpos plasmaticos
especificos anti-RBD con un nivel de neutralizacidn plasmatica mayor frente a las
variantes virales, incluida Omicron, que los pacientes infectados que no habian sido
vacunados previamente. Ademas, los previamente vacunados presentaron mayor
numero de células B especificas IgG anti-RBD de memoria y activadas, aunque estos
niveles también se alcanzaron en el grupo sin vacunar tras una tercera dosis de refuerzo

(200).
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Imagen 7. Comparativa de inmunidad de memoria especifica frente a SARS-CoV-2 por

vacunacion en pacientes no infectados (naive) (azul) o en pacientes previamente

infectados (rojo). Adaptado de Rodda et al., 2022 (200).
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1.4. NEUTRALIZACION

La neutralizacion contra el SARS-CoV-2 se obtiene, como ya se ha mencionado
anteriormente, mediante anticuerpos, producidos bien por infeccion natural o bien por
vacunacion. La gran mayoria de anticuerpos neutralizantes se generan en funcién de
epitopos de la proteina S en conformacidn de “prefusion”, que degenera luego en su
estado de “postfusién”, en la que la produccidon de estos anticuerpos se encuentra
reducida (26). Es una de las funciones fundamentales que tienen los anticuerpos y con
ella inducen una esterilizacién frente a la infeccidn viral. Estos anticuerpos se unen a la
region RBD y otras proteinas del virus evitando su acoplamiento al receptor de la ACE-
2. No reaccionan de manera cruzada con anticuerpos especificos anti-SARS-CoV-2 ni con
el plasma de pacientes convalecientes, por lo que se concluye que estos anticuerpos
anti-RBD son, la mayoria, inhibidores especificos del virus (196). Adoptan una estructura
cristalina con la que se une a los epitopos correspondientes a la parte donde
interaccionan la region RBD viral con el de ACE-2 de la célula, lo que provoca un

impedimento estérico y una competencia directa (196).

El aislamiento de anticuerpos neutralizantes con alta afinidad para el SARS-CoV-2 se
puede conseguir pocas semanas después de la infeccidén, y se hace a partir de células B

de memoria de individuos convalecientes sin importar el grado de gravedad (24).

Se han observado anticuerpos con alta potencia y pocas mutaciones somaticas en
segmentos de genes variables (por ejemplo, mas del 95 % - 100 % de similitud con el gen
VH de la linea germinal), lo que puede indicar que la vacunacién induce de forma
efectiva anticuerpos potentes. Meses después de la infeccidn, los antigenos virales
pueden quedarse atrapados en los centros germinales y/o expresarse de forma
sostenida. Tras una infeccion leve, el nivel de mutacién somatica en las células B de
memoria aumenta con el tiempo, generando células maduras que codifican anticuerpos
con mayor potencia y frente a mas variantes. De la misma manera, tras la vacunacién,
las células B del centro germinal de los ganglios linfaticos y las células B de memoria
pueden evolucionar y conseguir niveles cada vez mayores de mutacién somatica,

aunque el desarrollo de la potencia y actividad frente a las distintas variantes de los
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anticuerpos tras la vacunacion es menor que tras la infeccidn natural, pero ahi juega un
papel fundamental la vacunacion de refuerzo (booster), con la que se consiguen nuevos
clones de células B que contribuyan de forma eficaz a un aumento de esa potencia

neutralizante y actividad frente a otras variantes del virus (24).

Cabe destacar que la IgA sérica y de las superficies mucosas tiene una neutralizacién
mucho mayor que la IgG, en concreto, la forma dimérica de IgA, predominante en las
mucosas, tiene una capacidad de neutralizacién 15 veces mayor que la forma
monomeérica, predominante en el suero, y esta, a su vez, es el doble de potente que la

forma equivalente de IgG (196).

En pacientes que han superado la enfermedad y en vacunados, los anticuerpos IgG anti-
S van dirigidos contra epitopos fuera de la region RBD y muchos no tienen capacidad
neutralizante. Sin embargo, la mayor parte de los anticuerpos que expresan una
capacidad neutralizante potente son los que se dirigen contra la regién RBD
especificamente (anticuerpos anti-RBD). Esta region puede adoptar diferentes
conformaciones ("abajo" y "arriba", esta ultima necesaria para la interaccién con el
receptor ACE-2) gracias a su gran flexibilidad. Esto influye en el acceso a los epitopos de

los anticuerpos.

Analizando estructuras, caracteristicas funcionales y/o mapeo antigénico, se han
establecido distintas clasificaciones para los anticuerpos neutralizantes anti-RBD (24).
Los anticuerpos anti-RBD que tienen mayor actividad neutralizante in vitro son aquellos
qgue compiten con el motivo de unién del receptor ACE-2. Estos son anticuerpos
derivados de segmentos génicos VH3-53 o VH3-66 y con muy pocas mutaciones, y
constituyen un clonotipo que se encuentra en la mayoria de los individuos. La mayoria
de clonotipos VH3-53 o VH3-66 sélo pueden acceder a su epitopo cuando la regién RBD
estd en posicidon “arriba” (clase 1, imagen 8); sin embargo, otros anticuerpos dirigidos a
los motivos de unidn a receptores pueden unirse a la regién RBD en cualquiera de sus
posiciones (clase 2, imagen 8). Al interactuar con regiones RBD adyacentes, pueden
bloquear el trimero S en una conformacidn cerrada, impidiendo, asi, su unién al receptor
ACE-2. Un tercer tipo de anticuerpos anti-RBD son los que unen los epitopos distales al

motivo de unién al receptor, con el que muestran un solapamiento minimo o nulo (clase
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3, imagen 8). Aunque algunos anticuerpos monoclonales (por ejemplo, sotrovimab) que
no compiten directamente con la unidon a ACE-2 si pueden interferir a través de
impedimento estérico. Por ultimo, existe un cuarto tipo de anticuerpos anti-RBD no
competidores de ACE-2 que van dirigidos a un epitopo conservado distal del motivo de
unién al receptor (clase 4, imagen 8). A pesar de su limitada actividad in vitro, se ha
demostrado que estos anticuerpos actuan alterando la proteina de la espicula
(provocando el desprendimiento prematuro de S1, por ejemplo) y han demostrado una

reactividad cruzada contra coronavirus zoondticos relacionados (24).
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Imagen 8. Clasificacion de anticuerpos neutralizantes en funcién de su unidn a la region

RBD. Adaptado de Gruell et. al, 2022 (24).

Los anticuerpos que actuan en la cara RBM son los que tienen mayor capacidad
neutralizante. Entre ellos se encuentran anti-RBD-1, RBD-2 y RB-3. Anticuerpos anti-
RBD-1 actiian en el centro de unién entre RBD y ACE-2; los anti-RBD-2 se desplazan hacia
la espicula, y los anti-RBD-3, hacia la superficie plana. C102, C105, P2C-1F11, CB6 vy
REGN10933 son algunos de los anticuerpos neutralizantes anti-RBD-2 vy utilizan,
mayoritariamente, un fragmento variable (VH) de la cadena pesada (IGHV3-53/IGHV3-
66) que tienen una hipermutacidn somatica muy limitada y bucles CDR3 cortos (menos
de 15 residuos) en la regién determinante de la complementariedad. NY en los residuos

32 y 33 de la VH en la CDR1 y SGGS en los residuos 53-56 de VH en la CDR2 son dos
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motivos caracteristicos necesarios para la unién al RBM. Los anticuerpos anti-RBD-2y 3
se ven afectados por las mutaciones K417N/T, E484K/Ay N501Y presentes en Alfa, Beta,

Gamma v los sublinajes BA.1y BA.2 de la variante Omicron (195).
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Imagen 9. Mecanismo de accidn de anticuerpos neutralizantes. Los anticuerpos
neutralizantes se unen a las proteinas de las espiculas en la superficie del SARS-CoV-2,
impidiendo su union al ACE-2 de la célula huésped. Al unirse varios anticuerpos
neutralizantes a varias espiculas, atraen a otros virus neutralizados y los agrupan para
gue puedan ser mas facilmente reconocidos y destruidos por los fagocitos. Adaptado de

Fluidic Analytics, 2020 (201).

Otros anticuerpos, dirigidos contra la cara exterior del RBD, también tienen gran
capacidad de neutralizacién. Son los anti-RBD-4 y anti-RBD-5. Los primeros se unen al
borde exterior del RBM y bloquean el ACE-2. Estos son los anticuerpos C002, A19-46.1,
BD-368-2, COV2-2130y P2B-2F6. Por su parte, los anti-RBD-5 se unen lejos del RBM, por
lo que ellos no bloquean el receptor ACE-2. Los anticuerpos anti-RBD-4 interactlan con

los residuos F486 y Q493 en el RBM, igual que los de clase 2. Estos residuos diferencian
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SARS-CoV-2 del SARS-CoV y parece ser que mejoran el RBD del SARS-CoV-2 para unién
al receptor ACE-2. La interaccion entre anti-RBD-4 y F486 imita la interaccién entre ese
residuo y ACE-2, ya que F486 se queda estatico en un bolsillo hidrofdbico entre las
cadenas ligera y pesada de los anticuerpos. Otra interaccién comun es la que se hace
con E484 a través de la cadena pesada o ligera, aunque la mutacion E484K/A,
encontrada en Beta, Gamma, Omicron BA.1y BA.2, Mu, Eta e lota, disminuye o anula
totalmente la actividad neutralizante de los anticuerpos anti-RBD-4. Se ha observado
gue el uso conjunto de COV2-2196 (anti-RBD-2) y COV2-2130 (anti-RBD-4) de forma
terapéutica como Tixagevimab-Cilgavimab (de la farmacéutica AstraZeneca), consigue
una neutralizacién eficaz frente a Omicron BA.1 y BA.2., a pesar de que cada una por
separado no lo logra. La mutacién L452R, caracteristica principalmente en Delta, Epsilon
y Kappa, también reduce significativamente o anula por completo la capacidad de
neutralizacion de los anti-RBD-4. Por su parte, los anti-RBD-5 ejercen su accion contra el
glucano N343, muy conservado entre el SARS-CoV-2, el SARS-CoV y muchos virus de
murciélagos y pangolines que se consideran de alto riesgo de posibles
brotes. REGN10987, LY-CoV1404 (anticuerpo parental de Bebtelovimab (Eli Lilly)) y C110
son algunos anticuerpos que pertenecen a este grupo y su funcién es unirse a las
regiones entre el borde exterior del RBM vy el glucano N343, mientras que los otros
anticuerpos de este grupo, S309 (el anticuerpo parental de Sotrovimab (de
GlaxoSmithKline/Vir Biotechnology)) y C135, se unen a regiones que contienen el
glucano N343. Las mutaciones de escape de REGN10987 incluyen aquellas en las
posiciones N439, N440 y G446. En concreto, LY-CoV1404 neutraliza de manera eficaz
Omicron BA.1 y BA.2. Estos anticuerpos anti-RBD-4 y anti-RBD-5 tienen bajas
hipermutaciones somaticas sin maduracién aparente, por lo que actdan en un corto
periodo de tiempo de manera muy potente. El tercer tipo de anticuerpos neutralizantes
son los que se dirigen contra la cara interior y son los anti-RBD-6 y anti-RBD-7. Son mas
pequenos que los anteriores, con menor capacidad neutralizante y solo se unen a
epitopos contrarios a la superficie exterior solamente accesibles cuando el RBD adopta
una conformacion hacia arriba. Esta accesibilidad transitoria y limitada podria explicar
su baja capacidad de neutralizacion. Estos anticuerpos incluyen S2X259, DH1047 y

CR3022. Para la variante Omicron, estos anticuerpos anti-RBD-6 y 7 no tienen ninguna
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capacidad de neutralizacion, principalmente por las mutaciones en las posiciones S371,

S373 y S375 (195).

Aunque la actividad neutralizante es la que se da mas frecuentemente frente a la regién
RBD, también existen anticuerpos dirigidos frente a la region NTD de la proteina de la
espicula. En comparacién con otras regiones, la NTD tiene una densidad de glucanos
relativamente alta que limita la accesibilidad. Sin embargo, se han detectado
anticuerpos que actuan contra un sitio estructuralmente definido de gran vulnerabilidad
(supersitio antigénico), ademas de anticuerpos anti-NTD neutralizantes que muestran
un contacto minimo o nulo con este sitio. No se conoce con exactitud el mecanismo por
el que los anticuerpos anti-NTD ejercen su actividad neutralizante, pero se cree que
puede ser porque interfieren en los cambios conformacionales necesarios para la fusion

de membranas tras la unioén del virus al receptor ACE-2 (24).

Se ha identificado un tercer tipo de anticuerpos en cuanto a su sitio de unidn. Estos se
unen al dominio S2 y tienen la capacidad de reducir la carga viral in vivo. Se caracterizan
por una capacidad neutralizante un poco mds débil que los otros anticuerpos, pero
tienen una alta reactividad cruzada con otros virus de la familia, lo que le otorga la
posibilidad de ser las dianas del disefio de vacunas pan-Betacoronavirus (24), familia a

la que pertenece el SARS-CoV-2.

Mencidn aparte, hay ciertos anticuerpos gue no encajan en ningln sistema de
clasificacion. Estos son ADG-2 y S2H97. El epitopo de ADG-2 se superpone parcialmente
con los de laclase 1y con los de clase 4 y S2H97 se une a un epitopo debajo del RBM. La
unién de S2H97 al RMD necesita una apertura mayor del RBD que la unién de los
anticuerpos anti-RBD-6 y anti-RBD-7 al ACE-2. De igual manera que los anticuerpos no
compiten con ACE-2, se cree que S2H97 neutraliza el virus al interferir e interrumpir los

pasos posteriores a la unién de ACE-2 antes de la entrada viral (195).

En cuanto a las variantes de preocupacion, se han detectado mutaciones que pueden
conferir resistencia a los anticuerpos neutralizantes. En concreto destacan dos en el
RBD, en la proteina de la espicula. El residuo E484 es el lugar donde algunas mutaciones
forman enlaces de hidrégeno, lo que provoca una considerable reduccidn de la unién

policlonal al plasma de los anticuerpos de clase 2. De la misma manera actuan las
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mutaciones en el residuo K417, que disminuye la actividad de los anticuerpos de clase
1. Las mutaciones en estos dos residuos, E484 y K417, atendan la accién de los
anticuerpos neutralizantes dirigidos al RBM. Las VOC Beta, Gamma y Omicron cuentan
con mutaciones en ambos residuos, por lo que con ellas se ha visto una clara
disminucién de la sensibilidad a la neutralizacion mediada por anticuerpos en

comparacion con la cepa salvaje (24).

Pero no solo hay mutaciones en el RBD. En la regién NTD se dan inserciones y
delecciones o mutaciones en los alrededores del supersitio antigénico. Pequefias
mutaciones individuales en esta regién, como la mutacidon L452R presente en la VOC
Delta, pueden no tener un gran efecto contra la actividad policlonal sérica, pero si que
pueden conferir resistencia a los anticuerpos monoclonales terapéuticos vy, si dejan de
ser individuales para pasar a ser una acumulacién, ya si que pueden llegar a afectara la
resistencia policlonal. La variante Omicron y sus sublinajes presentan mutaciones en la
region NTD y en los epitopos de muchos anticuerpos anti-RBD de clase 1, 2y 3, lo que le
otorga la capacidad de tener una alta resistencia a los anticuerpos monoclonales y a los

policlonales que se generan por la infeccion natural o por la vacunacion (24).

En cuanto a los estudios llevados a cabo in vitro, se ha observado que la variante
Omicron es capaz de sortear la neutralizacién de los anticuerpos producidos por la
vacuna BNT162b2 en mas del 85% de los casos debido a sus multiples mutaciones en la
espicula, lo que puede suponer un problema a la hora de encontrar terapias eficaces
que frenen su avance (202). En otro metaanalisis, en el que se incluyeron 3 estudios
donde se estudiaba la neutralizacién con virus vivos, se publicé que las variantes Alfa,
Beta, Gamma y Delta también escapaban a la accidn neutralizante de los anticuerpos
producidos por infeccion natural con una media de 1,4, 4,1, 1,8 y 3,2 veces en
comparacion con la cepa salvaje. No obstante, los anticuerpos contra la variante Alfa
siguen siendo efectivos y no hay indicios de que alguna vacuna no sea eficaz. En el caso
de la variante Beta, se ha observado, en algunos casos, el escape de la neutralizacién de
plasma convaleciente y anticuerpos inducidos por la vacunacién. En cuanto a la Gamma,
se ha visto que las vacunas disefiadas protegen frente a esta variante, aunque tenga un

mayor escape a la neutralizacién que la anterior. Finalmente, la variante Delta escapa a
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la neutralizacidn de algunos anticuerpos dirigidos contra el NTD y los titulos de
anticuerpos neutralizantes después de dos dosis de vacuna son entre 3 y 5 veces mas
altos que frente a la variante Alfa, aunque una dosis de refuerzo muestra una alta

eficacia frente a Delta (202).

Especial mencién requiere la mutacidn en la secuencia E484 situada en la regién RBD de
la proteina S. Esta mutacién tiene una sustitucién de glutamato (E) por lisina (K) (203) o
por alanina (A) en la posicion 484. Se ha identificado como la responsable in vitro del
escape de los anticuerpos monoclonales y policlonales séricos porque aumenta la
afinidad del RBD por el ACE-2 (204), hasta mas de 10 veces, segun algunas publicaciones
(203). Algunas de las VOC, la Beta (E484K), la Gamma (E484K) y la Omicron (E484A),
cuentan con esta mutacion, lo que les hace especialmente peligrosas por su gran

capacidad de diseminacidn, incluso entre personas totalmente vacunadas (181).
Otras mutaciones importantes a tener en cuenta son (204):

e La mutacion N501Y. Se localiza dentro de la regién RBD de la proteina S. Su
funcion es aportar una mayor afinidad de esta region por el receptor ACE-2, lo
gue puede aumentar la transmisibilidad.

e La mutacion E484Q. También se encuentra en la region RBD de la proteina S. Es
similar a la mutacion E484K/A y también se asocia a un escape inmunitario.

e Las mutaciones K417N y K417T, en la proteina S. Juegan un papel importante en
el cambio conformacional de la proteina y en el escape del sistema inmunitario.
Se descubrié que K417N otorga menor afinidad por el receptor ACE-2, pero esto
se compensa con la presencia de N510Y. La presencia de ambas mutaciones
juntas aporta mayor afinidad por este receptor que si ninguna esta presente.

e La mutacidn L452R. Se encuentra dentro de la region RBD y, por lo tanto, puede
jugar un papel importante en la transmisibilidad o el escape inmunitario. Se ha
demostrado que esta mutacidn escapa al efecto del anticuerpo monoclonal
terapéutico bamlanivimab (LY-CoV555).

e La delecidén de las regiones 69 y 70 (A69-70) de la proteina S esta asociada con
un aumento de la capacidad infectante, una disminucién de la neutralizacién y

un fallo en la diana del gen S (SGTF) en algunas pruebas RT-PCR multiplex,
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aunque la variante que albergue esta delecién podrd ser detectada la mayoria
de las veces por el disefio de las pruebas que se detectan multiples genes.

e Las mutaciones en la proteina de la nucleocapside pueden suponer un potencial
riesgo para el diagndstico del virus, dado que las pruebas de diagndstico rapido

de antigeno detectan la presencia de esta proteina.

Mutaciones en la espicula
. Sitio de la Mutaciones
Variante RBD NTD fugina Otras destacadas Efectos
Aumenta la densidad de la
B.1) Del4G proteina 5y la tasa de
infeccian.
10 veces mas afin a ACE-2
AST0D que la cepa original,
ABS-TD De14G aumenta la
Alfa (B.1.1.7) MES01Y 4144 PEE1H T7161 N501Y transmisibilidad vy 1z carga
S0B2A viral, y tiene un efecto
D111BH minimo en el escape del
sistema inmunitario.
Aumenta la
o o NS
Beta [B.1.351) E484K 4211 ATOLY E4B4K ) T
NSOTY 02156 anticuerpos y en la
A241-743 evasion del sistema
immunitario.
L18F Aumenta la
a2 T
Gamma (P.1} E4B4K HE55Y KA17T ) e
N501Y D138Y T10271 anticuerpos v en la
D164G evasion del sistema
R1905 inmunitario.
Aumenta la
transmisibilidad, efecto
T19R moderado en el escape de
Delta (B.1.617.2) L4528 A156-157 PEBE1R D5146 L452R anticuerpos y en la
T47BK DasOmM - h
R158G evasion del sistema
inmunitario, aumento en
la escisian en 51/5.
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Mutaciones en la espicula
Variante RBD NTD Sitio d ela Otras Mutaciones Efectos
furina destacadas
G339D
S371L
S373P
S375F T547K
K417N A67V D614G
N440K A69-70 H655Y -
-~ GA446S T951 N679K Aumenta |a afinidad de
Omicron N501Y unién por ACE. Reduce la
(B.1.1.529) S477N 61420 N764K E484A neutralizacion del farmaco
B T478K A143-145 D796Y Y bamlanivimab
E484A L2121 N856K amianivimab.
Q493R A211 Q954H
G496A N969K
Q498R
N501Y
Y505H
G339D
S371L
5373P T547K
S375F D614G
K417K A67V HE55Y
N440K A69-70 N679K Aumenta la
Omicron BA.1/ G446S T95I N764K transmisibilidad, efecto
; S477N A143-145 P681H moderado en el escape de
B.1.1.529.1 D796Y . -
T478K A211 anticuerpos y en la evasién
N856K . . o
E484A L2121 Q954H del sistema inmunitario.
Q493R +214EPE
N969K
G496S L981F
Q498R
N501Y
Y505H
G339D
S371F
S373P
S375F
giggﬁ D614G Aumenta la
RA0SS T19I H655Y transmisibilidad respecto a
- 0,
Smicron BA.2/ K417N A24-26 N679K BA.1en urlw 30% y presenta
A27S P681H N764K un mejor escape de
B.1.1.529.2 N440K .
S477N G142D D796Y anticuerpos y mayor
V213G Q954H evasion del sistema
T478K N969K inmunitario
E484A ’
Q493R
Q498R
N501Y
Y505H
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Mutaciones en la espicula

Variante RBD NTD Sitio d € Otras Mutaciones Efectos
la furina destacadas
G339D
S371L/F
S373P
S375F
D405N A67V D614G
A69-70 Aumenta la
K417N H655Y -
T95I transmisibilidad, presenta
P N440K N679K K
Omicron BA.3/ G142D un mejor escape de
G446S P681H N764K .
B.1.1.529.3 A143-145 anticuerpos y mayor
477N A211 D796Y evasion del sistema
Ta78K L2121 Q954H inmunitario
E484A +214EPE N969K ’
Q493R
Q498R
N501Y
Y505H
G339D
S371F
S373P
S375F
T376A Aumenta la
D405N 1091 D614G transmisibilidad, la
R408S H655Y evasion del sistema
A24-26 . o
. K417N N679K inmunitario y el escape de
Omicron BA.4/ A27S .
B.1.1.529.4 N440K A69-70 P681H N764K anticuerpos en
e L452R 61420 D796Y comparacion con BA.2 en
S477N V213G Q954H individuos vacunados o
T478K N969K que fueron infectados por
E484A BA.
FA86V
Q498R
N501Y
Y505H
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Mutaciones en la espicula
Variante RBD NTD Sitio d € Otras Mutaciones Efectos
la furina destacadas

G339D
S371F
S373P
S375F
T376A Aumenta la
D40O5N T101 D614G transmisibilidad, la
R408S H655Y evasion del sistema

L. K417N A24-26 N679K inmunitario y el escape de

Omicron BA.5/ A27S .

B.1.1.5295 N440K A69-70 P681H N764K antlcu,erpos en

LA52R G142D D796Y comparacion con BA.2 en
S477N V213G Q954H individuos vacunados o
T478K N969K que fueron infectados por
E484A BA.
F486V
Q498R
N501Y
Y505H

Tabla 9. Variantes de preocupacion, mutaciones en la proteina espicula del SARS-CoV-2
y efecto bioldgico. ACE2: enzima convertidora de angiotensina 2 (angiotensin-converting
enzyme 2); NTD: dominio N-terminal (N-terminal domain); RBD: dominio de unién al

receptor (receptor binding domain), A: deleccion (205).

Cuando se evaluaron las variantes que contenian una mutacién en la regiéon RBD, la
variante B.1.1.7 (N501Y) del Reino Unido, la variante B.1.1.298 (Y453F) del vison danés
y la variante B.1.429 (L452R) de California mostraron una neutralizacion similar a la de
la cepa salvaje y la primera variante D614G. Aquellas personas que recibieron la pauta
completa de lavacunacion con BNT162b2 mostraron una neutralizacién en comparacion
con la cepa salvaje de 2,1 veces mas para B.1.1.7, 1,4 veces mas para B.1.1.298 y 2,0
veces mas para B.1.429. En aquellos que fueron vacunados con ARNm-1273, se observd
una neutralizacion de 2,3 veces para B.1.1.7, 1,3 veces para B.1.1.298, y 2,0 veces para
B.1.429 en comparacién con la cepa salvaje. Sin embargo, la neutralizacién de la variante
brasilefia/japonesa P.2, que contiene la mutacion E484K en el RBD, disminuyd
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significativamente (5,8 veces para BNT162b2, p < 0,001; 2,9 veces para mRNA-1273, p <
0,01). Esto concuerda con los amplios estudios que plantean que esta mutacion puede
evadir la respuesta inmune (206,207) y puede posibilitar una reinfeccién por SARS-CoV-
2 (181,208-212). Del mismo modo, las respuestas de anticuerpos neutralizantes
también disminuyeron significativamente para la cepa brasilefia/japonesa P.1 (6,7 veces
para BNT162b2, p < 0,0001; 4,5 veces para mRNA-1273, p < 0,001), que cuenta con tres
mutaciones en RBD (K417T, E484K y N501Y) y también ha dado casos de reinfeccidon
(181,212).
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1.5. VACUNAS

Los primeros casos de neumonia por SARS-CoV-2 se detectaron en China el 31 de
diciembre de 2019 (1). No obstante, no se desarrollé un programa de vacunaciéon masiva
hasta diciembre de 2020 (213). A dia 18 de octubre de 2023, se habian administrado
13.516.282.548 dosis de vacunas en todo el mundo, 112.886.307 en Espana (datos
recogidos hasta el 3 de septiembre de 2023) (42).

En condiciones normales, el desarrollo de una vacuna es un proceso largo que puede
durar entre cuatro y siete afios (214). Sin embargo, ante la situacidon de emergencia por
la COVID-19, los gobiernos de todo el mundo se vieron obligados a movilizar una
cantidad enorme de recursos humanos y materiales en esfuerzos de investigacién y
desarrollo (26). Los laboratorios agilizaron sus investigaciones y acortaron estos
periodos enormemente para poder dar una respuesta rapida en el momento mas critico
de la pandemia. Ademas, las empresas reforzaron la fabricacién y produccion de los
componentes necesarios para conseguir el mayor nimero de dosis disponibles para la
poblacidn (214). En este contexto, la Comisién Europea facilitd a los laboratorios, lo mas
rapido posible y en una situacion sin precedentes, a fabricar y distribuir vacunas, incluso
antes de conocer los resultados definitivos de los ensayos clinicos, con el consiguiente
riesgo de no ser aptas para su administracion posteriormente por la Agencia Europea

del Medicamento (EMA) o por la FDA en EE. UU. y teniendo que ser destruidas (214).

La EMAy la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) recomiendan actualizar las vacunas
para poder combatir las nuevas variantes dominantes hoy en dia en la mayor parte del
mundo. Ademas, el Centro Europeo para la Prevencién y el Control de las Enfermedades
(ECDC) y EMA plantean nuevas vacunas monovalentes dirigidas solo frente a una cepa
en concreto, como XBB.1.5 (215,216). Ademas, asumiendo la estacionalidad del virus
(periodos de invierno, sobre todo), recomiendan establecer un periodo anual de
vacunacion (por ejemplo, en primavera) para dar tiempo a las empresas a su fabricacion
y a los gobiernos para poner en marcha campanas de vacunacion en funcién de la

situacion epidemioldgica del momento (216).
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El impacto de las vacunas para frenar la pandemia depende de su eficacia, la urgencia
con la que se aprueben, la rapidez con la que se fabriquen y suministren, la posible
aparicion de otras variantes que puedan escaparse del efecto neutralizante de las

vacunas y el nimero de personas inmunizadas (213).

En general, las vacunas contra la COVID-19 tienen una alta eficacia para prevenir la
enfermedad grave, la hospitalizacién y la muerte causadas por las variantes actuales del
virus (Omicron y sus sublinajes), pero no tanto frente a la infeccién y la enfermedad leve,
aunqgue si se ha demostrado que la infeccién en personas después de haber sido
vacunadas se manifiesta con unos sintomas mas leves que en las no vacunadas. Sin
embargo, ninguna vacuna es 100 % eficaz, por lo que hay personas que siguen
enfermando, incluso muriendo, a pesar de estar vacunadas con todas las dosis
recomendadas (infeccion postvacunacion) (213), aunque es bastante infrecuente. No
obstante, segln datos de los CDC de EE. UU., las personas no vacunadas tienen un riesgo
de fallecer por la enfermedad once veces mayor que las personas vacunadas (213), por
lo tanto, la recomendacidon es vacunarse siempre que sea posible. Esta infeccion
postvacunacion también puede deberse a que no se haya respetado el tiempo minimo
para dejar actuar al sistema inmunde después de haber recibido la vacuna. Las vacunas
alcanzan su nivel maximo de inmunidad varias semanas después de haber recibido la
ultima dosis de la pauta completa. Hasta entonces, la persona vacunada puede
infectarse, enfermar y propagar el virus (213). Pero esta inmunidad no solo protege a la
persona que se vacuna, sino que también ayuda a proteger a los demas que le rodean,
ya que la probabilidad de que la persona vacunada se contagie del virus y lo propague

es menor, aunque el riesgo siempre existe (213).
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Imagen 10. Relacién entre el tiempo transcurrido desde la ultima dosis de la vacuna vy el
riesgo de infectarse con SARS-CoV-2. Adaptado de Eficacia tedrica, eficacia real y

proteccion de las vacunas, OMS, 2021 (217).

Las personas infectadas también deben vacunarse porque esto refuerza el sistema

inmune (218).

Inmunidad natural por infeccién Inmunidad natural por infeccidn + vacuna

Imagen 11. Diferencia entre la formacién de anticuerpos a través de inmunidad natural
por una infeccién sin y con vacuna. Adaptado de infografia de la OMS sobre “vacunarse

contra la COVID-19”, 2021 (218).
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También es importante conocer cuanto tiempo dura la inmunidad de las vacunas.
Todavia hay estudios que estan comprobando esto, pero lo que si se sabe es que la
proteccién disminuye a los 6 meses después de la primera pauta de vacunacion, por lo
gue es importante una dosis de recuerdo después de ese tiempo. Ademas, personas
mayores de 60 afios, con enfermedades previas o que estdn en contacto constante con
el virus se les considera grupo prioritarioy, por tanto, se recomienda administrarles esta

dosis de refuerzo antes que al resto (213).

Los programas de vacunacién mundiales favorecieron el levantamiento del
confinamiento y la relajacion en las medidas sanitarias, asi como alivio en la presién
sobre los sistemas nacionales de salud, ya que disminuyd la gente que enfermaba
gravemente o que requeria hospitalizacién (73). Segun las estimaciones de algunos
cientificos, se cree que, durante el primer afio de vacunacién, las muertes por COVID-19
en todo el mundo se redujeron a mas de la mitad, evitando, asi, entre 14 y 20 millones

de muertes (73).

Desde el principio quedd claro que las vacunas anti-COVID-19 suponen una importante
herramienta para luchar contra la pandemia, pero no son suficientes por si solas.
Necesitan del apoyo de medidas sociales y de salud publica como la vigilancia, el
aislamiento de los pacientes positivos diagnosticados, con sintomas o que hayan sido
contactos de alguno de estos anteriores, el rastreo de los contactos, la proteccion
individual de lavado de manos frecuente y uso de desinfectante, guardar una distancia
minima de un metro con respecto a las personas de alrededor, usar mascarilla facial
homologada ajustada a la cara y que tape nariz y boca, evitar aglomeraciones en lugares
cerrados, cubrirse la boca al toser o estornudar y permanecer en casa si presenta algun
sintoma compatible con la enfermedad. Solo estas medidas en conjunto pueden frenar

la transmision del virus (213).

En cuanto a la inmunidad adaptativa, sigue habiendo un gran desconocimiento en cémo
le afecta las vacunas. Distintas lineas de evidencia sefialan un papel importante de las

células T en la proteccion y reduccidn de la gravedad de la enfermedad, y de las células
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B en la adaptacion de la inmunidad a las VOC (219). No obstante, siguen siendo

necesarios mas estudios que arrojen luz sobre este tema.

Se han desarrollado varias vacunas con distintos componentes: vacunas de virus
inactivados, de virus vivos atenuados, de proteinas recombinantes, de vectores de virus
(adenovirus o virus de la gripe), pero, sin duda, la tecnologia mas innovadora ha sido la

del ARN mensajero (26).

1.5.1 Desarrollo y tecnologia

Vacuna de ARN mensajero (ARNm)

La mayoria de las vacunas se basan en la inoculacion del microorganismo
causante de la enfermedad que se quiere combatir atenuado o inactivado v,
tradicionalmente, han sido las mas usadas; sin embargo, no es la Unica forma de
disefiar vacunas. Una de las primeras vacunas para la COVID-19 que salio al

mercado baso su tecnologia en el uso de ARN mensajero (220).

El ARN mensajero (ARNm) es una molécula disefada para codificar una proteina
de interés; en este caso, la proteina de la espicula del SARS-CoV-2 (26,221). La
proteina trimérica S, en la superficie del SARS-CoV-2, es clave en la entrada del
virus en las células huésped, como ya se ha comentado previamente. Es por ello
por lo que se considera el principal antigeno para el disefio de vacunas (26). El
ARNm es, ademads, una molécula inestable, con carga negativa y propensa a ser
degradada por nucleasas, por lo que se suele encapsular en un vehiculo de
administracion para que entre en la célula diana. En este caso, se encapsula en
nanoparticulas lipidicas (26), que, ademds de facilitar la entrada en la célula
huésped también favorecen la estabilidad de la vacuna durante su

almacenamiento (73).
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Esta vacuna para la COVID-19 se administra intramuscularmente (220), aunque
esta tecnologia estd desarrollada para que también se pueda administrar por via
subcutdnea en otras enfermedades (26). Una vez dentro del organismo, pueden
estar implicadas tanto células inmunes (dendriticas, macréfagos o células en
organos linfoides periféricos) como no inmunes (musculares y epidérmicas) (26).
En el caso de las vacunas para SARS-CoV-2, el ARNm traduce en los ribosomas un
prototipo de proteina S del virus, pero inofensiva. Las células del organismo
presentan esta proteina S en su superficie para que el sistema inmune la
reconozca y active la produccién de células inmunitarias humorales y celulares
para combatir y eliminar el patégeno extrafio (26,220). Esto permitird que,
cuando el organismo entre en contacto con el virus real, tenga una respuesta
inmune mucho mas rapida, acortando, asi, el tiempo de permanencia del virus
en el cuerpo y haciendo que los sintomas sean mucho mas leves o, incluso,
inexistentes (222). Una vez formados y presentados los fragmentos de proteina
S, las células los eliminan. El ARNm no llega a introducirse en ningin momento
en el nucleo de la célula huésped, donde se encuentra el ADN (223), por lo que
no hay posibilidad de mutaciones. El hecho de que el virus esté menos tiempo
de forma viable en las células huésped puede hacer que el contagio entre
personas sea mas leve o que el nUmero de personas contagiadas sea menor que

sin esa respuesta inmune rapida, aunque no evita el contagio (224).
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Esquema 7. Funcionamiento de una vacuna de ARNm. Paso 1: virus SARS-CoV-2
y su proteina de la espicula y ARN mensajero (ARNm o mRNA) disefiado en el
laboratorio con instrucciones para que se traduzca en la proteina de la espicula
del virus. Paso 2: se inocula la vacuna de ARNm. Paso 3: el ARNm entra en Ila
célula humana. Paso 4: se traduce la proteina espicula (S) a partir del ARNm. Paso
5:la proteina de la espicula es reconocida por el sistema inmune, el cual produce
anticuerpos contra el SARS-CoV-2. Paso 6: cuando la célula se vuelve a infectar
con el virus, los anticuerpos lo bloquean y evitan que se replique (se genera la

inmunidad) (223).

Estas vacunas se han dado a conocer a la poblacién por primera vez en la
pandemia de SARS-CoV-2, demostrando su gran éxito, pero arrastran una larga
trayectoria de afios de investigacion y estudios preliminares. La molécula de
ARNm fue descrita por primera vez por Brenner y sus colegas en 1961 (225),
aunque no fue hasta 1969 cuando se consiguid traducir la primera proteina in
vitro a partir de ARNm aislado debido a su alta inestabilidad. Después de afios de

141



investigacion, la FDA aprobd en agosto de 2018 el primer farmaco terapéutico
de interferencia de ARN (small interfering RNA o siRNA), Onpattro® (Alnylam
Pharmaceuticals Inc.) (26). Ahora, se ha planteado la aplicabilidad de estas
vacunas en otras infecciones viricas como la rabia, la gripe, el ébola, el zika, el
virus del dengue o el metapneumovirus humano, incluso para otras
enfermedades no infecciosas como el cdncer, para las que se estan llevando a
cabo distintos ensayos clinicos (26). Las vacunas de ARNm han revolucionado el
panorama actual por su corto proceso de investigacién y desarrollo, por su

sencilla produccién y por su alta capacidad de activar el sistema inmune (26).

Las vacunas desarrolladas por las farmacéuticas Pfizer-BioNTech (BNT162b2) y
Moderna (ARNm-1273) fueron las primeras usadas para la COVID-19 usando esta
tecnologia de ARNm (223) después de que numerosas agencias reguladoras de
Estados Unidos, Reino Unido, Canadd y Hong Kong (China) aprobasen una
autorizacion de uso de emergencia (26). El 23 de agosto de 2021, la de Pfizer-
BioNTech fue la primera vacuna para la COVID-19 aprobada oficialmente para su
comercializacion por la FDA, y, meses después, la primera de la historia aprobada
para su uso en nifios de 5 a 11 afios de edad (26). Estas vacunas de ARNm frente
al SARS-CoV-2 han demostrado tener una mayor eficacia frente a las VOC que
otro tipo de vacunas tanto en los ensayos clinicos como en los ensayos en vida

real (202).

Vacunas de vectores virales

Las vacunas de vectores virales utilizan una version modificada de un virus vector
diferente al patégeno que se quiere combatir para transmitir instrucciones
importantes a las células del huésped (220). Normalmente, ese virus suele ser
adenovirus o poxvirus (179) y actiua de plataforma para transportar los

fragmentos del virus patégeno que se desean replicar en la célula (226).

Se clasifican en dos tipos: sin replicacidn y con replicacién. Las primeras entran

en las células y producen los antigenos deseados, pero sin replicarse. Las
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segundas si que lo hacen y también pueden producir vectores virales infecciosos
que desencadenen otra segunda inmunidad y, reforzar asi, el sistema de defensa

(179).

Esta tecnologia se ha planteado como opcidn para algunas las enfermedades
como el zika, la gripe o el VIH y ha sido empleada recientemente en algunos
brotes de ébola (220). Ademas, también se ha estudiado su aplicacién en terapia
génica, como para el tratamiento de cdncer, o para la investigacién en biologia

molecular (220).

Las vacunas de vectores virales desarrolladas para combatir la COVID-19 son de
administracion intramuscular. El virus vector que contiene la vacuna es uno
diferente al SARS-CoV-2 que no produce infeccidn de ningun tipo, y cuya funcién
es otorgar instrucciones a las células musculares para que produzcan y hagan
copias de un fragmento no infectivo de la proteina de la espicula del SARS-CoV-
2. Una vez formado, descomponen el vector y lo eliminan. Posteriormente, estas
células presentan ese fragmento formado de la proteina S en su superficie y el
sistema inmune lo reconoce, provocando una cascada de activacion de
anticuerpos y otras células inmunitarias que combaten la “falsa infeccién”. Como
cualquier vacuna, ante un segundo contacto con el virus, el sistema inmune

actuara mas rapida y eficazmente (220).

Las vacunas contra la COVID-19 desarrolladas, por un lado, por AstraZeneca y la
Universidad de Oxford (ChAdOx1-S nCoV-19) y, por otro lado, por Janssen de

Johnson & Johnson (Ad26.CoV2.S) se basan en esta tecnologia.
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Esquema 8. Funcionamiento de una vacuna de vector viral. Paso 1: se extrae
material genético de la proteina de la espicula del SARS-CoV-2 y se introduce en
un virus diferente e inocuo que actia como vector. Paso 2: se inocula la vacuna
de vector viral. Paso 3: el vector entra en la célula huésped. Paso 4: se genera la
proteina de la espicula a partir del material que portaba el virus vector. Paso 5:
la proteina de la espicula es reconocida por el sistema inmune, el cual produce
anticuerpos contra el SARS-CoV-2. Paso 6: cuando la célula se vuelve a infectar
con el virus, los anticuerpos lo bloquean y evitan que se replique (se genera la

inmunidad) (223).

Vacunas de subunidades proteicas

Estas vacunas incluyen proteinas inocuas de la espicula del SARS-CoV-2 como
elemento principal en la formulacién (223). También cuentan con un adyuvante
que facilita la activacién del sistema inmunitario cuando se enfrenta a esa
proteina S por primera vez para, ante un segundo contacto, actuar mas rapida y

eficazmente y frenar, asi, la infeccién (220).
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La administracién de estas vacunas es intramuscular. Una vez en el organismo,
las células del sistema inmune se activan frente a esas proteinas extrafias para
intentar eliminarlas. El adyuvante, por su parte, refuerza esta accion para que se

produzcan mas anticuerpos y el organismo pueda combatir la infeccién (220).

Son vacunas mas seguras que las que usan virus completos porque estas no
llevan ninglin elemento que pueda replicarse por si solo. Sus principales
problemas adversos pueden deberse al adyuvante, que es que potencia la

inmunogenicidad de la vacuna (179).

Novavax es un laboratorio que ha desarrollado una vacuna basada en

subunidades proteicas (NVX-CoV2373).
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Esquema 9. Funcionamiento de una vacuna de subunidades proteicas. Paso 1: se
extrae material genético del virus SARS-CoV-2 que codifica para la proteina de la
espicula. Paso 2: se inserta en bacterias, levaduras o células animales. Paso 3: en

las células se produce la proteina de la espicula y se purifica. Paso 4: una
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subunidad de la proteina de la espicula se combina con sustancias especificas
para provocar una activacién del sistema inmune. Paso 5: se formula la vacuna
con subunidades proteicas y se inocula. Paso 6: se forma una proteina de la
espicula en la célula muscular que es reconocida por el sistema inmune, el cual
produce anticuerpos contra el SARS-CoV-2. Paso 7: cuando la célula se vuelve a
infectar con el virus, los anticuerpos lo bloquean y evitan que se replique (se

genera la inmunidad) (223).

Vacunas inactivadas

La inactivacidn de un virus o bacteria para su aplicacion en una vacuna se realiza
mediante métodos quimicos o fisicos, bidireccional, y de inactivacion o
eliminacion del virus o bacteria portador de la enfermedad. Los inactivadores
pueden ser productos como perdxido de hidrogeno y psoralenos, radiacion
gamma, tratamiento UV, calor, formaldehido y B-propiolactona (179). Estos
procesos requieren laboratorios especiales que cultiven de forma segura el virus
a emplear, pero pueden producirse a gran escala, aunque llevan un tiempo
relativamente largo y suele tener que administrarse en pautas de dos o tres dosis
(226). Ademas, pueden provocar alguna reaccién adversa como fiebre o los

problemas asociados a las vacunas y los trastornos autoinmunes (179).

A dia 1 de marzo de 2022, habia 21 tipos de vacunas candidatas basadas en virus

inactivado en fase de desarrollo clinico para la COVID-19 (179).

Vacunas atenuadas

Las vacunas basadas en virus vivos atenuados incluyen virus que se han cultivado
en unas condiciones adversas especificas o que han sufrido procesos de
recombinacién, mutaciones (inserciones y delecciones, desoptimizacién de
codones, etc.) todo ello para generar versiones debilitadas de virus vivos o virus
muy parecidos que limiten el proceso de replicacién. Desencadena una respuesta

inmune similar a la infeccidén natural, pero no produce enfermedad. Este modelo
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de vacunas ha sido ampliamente implementado en enfermedades como el
sarampidn, las paperas y la rubéola (triple virica) o la varicela y el herpes zéster
(226). Sin embargo, pueden tener un efecto adverso indeseado, ya que, debido
a que lainmunidad se va a ver algo alterada, durante un breve periodo de tiempo
pueden provocar la activacion o reactivacion de enfermedades, como el herpes
zoster. Estas vacunas no estdn recomendadas en  personas
inmunocomprometidas porque suelen provocar cierta inestabilidad genética y

virulencia residual (179).

A fecha 1 de marzo de 2022, habia 2 tipos de vacunas basadas en el virus vivo

atenuado en fase de desarrollo clinico para su posterior evaluacién (179).

1.5.2 Tipos de vacunas

A dia 12 de enero de 2022, las vacunas aprobadas contra SARS-CoV-2 e incluidas en la

lista de la OMS para su uso en emergencias fueron (213):

BNT162b2, de Pfizer-BioNTech (aprobada el 31 de diciembre de 2020).

e ARNmM-1273, de Moderna (aprobada el 30 de abril de 2021).

e ChAdOx1-S nCoV-19, de Oxford/AstraZeneca (aprobada el 16 de febrero de
2021).

e Ad26.CoV2.S, de Janssen (aprobada el 12 de marzo de 2021).

e CoronaVac, de Sinovac (aprobada el 1 de junio de 2021).

e NVX-CoV2373, de Novavax (aprobada el 17 de diciembre de 2021).

e BBIBP-CorV, de Sinopharm (aprobada el 7 de mayo de 2021).

e BBV152, de Bharat Biotech (aprobada el 3 de noviembre de 2021).

También se han desarrollado vacunas bivalentes que cuentan con proteccién frente a

dos cepas distintas (227):
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e BNT162b2 adaptada (Comirnaty® bivalente), de Pfizer-BioNTech.
e mRNA-1273.214 y mRNA-1273.222 (Spikevax® bivalentes), de Moderna.

BNT162b2 (Comirnaty®, de Pfizer-BioNTech)

La vacuna desarrollada por Pfizer-BioNTech, BNT162b2 o Comirnaty®, contiene
un ARN mensajero (tozinameran) que codifica una glicoproteina de la espicula
de longitud completa con dos mutaciones de prolina en la subunidad S2,
disefiada para mantener la proteina S en conformacién de prefusién, la que
induce una mayor respuesta de anticuerpos neutralizantes (26). La
administracion es por via intramuscular en dos dosis de 30 ug separadas con un
intervalo de 21 dias (en el caso de pacientes inmunocomprometidos, se puede
administrar una tercera dosis al menos 28 dias después de la segunda dosis) y es
recomendable administrar una tercera (o cuarta) dosis de refuerzo (booster) en

mayores de 12 afios al menos 3 meses después de haber recibido la ultima (228).

Los estudios llevados a cabo en pacientes de 16 afios demostraron que la eficacia
de la vacuna en la prevencion de la infeccién por COVID-19 fue del 95% (221) vy,
durante los seis meses posteriores, del 91,3% (26). Ademads, su proteccion
alcanza su maximo después de la segunda dosis y luego disminuye rapidamente
su respuesta inmunitaria humoral. No obstante, en aquellos pacientes que
habian recibido dosis de refuerzo, se vio que la proteccién otorgada por la vacuna
era del 95,6% (26). En cuanto a la capacidad de neutralizacion, estudios que
empleaban pseudovirus comprobaron que, tras dos dosis de BNT162b2, los
titulos de neutralizacion fueron de 160, 7, 24 y 73 titulos medios geométricos
(GMT) para la cepa salvaje del SARS-CoV-2 y las variantes Omicron, Beta y Delta,
respectivamente, aunque estos valores aumentaron hasta 368, 164, 279 y 413
GMT después de un mes tras la dosis de refuerzo, observdandose tendencias
bastante similares a las pruebas de neutralizacién con virus vivos. Con esto, se
concluyd que una dosis de refuerzo con esta vacuna puede afianzar la

neutralizacidn contra la Ultima variante de preocupacién, Omicron (26).
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ARNmM-1273 (Spikevax®, de Moderna)

Al igual que la de Pfizer-BioNTech, la vacuna desarrollada por Moderna, ARNm-
1273, codifica la proteina S del SARS-CoV-2 de longitud completa en su
conformacidn de prefusion. Esta fue la segunda vacuna de ARNm que obtuvo una
EUA de la FDA estadounidense el 18 de diciembre de 2020 y una solicitud de
licencia bioldgica (BLA) el 31 de enero de 2022 (26). Los resultados de los ensayos
clinicos han demostrado que esta es una vacuna con alta tolerabilidad vy
seguridad en adolescentes y adultos, sin que se hayan constatado problemas
graves de seguridad por el momento (la gran parte de los efectos no deseados
fueron leves o moderados, siendo el mas frecuente el dolor en el lugar de la
inyeccidén tras cada dosis y migrafias, fatiga, mialgias o escalofrios tras la

administracion de la segunda dosis (229)).

En un ensayo clinico de fase Ill, 30.420 participantes mayores de 18 afios
recibieron dos dosis de 100 pg de ARNm-1273 con un intervalo de 28 dias entre
cada una de ellas. Este ensayo concluyd que la eficacia de la vacuna fue del
94,1%, con respuestas inmunitarias similares entre los adolescentes de 12 a 17
anos. En un estudio llevado a cabo en Qatar entre diciembre de 2020 y mayo de
2021, se vio que la eficacia de esta vacuna frente a las variantes Alfa y Beta
después de dos dosis era de 100% y 96,4% respectivamente, mientras que
disminuia a valores de 73,1% frente a la variante Delta (26). En cuanto a la
variante Omicron, estudios en vida real demostraron que la administracién de 3
dosis de ARNm-1273 otorgaban una proteccién del 62,5%, menor que la
observada en la variante Delta (95,2%). No obstante, tras el uso de esa tercera
dosis de refuerzo ninguno de los vacunados fue hospitalizado, lo que arroja

resultados favorables (26).

Tras el surgimiento de la variante Beta, se desarrollaron dos vacunas mas que se
unirian a la ARNm-1273 para actuar como vacunas de refuerzo, la ARNm-
1273.351 y la ARNm-1273.211 (26). La dosis de refuerzo alcanzd niveles de
neutralizacion frente a las variantes Beta, Gamma y Delta similares a los

observados en la cepa salvaje. De las tres vacunas de refuerzo evaluadas, ARNm-
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1273.211 fue la que indujo mayores titulos de anticuerpos neutralizantes frente

a las variantes anteriormente mencionadas (26).

Segun los resultados de un estudio de casos y controles con prueba negativa que
se llevd a cabo en Escocia, dos dosis de la vacuna ARNm-1273 mostraron una
eficacia del 23,7% (1Cos: 4,4-39,4) en la prevencion de la infeccidn por la variante
Omicron, y una eficacia de 46,3% (IC 95%: 41,3-51,03) tras una tercera dosis de
refuerzo (179).

A pesar de que la eficacia de las vacunas de ARNm contra el SARS-CoV-2 han
demostrado disminuir su eficacia con el tiempo, siguen siendo eficaces frente a
las variantes que van surgiendo y consiguen reducir las tasas de hospitalizacion
y mortalidad, siendo ligeramente superior la vacuna ARNmM-1273 en

comparacion con BNT162b2 (26).

ChAdOx1-S nCoV-19 (AZD1222 (Vaxzevria®) y Sl (Covishield®), de
Oxford/AstraZeneca)

Esta es una vacuna recombinante basada en vectores virales que se ha formulado

con adenovirus de chimpancé (ChAd) no replicados (230).

Los datos en vida real de estudios llevados a cabo en Reino Unido demuestran
una eficacia del 74% frente a la enfermedad sintomatica por la variante Alfa, un
67% frente a la sintomatica por Delta y un 91% frente a la hospitalizacién por esta

ultima variante (230).

El estudio llevado a cabo por Lépez Bernal et al. concluyd que la eficacia de la
vacuna ChAdOx1 nCoV-19 disminuia notablemente en personas infectadas con la
variante Delta tras una sola dosis (30,7% [ICes: 25,2-35,7]) con respecto a los
infectados con la variante Alfa (48,7 % [ICos: 45,5-51,7]), con resultados bastante
similares a los de la vacuna BNT162b2. Tras la segunda dosis, la eficacia de la

vacuna ChAdOx1 nCoV-19 aumentdé hasta el 67,0 % (ICos: 61,3-71,8) entre los
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infectados con la variante Delta y hasta un 74,5 % (ICos: 68,4-79,4) entre los

infectados con la variante Alfa (231).

En cuanto a la variante Omicron, dos dosis de ChAdOx1 nCoV-19 otorgaron una
proteccién limitada contra la enfermedad sintomatica por Omicron, de la misma
manera que sucede con BNT162b2, pero una dosis de refuerzo aumenté
notablemente esta proteccion, aunque disminuyd 5-9 semanas después (232).
Segun otros estudios, la proteccién frente a la enfermedad sintomatica en
pacientes adultos con la variante Omicron llega hasta picos de 66,1 % (16,6-86,3
%) tras una dosis de refuerzo con ChAdOx1 nCoV-19 y del 68,5 % (65,7-71,2 %)
tras la dosis de refuerzo con BNT162b2, y la proteccion contra la hospitalizacidon
alcanza el 82,3 % (64,2-91,3 %) y el 90,9 % (88,7-92,7 %) respectivamente. En el
caso de la variante Delta, la proteccidn frente a la hospitalizacion llega al 80,9 %
(15,6-95,7 %) tras una dosis de refuerzo de ChAdOx1 nCoV-19 vy al 93,9 % (92,8 -
94,9 %) tras la de BNT162b2 (233).

Ademas, los estudios preclinicos demostraron que podia inducir respuesta celular

rapida mediada por células T de tipo 1y 2 en ratones y monos Rhesus (179).

Como reacciones adversas, se notificaron fatiga, dolor de cabeza, fiebre, mialgia
(179) y episodios tromboembdlicos venosos, como la trombosis venosa cerebral,
desencadenados por el sindrome de trombocitopenia inmunitaria protrombdtica

inducida por vacuna (VIPIT) (157).

Ad26.CoV2.S (Jcovden®, de Janssen (Johnson & Johnson))

La vacuna Ad26.COV2.S se basa en el uso de un vector de adenovirus humano tipo

26 recombinante (234) no replicante (235).

En un ensayo de fase lll internacional, aleatorizado, doble ciego, controlado con
placebo, se administrd esta vacuna a 19.630 participantes y placebo a 19.691. Los

resultados fueron que una dosis de Ad26.CoV2.S protegio contra la enfermedad
152



moderada a grave-critica con una eficacia del 66,9% a los 14 dias y del 66,1 % a
los 28 dias de ser administrada, un poco mayor en el caso de la enfermedad grave-

critica (234).

Los resultados de un estudio de casos y controles con prueba negativa llevado a
cabo en Sudafrica demostraron que una dosis de refuerzo de Ad26.CoV2.S
suponia una eficacia de un 63% (ICes: 31-81) contra la hospitalizacion por la
variante Omicron después de 14 dias. En Republica Checa, otro estudio demostré
que la eficacia era del 47% (ICos: 45-49) después de 14 dias o mas tras la

administracion (179).

Como reacciones adversas que se notificaron, la mas frecuente fue dolor seguida
de eritema e hinchazdon en el lugar de la inyeccién, y reacciones adversas
sistémicas somo cefalea, fatiga, mialgia, nduseas y fiebre. La duracién media fue
de 48 horas postvacunacién. No obstante, la FDA también notificé otras mas
graves como embolia, artritis y neuropatia periférica que se vieron 28 dias
postvacunacion (179). Los efectos secundarios mas grave que se observaron con
esta vacuna fueron, al igual que con la vacuna ChAdOx1-S nCoV-19, los
tromboembdlicos venosos, incluida la trombosis venosa cerebral, ocasionados

por el sindrome de VIPIT (157).

CoronaVac® (de Sinovac)

La vacuna CoronaVac ha sido desarrollada por Sinovac Research and
Development Co., Ltd. y es un ejemplo de vacuna basada en subunidades
proteicas. Su administracion es, normalmente, intramuscular y, como ya se ha
mencionado de este tipo de vacunas, precisa de una proteina del virus y un

adyuvante para desencadenar una respuesta inmunitaria.
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Segun un estudio de cohortes retrospectivo llevado a cabo en Chile, la eficacia de
Sinovac fue del 37,9% (ICos: 36,1-39,6) frente a la infeccidon por la variante

Omicron en nifios de 3-5 afios 14 dias 0 mas de la segunda dosis (179).

Como reacciones adversas, la mas frecuente fue dolor en el lugar de la inyeccion,
que ceso a las 48 horas de la administracidn. Es de destacar que la aparicién de
fiebre tras la vacunacion con Sinovac fue menor que con otras vacunas frente a la
COVID-19. Se notificd un caso de urticaria 48 h después de la primera dosis que
se considero posiblemente relacionado con la vacunacion durante la fase I. No se

desarrollaron reacciones adversas graves en dosis posteriores (179).

NVX-CoV2373 (Nuvaxoid® (en Europa) y Covovax® (en India), de Novavax) (236)

Es una vacuna de proteina recombinante desarrollada por el laboratorio Novavax
gue ha demostrado tener un éxito comparable con las vacunas de ARNm, aunque

todavia, la informacion sobre su seguridad y eficacia es limitada (237).

Se administran dos dosis con una diferencia de 3-8 semanas, y se adquiere una
inmunidad adecuada 14 dias después de la segunda dosis. No se recomienda
ninguna dosis de refuerzo, ni para inmunocompetentes ni para

inmunodeprimidos (237,238).

En el estudio publicado por Bhiman et al. demuestran la variante Omicron se
escapa a la neutralizacién 16 veces mads que la cepa salvaje tras la vacunacion. En
concreto, tras dos dosis, los sublinjaes BA.1 y BA.4/BA.5 de la variante Omicron
fueron resistentes a la neutralizacién en el 72 % (21 casos de 29) y el 59 % (17
casos de 29) de las muestras, respectivamente. No obstante, tras una tercera
dosis, los titulos subieron a 1197 GMT y 582 GMT respectivamente, con

respuestas similares a las obtenidas con vacunas de ARNm (239).

Ademads, dos dosis de la vacuna inducen una respuesta firme de células T CD4" y

CD8* de memoria en el 100 % y el 65 % de las personas, respectivamente (239).
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En cuanto a las reacciones adversas, esta vacuna se ha asociado con el riesgo de
desarrollar miocarditis o pericarditis en varones jévenes de 12 a 39 afios después
de la vacunacién, aunque, teniendo en cuenta que la COVID-19 causa eventos

adversos con mayor probabilidad, se considera una vacuna segura (237).

BBIBP-CorV (de Sinopharm)

Es una vacuna de virus inactivados fabricada por el laboratorio Sinopharm y

aprobada por la OMS en numerosos paises para su uso contra la COVID-19.

Como ya se ha visto, la variante Omicron suscita grandes preocupaciones debido
a las mutaciones que le permiten escaparse de la inmunidad y propagarse
rapidamente. Aunque siguen faltando estudios que describan la capacidad de
neutralizacion de las vacunas frente a esta variante, hay un estudio en el que se
estudié la inmunogenicidad de los pacientes con COVID-19 a los que se les separd
en dos grupos y a unos se les administré como refuerzo la vacuna BBIBP-CorV
frente a pseudovirus de las variantes Beta, Delta y Omicron. Los resultados fueron
que a los 14 dias postvacunacion, el titulo del test de neutralizacién de estos
pseudovirus aumenté hasta 67,4 GMT frente a la cepa salvaje, 8,85 frente a Beta
y 35,07 frente a Delta, mientras que la actividad de neutralizacidon frente a
Omicron se situd por debajo del limite inferior de cuantificacién en el 80% de las

muestras (240).

Los efectos adversos observados con esta vacuna fueron de grado 1 o0 2 a la
semana de la vacunacion. No se informd ninguno de grado 3 o superior. El mas
frecuente fue el dolor, seguido de mialgias, cefaleas y fatiga. Igual sucedié tras la

dosis de refuerzo (241).
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BBV152 (Covaxin®, de Bharat Biotech)

Es una vacuna inactivada por el virion completo formulada con una molécula
agonista del receptor tipo Toll 7/8 adsorbida en alumbre (Algel-IMDG) (242)

desarrollada por el laboratorio Bharat Biotech (243).

Al evaluar la persistencia de la inmunogenicidad de esta vacuna 6 meses después
de la administracion de dos o tres dosis en un estudio de fase Il, doble ciego,
aleatorizado y controlado, se comprobé que, tanto la inmunidad humoral como
la celular permanecian hasta 12 meses postvacunacién, aunque con unos titulos
de anticuerpos menores. Una tercera dosis de refuerzo aumentd los titulos de
neutralizacidn frente a todas las VOC, incluida la Omicron, con un leve aumento

de la respuesta de células B de memoria (242).

No se observaron efectos adversos graves, excepto dolor en el lugar de la
inyeccidn, picor y enrojecimiento. Por lo tanto, estos resultados indican que una
dosis de refuerzo de BBV152 es segura y necesaria para asegurar una inmunidad
persistente y minimizar las infecciones de COVID-19 debidas a las nuevas

variantes emergentes (242).

Vacunas bivalentes

Estas nuevas formulaciones se basan en vacunas de ARNm con cantidades iguales
de dos cadenas de ARNm, una que codifica para la cepa salvaje igual que las
incluidas en las vacunas monovalentes y otra para la variante de SARS-CoV-2 que
se requiera en cada momento. En el momento actual, la segunda hebra de ARNm

codifica para los sublinajes circulantes de la variante Omicron (244).

En agosto de 2022, los CDC recomendaron la vacunacion de refuerzo contra el
SARS-CoV-2 con las vacunas bivalentes antes que con las monovalentes en
pacientes mayores de 11 afios 2 meses o mas después de haber completado Ila

primera pauta de vacunacién con la vacuna monovalente (245). La FDA ha emitido
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un comunicado en el que deja en claro que las formulaciones bivalentes no estan
autorizadas para la inmunizacion primaria y, por su parte, las vacunas
monovalentes Pfizer y Moderna COVID-19 ya no estan autorizadas para su uso

como dosis de refuerzo en personas de 12 aflos o mayores (244).

Los efectos adversos observados en estas vacunas son similares a los observados
en las vacunas monovalentes (244), pero parecen ser menos comunes y de menor

gravedad (245).

Pfizer-BioNTech y Moderna son los dos laboratorios que han desarrollado

vacunas bivalentes a partir de sus vacunas de ARN mensajero.

BNT162b2 adaptada (Comirnaty® original/Omicron BA.1 y Comirnaty®
original/BA.4-5, de Pfizer-BioNTech)

Esta es una vacuna ARNm bivalente producida por Pfizer-BioNTech que codifica
para la cepa salvaje y Omicron BA.1 o BA.4/BA.5 (246). Contiene dos principios
activos en igual proporcién: tozinamerdan y riltozinameran (bivalente BA.1) (247)

o famtozinameran (bivalente BA.4/BA.5) (248).

Se desarrollé un estudio que incluyé a 55 participantes que habian recibido
previamente 3 dosis de BNT162b2 (pauta primaria y dosis de refuerzo), demostré
que la respuesta inmunitaria frente al sublinaje BA.1 de la variante Omicron eran
mayor después de una segunda dosis de refuerzo con la vacuna bivalente
Comirnaty original/Omicron BA.1 que después de un segundo refuerzo con la
vacuna Comirnaty original sola (monovalente). Ademas, la respuesta inmunitaria
a la cepa salvaje del SARS-CoV-2 fue comparable con ambos casos. Un tercer
estudio demostrd que los pacientes que habian recibido la dosis de refuerzo con
la vacuna monovalente BA.1 adaptada desarrollaron una mayor respuesta
inmune frente a este sublinaje que aquellos cuya dosis de refuerzo habia sido

BNT1b2b2 original (249).
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En otro estudio en el que participaron 104 participantes, 40 (38,5 %) de ellos
recibieron una cuarta dosis de refuerzo con ARNm de BNT162b2 monovalente y
64 (61,5 %), con BNT162b2 bivalente con la cepa salvaje y Omicron BA.4/5. La tasa
de reacciones adversas tras la segunda dosis de refuerzo fue significativamente
mayor entre los participantes que recibieron la vacuna bivalente (87,5 % [ICos:
77,2-93,5]) en comparacion con los del grupo que recibieron la vacuna
monovalente (52,5 % [ICes: 37,5-67,1]) (246). Las vacunas BNT162b2
monovalente adaptada a Omicron BA.1y la bivalente (BNT162b2 + monovalente
BA.1) inducen respuestas neutralizantes frente a la cepa salvaje y BA.1, BA.4/BA.5
y, en menor medida, frente a BA.2.75 (250). Ademas, el perfil de seguridad de las
bivalentes y las monovalentes adaptadas a BA.1 o BA.4/BA.5 fue bastante similar
alavacuna BNT162b2 original (250), aunque los efectos adversos fueron un poco
mas notables en el uso de las bivalentes que con la monovalente (246), pero en

ningun caso hubo mayor riesgo de hospitalizacion (251).

mRNA-1273.214 y mRNA-1273.222 (Spikevax® bivalente, de Moderna)

Esta es una vacuna ARNm bivalente producida por Moderna que codifica para la
cepa salvaje y Omicron BA.1 (mRNA-1273.214) u Omicron BA.4/BA.5 (mRNA-
1273.222) (252).

Las vacunas bivalentes suponen una estrategia mas para la lucha contra el SARS-
CoV-2 al aumentar en gran medida los anticuerpos neutralizantes tanto de
variantes pasadas como las actuales o futuras. Ademads, la administracion de estas
vacunas como refuerzo después del uso de las monovalentes supone una mayor
induccion de la respuesta inmune que si el refuerzo se hace con la misma
monovalente. Ya constan estudios previos con la vacuna ARNm-1273.211 que
codifica las proteinas de la espicula de la cepa salvaje y de la variante Beta
(B.1.351). Tras una dosis de refuerzo, esta vacuna provocé niveles de anticuerpos
neutralizantes mas altos que los conseguidos con la vacuna monovalente, no solo

contra Beta, sino también contra Delta y Omicron BA.1. De igual forma, datos
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provisionales del refuerzo con la vacuna bivalente ARNm-1273.214 dirigida contra
la cepa salvaje y el sublinaje de Omicron BA.1 demostraron que esta vacuna indujo
respuestas de anticuerpos neutralizantes mas altas contra BA.1, BA.2 y BA.4/5 que

el uso de la vacuna monovalente ARNm-1273 como refuerzo (252).

En un estudio llevado a cabo por el Dr. Spyros Chalkias et al., tras una primera
dosis de mRNA-1273, 437 participantes recibieron la segunda dosis de refuerzo de
mMRNA-1273.214 y 377, de la vacuna mRNA-1273, todos ellos sin infeccion previa.
Los titulos medios geométricos de anticuerpos neutralizantes fueron de 2.372,4
(ICos: 2.070,6-2.718,2) en los pacientes del primer grupo y 1.473,5 (I1Ces: 1.270,8-
1.708,4) en el segundo frente al sublinaje BA.1y 727,4 (ICos5:632,8-836,1) y 492,1
(ICos: 431,1-561,9) respectivamente frente a los sublinajes BA. 4 y BA.5 (BA.4/5).
Este mayor titulo de anticuerpos neutralizantes después de una dosis de refuerzo
con la vacuna mRNA-1273.214 frente al uso de mRNA-1273 también se observé
frente a otras variantes (Alfa, Beta, Gamma, Delta) (253). Y, de igual manera, se

vio con la mRNA-1273.222 (252).

Ambas vacunas fueron igual de seguras que la monovalente (253).

La OMS ha recogido un listado con las vacunas desarrolladas para el SARS-CoV-2 donde
se incluyen las caracteristicas tanto de las finalmente aprobadas como de las que no lo

fueron (254).

Vacuna esterilizante

En Espafia, el equipo del doctor Luis Enjuanes, del Consejo Superior de
Investigaciones Cientificas (CSIC) ha estado trabajando en el disefio de una

vacuna esterilizante de administracion intranasal.

Esta vacuna se basa en el uso de un replicon de ARN. Un replicén es una copia

del ARN viral del que se han eliminado algunos genes; como consecuencia, se
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obtiene una versién atenuada del virus y con baja capacidad de propagacién, lo
que le hace ser una opcion segura y altamente inmunizante (255). El prototipo
se ha realizado con el MERS-CoV, del que se ha obtenido un replicén de la
eliminacion del gen de la envoltura (E). De aqui, se ha conseguido un virus
atenuado y se ha evitado su propagacién, ademas de la incorporaciéon de marcos
de lectura abiertos (ORF) 3, 4A, 4B y 5. En los ensayos preclinicos, este replicén
de ARN provocd una inmunidad esterilizante en ratones tras la infeccion con una
dosis letal de MERS-CoV, en los que no se observaron dafios histopatoldgicos ni
virus infecciosos en los pulmones. Ademas, tras la inmunizacidn con esta vacuna,
los anticuerpos neutralizantes aumentaron en gran medida, lo que puede

significar que estas vacunas son eficaces y muy seguras (256).

La particularidad con el resto de vacunas de ARN es que esta seria
autoamplificable, lo que conllevaria que el propio sistema podria multiplicar
entre 1.000 y 5.000 veces la dosis inicial de ARN administrada, con lo que esta
podria ser mucho menor al inicio. Ademas, utiliza varios antigenos (el gen S, el
gen N y otros) del propio virus para inmunizar, con lo que la estimulacién del
sistema inmune seria mayor y, al ser de administracién nasal, la proteccion en
las mucosas es mucho mayor que con las vacunas de administraciéon
intramuscular. Se cree que la inmunidad por esta vacuna nasal seria de 1-3 afos.
(257). Aunque el estudio se haya hecho con el MERS-CoV, se estd trabajando para
que esta tecnologia sea extrapolable al SARS-CoV-2 y se consiga detener por

completo su propagacion.
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PLANTEAMIENTO, HIPOTESIS y OBJETIVOS

Desde finales de 2019 el mundo ha vivido una situacién con pocos precedentes. La
pandemia provocada por el SARS-CoV-2 ha supuesto un desafio donde se han puesto en
marcha medidas drasticas como restricciones, cambios en los habitos higiénicos y en el
comportamiento social. Pero no solo a nivel individual, sino que, en los hospitales,
centros de salud o residencias esto ha provocado una gran saturacién de camas,
material, y recursos con el fin de poder frenar la propagacién y el aumento de las tasas
de contagio y morbi-mortalidad por COVID-19. En un gran despliegue de medios, se han
empleado recursos humanos, cientificos e industriales para contener esta pandemia
gue, al momento de la elaboracion de esta tesis, parecen tener su efecto positivo. Las
agencias de medicamentos de los grandes paises han aprobado tratamientos ya
conocidos para otras enfermedades con la esperanza de que fuesen eficaces también
para la COVID-19. Y se han elaborado a contrarreloj vacunas contra el virus con algunas

tecnologias ya conocidas, otras novedosas y otras, con un futuro esperanzador.

Esta tesis pretende ser un trabajo que recoja la informacién mas relevante respecto al
patdégeno causante de esta pandemia, el SARS-CoV-2, incluyendo métodos diagndsticos,
los tratamientos aprobados y comercializados, la respuesta inmunitaria inducida por el
virus y las vacunas desarrolladas para frenar la propagacion. Y con el objetivo de afiadir
evidencia sobre la situacidn de la respuesta inmunitaria en pacientes ingresados en
nuestro pais y la capacidad de eliminacion del virus por efecto de las vacunas, la tesis se

dividira en dos capitulos acorde con los siguientes objetivos:

1. La capacidad de respuesta inmune de pacientes ingresados en distintos centros
de Espaia con diagndstico de COVID-19 en la primera ola de la pandemia. Este

objetivo se desarrollara en el capitulo 1.

2. La capacidad neutralizante de los anticuerpos generados en trabajadores de la

salud en un centro de Granada (Andalucia, Espafia) tras la vacunacion frente a
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diferentes variantes de SARS-CoV-2 sin haber estado previamente expuestos al

virus. Este objetivo se desarrollara en el capitulo 2.
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CAPITULO 1
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CAPITULO 1

Respuesta de anticuerpos en pacientes ingresados
en el hospital con sospecha de infeccion por SARS-
CoV-2: resultados de un estudio multicéntrico en

Espana.
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1.1. CONTEXO HISTORICO

La pandemia de SARS-CoV-2 empezd en diciembre de 2019. La secuencia gendmica de
la cepa salvaje inicial causante de los primeros casos se establecié como secuencia base.
En seguida fueron apareciendo las primeras mutaciones en el virus que dieron lugar a
nuevas variantes (como la B.1), aunque sin especial interés epidemioldgico. Pronto
surgié una variante nueva que seria la primera catalogada como variante de
preocupacion: la B.1.1.7 (Alfa). Esta nueva variante desplazo a las anteriores y consiguié
establecerse como variante circulante mayoritaria, lo que supuso el inicio de la primera

ola de contagios, que durd desde enero hasta junio de 2020 en Espafia (258).

La recogida de muestras para el estudio del desarrollo de anticuerpos frente a SARS-
CoV-2 recogido en este capitulo se hizo entre abril y julio de 2020, con lo que, en ese
momento, se desconocia el desarrollo de anticuerpos frente al virus y su permanencia

en el tiempo.
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1.2. OBIJETIVOS

Los objetivos principales fueron:

e Caracterizar la induccidon de anticuerpos anti-SARS-CoV-2 en el tiempo en
pacientes ingresados con diagndstico de COVID-19 en distintos centros de

Espana durante la primera ola de la pandemia.

e Determinar la produccién de anticuerpos en estos pacientes en funcion de la

edad vy el sexo.
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1.3. MATERIAL Y METODOS

1.3.1 Pacientes

Para el estudio se incluyeron a mil doscientos treinta y seis pacientes ingresados con
diagnéstico de COVID-19 entre abril y julio de 2020, durante la primera ola de la
pandemia, en 18 hospitales publicos y privados de Espaia (Clinica Universitaria de
Navarra, Complejo Asistencial Universitario de Ledn, Complejo Hospitalario
Universitario de Albacete, Complejo Hospitalario de Jaén, Hospital Clinico Universitario
Lozano Blesa, Hospital Clinico Universitario de Valladolid, Hospital Ramén y Cajal,
Hospital San Pedro, Hospital Universitario Clinico San Cecilio, Hospital Universitario de
Burgos, Hospital Universitario Fundacion Jiménez Diaz, Hospital Universitario Juan
Ramon Jiménez, Hospital Universitario La Paz, Hospital Universitario Marqués de
Valdecilla, Hospital Universitario Miguel Servet, Hospital Universitario Vall d’Hebron,
Hospital Universitario Virgen de las Nieves y Hospital Universitario Virgen del Rocio).
Solo en 866 casos se conocia el sexo (513 eran hombres y 353 mujeres), y en 1.066 se
contaba con la edad, con una media de 64 afios. En todos los casos se confirmo la

infeccion por SARS-CoV-2 mediante RT-PCR.

1.3.2 Muestras de suero

Se recogieron muestras de suero en tubos el mismo dia o después de tener el resultado
positivo de la RT-PCR para SARS-CoV-2, dependiendo de las necesidades clinicas en los
cuidados y manejos del paciente (tabla 10).

Se obtuvieron muestras individuales de 1.054 pacientes y multiples de los 183 restantes
(consiguiendo 413 muestras), sumando, en total, 1.467 muestras. En el caso concreto
de 43 pacientes, se recogieron dos muestras: la primera 4 dias antes de la PCR y la

segunda, 7-17 dias después.
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1.3.3 ELISA

Las determinaciones se realizaron mediante pruebas de ELISA anti-SARS-CoV-2 IgM +
IgAy anti-SARS-CoV-2 IgG (Vircell S.L., Espaia) siguiendo las instrucciones del fabricante.
En ambos ensayos, los pocillos de reaccién fueron recubiertos con proteinas de la
nucleocapside y proteinas de la espicula. Todas las muestras de suero obtenidas de los
pacientes fueron inactivadas previamente a 56 °C en un termobloque durante 30
minutos. La determinacion de anticuerpos se llevd a cabo inmediatamente después de
lainactivacion. En los casos en los que esto no fue posible se almacenaron a 4 °C durante
no mas de 4 dias antes de la realizacién de la prueba. Segun el fabricante, la especificidad
declarada para los ensayos IgM + IgA e IgG era del 98,9% y del 98,2%, respectivamente,
basada en estudios realizados en poblaciones prepandémicas. Los dos ensayos ELISA
eran cualitativos y hay que destacar que el que detectaba IgM + IgA no diferenciaba

entre ambas inmunoglobulinas.

1.3.4 RT-PCR

La determinacién de la presencia o ausencia de SARS-CoV-2 se realizé mediante RT-PCR,
segun la técnica comercial empleada durante el periodo de estudio en cada uno de los
centros participantes. Las muestras recolectadas fueron exudados naso y orofaringeos
recogidos mediante hisopos flocados y enviados al laboratorio de Microbiologia en
medio de transporte universal (UTM) o para virus (VTM), a partir de los cuales se llevé a
cabo la extraccion del acido nucleico a través de distintos ensayos comerciales

aprobados y con marcado CE.

1.3.5 Analisis estadistico

El andlisis estadistico se llevé a cabo con la ayuda del programa R versién 3.6.3 (2020-

02-29) "Holding the Windsock" Copyright (C) 2020 The R Foundation for Statistical
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Computing Platform: x86_64-w64-mingw32/x64 (64 bits). Los resultados dudosos se
interpretaron principalmente como negativos. Para calcular los valores p se usé la
prueba de Wilcoxon-Mann-Whitney. Las graficas usadas para representar los datos
fueron diagramas de caja y bigotes, con cajas que abarcaban el 90 % de los datos y

bigotes que presentaban los percentiles del 95 % y 5 %.
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1.4. RESULTADOS

1.4.1 Cinética de anticuerpos anti-SARS-CoV-2

La tabla 10 recoge los resultados de las 1.467 muestras de suero recogidas de pacientes
con SARS-CoV-2 confirmado mediante PCR referidos a la fecha de recogida con respecto
al primer resultado positivo de PCR del paciente. En el dia 0, IgM + IgA demostraron una
mayor reactividad, detectandose en 154 muestras (47,2 %) con respecto a IgG, que solo
se detectd en 135 muestras (41,4 %) y con la deteccién de algun marcador seroldgico
(IgM + IgA y/o 1gG) en 187 muestras (57,4 %). Esta mayor reactividad de IgM + IgA con
respecto a IgG solo tuvo significacién estadistica el dia 1 (p = 0,016), cuando se detecté
en el 49,7 % de las muestras frente al 40,4 % en las que solo se detectd 1gG. La mayor
reactividad de IgM + IgA se observd durante los primeros 16 dias en el 84 % de las
muestras, mientras que, en el caso de IgG, el 74 % de las muestras fueron positivas con
solo esta inmunoglobulina durante los 7 dias siguientes a la PCR. Tras la tercera semana,
ambas detecciones alcanzaron proporciones similares. No obstante, IgG fue mas
prevalente en las muestras que se recogieron un mes tras la PCR.

El patron IgM + IgA e IgG positivas juntas fue el mas observado en el dia 0 en el 36,5 %
de las muestras, posteriormente lo fue IgM + IgA positivas solo en un 11,7 % de las
muestras y, por ultimo, lo menos observado fue IgG positiva, que lo hizo en un 5,8 % de
las muestras. En todos los intervalos de tiempo se vio que, cuando solo se detectaba un

Unico marcador positivo, IgM + IgA lo hacia con mayor frecuencia que IgG.
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Diadela  Total n® 1gG IgM+IgA IgM+IgA  SololgG SololgM+IgA IgM+IgAelgG IgM+IgAe lgG
muestra? sueros (%) (%) y/o18G (%) positiva (%) positivas (%) positivas (%) negativas (%)
0 326 135(41.4) 15447.2) 187(57.4) 19(5.8) 38(1L.7) 116 (35.6) 153 (46.9)

1 332 134 (40.4) 165(49.7)° 180(54.2) 21(6.3) 52(15.7) 113 (34.0) 146 (44.0)

2 154 83(53.9 98(63.6) 95 (61.7) 6(3.9) 21(13.6) 77 (50.0) 50(32.5)

3 106 61(57.5) 68 (64.2) 69 (65.1) 8(7.5) 15(14.2) 53 (50.0) 30(28.3)

4 111 79(71.2)  89(80.2) 92 (82.9) 7(6.3) 17 (153) 72 (64.9) 15(13.5)

5 51 40(78.4) 42(824) 39 (76.5) 2(3.9 4(78) 38(74.5) 7(13.7)

6 53 34(642) 38(71.7) 38(71.7) 1(1.9) 5094) 33(62.3) 14 (26.4)

7 50 37 (74.0) 42 (84.0) 41 (82.0 1(2.0) 6 (12.0) 36 (72.0) 7 (14.0)

8 42 26(61.9) 33(78.6) 32(76.2) 124) 8 (19.0) 25(59.5) 8 (19.0)

9 30 20 (66.7) 23(76.7) 23(76.7) 1(3.3) 4(13.3) 19 (63.3) 6 (20.0)

10-16 129 114 (88.4) 119(92.2) 118(91.5) 2(1.6) 7(54) 112 (86.8) 8(6.2)

17-23 40 36(90.00 36 (90.0) 38 (95.0) 1(2.5) 1(25) 35 (87.5) 3(7.5)

24-30 16 16 (100) 16 (100) 16 (100) 0(0.0) 0(0.0) 16 (100) 0(0.0)

>30 26 24 (92.3) 20(76.9) 24 (92.3) 4(154) 0 (0.0) 20 (76.9) 2(7.7

2 Dias después del primer resultado positivo de PCR.

b p = 0,016 comparada con IgG (las demas comparaciones no obtuvieron una

significacién estadistica).

Tabla 10. Resultados positivos de 1gG e IgM + IgA en 1.467 muestras de suero de

pacientes positivos para SARS-CoV-2 mediante PCR. Los resultados se expresan como

frecuencias absolutas (porcentaje indicado entre paréntesis) de muestras positivas en

cada parametro o en ambos parametros al mismo tiempo.

Con los resultados obtenidos, se pudo elaborar la grafica recogida en la figura 12. Aqui,

se puede observar la evolucion de IgM + IgA e 1gG a lo largo del periodo del estudio. El

porcentaje de casos positivos para IgM + IgA fue mayor hasta el dia 24, momento en el

gue ambos parametros se igualaron.
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Figura 12. Tendencia dinamica de la tasa de positividad para IgM + IgA e IgG en sueros

de pacientes positivos para SARS-CoV-2 detectado por RT-PCR.

Para llegar a entender mejor la cinética de la respuesta de anticuerpos, se estudio la
seroconversiéon en el caso de 43 pacientes de los que se habian recogido dos muestras,
la primera 4 dias como maximo después del resultado de la PCR y la segunda, a los 7-17
dias post PCR. Los resultados obtenidos estan recogidos en la tabla 11. Se detecto I1gG
en 15 muestras (34,9 %) en el primer intervalo de tiempo (T1, 0-4 dias), mientras que
IgM + IgA se detectd en 23 (53,5 %) en el mismo periodo. En cuanto al segundo periodo
(T2, 7-17 dias), 1gG se detectd en 35 muestras (81,4 %) e IgM + IgA, en 40 (93,02 %). De
los 43 pacientes, 20 (46,51 %) seroconvirtieron para IgG y 19 (44,19 %) para IgM + IgA,
mientras que 2 (4,65 %) no mostraron seroconversion. Las medias de los indices fueron
de 1,97 para IgG y 2,55 para IgM + IgA en las muestras recogidas durante la fase de
infecciéon aguda y de 3,04 para IgG y 3,15 para IgM + IgA en las muestras recogidas

durante la fase de convalecencia.
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Parametro serolégico Ne sueros positivos (%)

T1 (0-4 dias) T2 (7-17 dias)

lgia 15 (34.9) 35 (81.4)
leM + IgA 23 (53.5) 40 (93.0)
IgeM + IgA e 1gG positivas 15 (34.9) 34 (79.1)
lgG positiva 1(2.3) 1(2.3)
lgeM + IgA positiva 8 (18.6) 6 (14.0)
IeM + IgA e lgG negativas 19 (44.2) 2(4.7)

T1: momento de recogida del primer suero. T2: momento de recogida del segundo

suero.

Tabla 11. Tasas positivas de deteccidon de IgA + IgM e 1gG en sueros de pacientes de los
gue se disponia de dos muestras obtenidas en momentos diferentes. Los intervalos de
tiempo fueron de 0-4 dias tras la PCR para la primera recogida de suero y de 7-17 dias

tras la PCR para la segunda recogida de suero.

1.4.2 Edady sexo en la respuesta de Ac frente a SARS-CoV-2

Los pacientes que tuvieron un resultado positivo para la PCR de SARS-CoV-2 se
clasificaron en cuatro grupos segun los resultados de las pruebas seroldgicas: solo I1gG
positiva, solo IgM + IgA positivas, positivas o negativas ambas pruebas. En la figura 13a
se muestra la distribucion de los resultados serolégicos por grupos de edad
correspondientes a los 1.066 pacientes de los que se conocia la edad. La proporcidn de
pacientes con las dos pruebas serolégicas negativas aumentd con la edad del paciente.
Cuando estos resultados se analizaron segun el tiempo transcurrido entre la PCR y la
recogida de suero (figuras 13b y 13c), este efecto también se observé en las muestras
recogidas poco después del primer diagndstico por PCR, mientras que la mayoria de las

muestras recogidas en la segunda semana tras la PCR mostraron respuestas seroldgicas
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positivas en todos los grupos de edad. En la figura 14 se pueden ver las diferencias en
los resultados seroldgicos por edad y el sexo. No se observaron diferencias significativas
en general entre hombres y mujeres ni para IgM + IgA ni para IgG. Si se observaron
diferencias entre sexos para algunos grupos de edad, pero no se observé una tendencia
clara que apoyara una mayor respuesta seroldgica de los hombres frente a las mujeres,

y este resultado puede reflejar diferencias en el tamafio de las poblaciones.

a b 12 semana 2% semana y posterior
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Figura 13. Resultados de las pruebas seroldgicas de los pacientes con PCR positiva
agrupados por edad. Las alturas de las barras representan frecuencias absolutas. a)
Datos de todos los pacientes positivos a la PCR, b) resultados correspondientes a
muestras recogidas en la primera semana tras el primer resultado de la PCR, y c)
resultados correspondientes a muestras recogidas mas tarde de una semana tras el

primer resultado de la PCR.
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Figura 14. Diagrama de cajas y bigotes. En el eje de las X, los pacientes con PCR positiva,
distinguiendo entre mujeres y hombres y agrupados por edad. En el eje de las Y, el valor
del indice de IgG e IgM + IgA (10 X suero/corte). Las cajas abarcan el 90 % de los datos y

los bigotes presentan los percentiles del 95 % y del 5 %.
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1.5. DISCUSION

Se llevé a cabo un estudio multicéntrico en el que se evalud la utilidad de las pruebas
seroldgicas para ayudar en el diagndstico de la COVID-19 durante la primera ola. En ese
momento, al inicio de la pandemia, el desarrollo de la respuesta inmune frente al virus
jugaba un papel desconocido. Aunque se podia comparar con otras infecciones viricas,
no se sabia a ciencia cierta qué tipo de inmunidad desencadenaba el SARS-CoV-2 ni
durante cudnto tiempo. Ademas, tampoco habia opciones de vacunas desarrolladas ni
disponibles en el mercado que hubiesen demostrado su efectividad frente al virus. Por
eso, cualquier estudio que se centrase en el estudio de la respuesta inmune era de suma
importancia. En este estudio se contd con una gran cantidad de muestras recogidas de
1.236 pacientes en 18 hospitales espanoles durante el pico de la primera ola de la
pandemia. Se observaron altos valores de sensibilidad, sobre todo para la determinacién
de IgM + IgA, en los primeros dias tras la hospitalizacién (61,7 % presentaron una
serologia positiva en los primeros 4 dias del diagnostico y 90,5 %, tras la primera
semana). Estos datos respaldaron el uso de ensayos seroldgicos como pruebas
diagndsticas complementarias para el manejo clinico de la COVID-19 en ese primer
momento de la pandemia. También se detecté una menor sensibilidad de la serologia
en pacientes de edad avanzada en muestras recogidas al inicio de la enfermedad. Para
el estudio, se utilizaron dos kits comerciales para medir las respuestas IgM + IgA e IgG
frente a dos componentes antigénicos principales del virus, las proteinas N y S. Hasta
ese momento, pocas pruebas comerciales se basaban en el estudio simultdaneo de
ambas proteinas. Otra peculiaridad de los ensayos utilizados en este estudio fue la
determinacién conjunta de IgM e IgA para la deteccién precoz de la enfermedad,
basandonos en varios estudios que habian descrito una buena sensibilidad de esta clase
de inmunoglobulina, mejor que la de la IgG, aunque con una menor especificidad (259—-

263).

La especificidad de la prueba fue establecida por el fabricante del kit a partir de muestras
recogidas en poblaciones prepandémicas (98,8 %; 1Css: 95,52-99,68). Los altos niveles de
sensibilidad comunicados en el presente estudio, superiores a los comunicados en otros

(264-266), pudieron estar relacionados con las caracteristicas especiales ya
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mencionadas: el uso de dos antigenos viricos y la inclusién de IgA. El porcentaje de
pacientes IgM + IgA positivos con niveles de IgG negativos fue mayor en las muestras
recogidas en fases tempranas de la enfermedad, como cabria esperar para estas clases
de inmunoglobulinas. Sin embargo, no se observé una disminucion de los valores de IgM
+ IgA, como habian demostrado otros autores (267), probablemente debido a que la
mayoria de muestras recogidas en el estudio pertenecia solo al periodo de
hospitalizaciéon y no después del alta. La positividad de las pruebas seroldgicas aumenté
con el tiempo, alcanzando valores cercanos al 100 % en muestras tomadas 10 dias o mas
después del primer resultado de PCR. Por el contrario, en articulos publicados en otros
estudios realizados con pacientes de MERS, el 20 % de los pacientes no mostraron una
respuesta seroldgica detectable tras mas de 30 dias de evolucion (268). En el caso del
SARS, todos los pacientes desarrollaron anticuerpos (269), pero el 28 % mostraron IgM
negativas a los 60 dias (270), y la mayoria de los pacientes habian perdido la respuesta

de anticuerpos a los seis afios (271).

Por otro lado, fue sorprendente que la gran proporciéon de pacientes con niveles
positivos de IgG en las muestras se agruparan tan cerca de los primeros resultados
positivos de la PCR: 45 % en los 3 primeros dias. Algunos de los pacientes, incluso,
debutaron con un patrén 1gG positivo / 1IgM + IgA negativo. Este hallazgo podria estar
relacionado con el contacto previo de esos pacientes con otros coronavirus que
muestran similitudes antigénicas con el nuevo SARS-CoV-2, como han encontrado
autores que estudian las respuestas de las células inmunitarias (272), y también podria
explicarse por el hecho de que estos pacientes que acuden a urgencias necesitan
hospitalizaciéon, lo que sugiere una enfermedad avanzada. Sin embargo, no concuerda
con los bajisimos niveles de IgG contra la proteina de la espicula y la de la nucleocdpside
encontrados en la poblacidn prepandémica que se traduce en la altisima especificidad

de los ensayos seroldgicos utilizados en éste y otros estudios (273).

Debido a la gran cantidad de sueros estudiados, los resultados serolégicos pudieron
estratificarse en funcién de la edad de los pacientes. Se observé un menor nimero de
pacientes con serologia positiva entre los pacientes de mas edad para las muestras

recogidas al principio de la enfermedad. Sin embargo, la proporcién aumenté hasta casi
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el 100 % de positividad en todos los grupos de edad para las muestras recogidas en la
segunda semana o mas tarde tras el primer resultado positivo de la PCR. Algunos autores
han sugerido una relacién entre este retraso en la respuesta en individuos de edad
avanzada, con una evolucién menos favorable de la enfermedad en este grupo de
poblacidn (274). En cuanto a la comparaciéon de las respuestas seroldgicas entre
hombres y mujeres, no se observaron diferencias significativas globales ni en la
proporcion de resultados positivos ni en los niveles de inmunoglobulinas alcanzados en
cada grupo. El escaso nimero de muestras en algunos de los subgrupos pudo haber

limitado la potencia estadistica de las comparaciones.

En resumen, en el momento de la realizacidén de este estudio, en el que se desconocia
la respuesta inmune frente al virus y no habia vacunas frente a SARS-CoV-2 disponibles,
los elevados valores de sensibilidad alcanzados desde un periodo de tiempo
relativamente temprano tras la hospitalizacion apoyaban el uso de los ensayos
seroldgicos evaluados como pruebas diagndsticas complementarias para el manejo
clinico del COVID-19. Ademas, el gran nimero de muestras confirié una especial solidez
a la evaluacion en comparacion con otras publicadas anteriormente. Sin embargo, la
falta de datos clinicos y evolutivos de los pacientes, asi como haber utilizado el tiempo
desde el resultado positivo de la PCR en lugar del tiempo desde el inicio de los sintomas,

constituyeron sus principales limitaciones.
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CAPITULO 2
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CAPITULO 2

Actividad neutralizante in vitro de anticuerpos
inducidos por la vacuna de ARNm BNT162b2 contra
la variante B.1.351 completa de SARS-CoV-2.
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2.1 CONTEXTO HISTORICO

A finales de 2020, un afio después de los primeros casos de neumonia por SARS-CoV-2
declarados en el mundo y con un balance de 1.656.444 casos y 45.511 muertes en
Espafia y mas de 61 millones de casos y 1,4 millones de muertes a nivel mundial (datos
recogidos a fecha 1 de diciembre de 2020) (275,276), empezaron a desarrollarse las
primeras vacunas (213). En ese momento, la variante circulante mayoritaria en Espana
era la B.1.1.7 (Alfa), pero empezaban a aparecer los primeros contagios por las nuevas

variantes de preocupacién: la variante B.1.351 (Beta) y la variante P.1 (Gamma) (186).

La primera vacuna contra SARS-CoV-2 autorizada por la EMA que se aprobd para su uso
en Espafia fue la desarrollada por Pfizer/BioNTech: BNT162b2, comercializada con el
nombre de Comirnaty® y con una posologia de dos dosis con una diferencia de 21 dias
(277). A partir del 27 de diciembre de 2020 fue administrada en nuestro pais a la
poblacidn que comprendia grupos de riesgo, como eran los residentes y personal en
centros de mayores y de atencién a grandes dependientes, personal sanitario y

sociosanitario y grandes dependientes no institucionalizados (278).
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2.2 OBIJETIVOS

El objetivo principal de este capitulo fue:

e Evaluar la capacidad in vitro de los anticuerpos generados después de la
vacunacion con BNT162b2 contra la cepa salvaje y las variantes B.1, B.1.1.7 (Alfa)

y B.1.351 (Beta) utilizando un ensayo de neutralizacion de virus completo.
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2.3 MATERIAL Y METODOS

2.3.1 Participantes

En este estudio participaron noventa y nueve trabajadores sanitarios que recibieron la
pauta de dos dosis de la vacuna de ARN mensajero BNT162b2 (Comirnaty®, de Pfizery
BioNTech) separadas 21 dias segun la posologia autorizada en el momento de la
comercializacién de la vacuna. De ellos, 76 (76,77 %) eran mujeres, con una edad media
de 46 afios (25-66) y 23 (23,23 %), hombres, con una media de 44 anos (27-60). Once
(11,11%) de los participantes resultaron haber tenido infeccion por SARS-CoV-2 antes

de la vacunacién. Estos formaron el grupo de los preexpuestos.

Se recogieron tres muestras de suero de cada participante en tres momentos del
estudio: el dia de la primera dosis, el dia de la segunda dosis y 14 dias después de la
segunda dosis. Todas las muestras de suero se inactivaron posteriormente en un

termobloque a 56 °C durante 30 minutos antes de su estudio.

2.3.2 Ensayo de neutralizacion

2.3.2.1  Virus

Para llevar a cabo este estudio se han empleado virus vivos completos, a diferencia de
otros estudios que emplean pseudovirus como adenovirus. El uso de virus vivos
completos implica un mayor riesgo para el operario que trabaja con ellos, por eso debe
trabajarse en un laboratorio de bioseguridad 3, a diferencia de los pseudovirus, que
pueden manipularse en uno de nivel 2. A pesar del riesgo, aporta unos resultados in vitro
mas cercanos al comportamiento in vivo que los pseudovirus. SARS-CoV-2 hCoV-
19/Espafia/MD-FISABIO-Vircell001/2020 del linaje B.1, hCoV-19/Espafia/AN-HUSC-
24581802/2020 del linaje B.1.1.7, y hCoV-19/Espafia/GA-CHUVI-19118872/2020 del
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linaje B.1.351 se utilizaron en este estudio y se trabajaron en un laboratorio de
bioseguridad 3 con todas las medidas de seguridad pertinentes. Las cepas se cultivaron
a partir de muestras faringeas y nasofaringeas en transporte de medio de virus positivas

para SARS-CoV-2 confirmadas por PCR y con un Ct menor de 25.

2.3.2.2 Linea celular

El cultivo celular se llevd a cabo con células Vero C1008 [Vero 76, clon E6, Vero E6]
(ECACC 85020206) que se obtuvieron de la Coleccion Europea de Cultivos Celulares
Autenticados (ECACC) y se cultivaron durante 72 horas en medio MEM Eagle con BSS de
Earle, con tampdén HEPES a una concentracién de 25 mM, L-glutamina a una
concentracion de 2 mM (LONZA™ (Verviers, Bélgica)) y una mezcla de antibidtico-
antimicético 1x (GIGCO™ (NY, EE. UU.)) suplementada con suero fetal bovino (FBS) al
10% (BioWest™ (Nuaillé, Francia)) antes de la infeccidn con el virus en placas microtiter
de 96 pocillos (Corning™ (Maine, EE. UU.)). A las 72 horas y a través del microscopio se

confirmd que las monocapas celulares estaban correctamente formadas.

Las células Vero E6 son un tipo de células ampliamente utilizado en cultivos celulares
para el crecimiento de diversos virus, incluido el SARS-CoV-2. En el caso de estudios con
este virus en particular, se ha visto que estas células son adecuadas para su replicacion,
llegando a alcanzar titulos altos (279—-282). Esto podria explicarse porque estas células
son ricas en ACE-2 (281). Frecuentemente se emplean células de rifién de mono verde

africano (Cercopithecus aethiops) como células Vero E6 (280,282).

2.3.2.3 Ensayo

El ensayo se realizd con 70 ul de cada suero que se diluyeron dos veces en serie en el
medio de cultivo con FBS al 2 %, desde una dilucién de 1:20 a 1:2560. Se aiiadié la misma
cantidad de medio de cultivo celular (70 ul) que contenia 100 dosis infecciosas al 50 %

de cultivo de tejido (TCIDso) del virus a cada pocillo que contenia suero diluido. Para el
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calculo de los titulos de virus de cada variante se aplicaron las ecuaciones de Reed-

Muench determinando la TCIDsp.

Las placas se incubaron a temperatura ambiente en una cabina de bioseguridad durante
1 horay se afadieron 100 ul de cada mezcla de dilucién de suero y virus a un pocillo de
placa Vero E6 del que se habia retirado previamente el medio de cultivo. Después de 5-
7 dias de incubacion a 37 °C en atmdsfera de CO; al 5 %, el efecto citopatico completo
(CPE) se evalué mediante examen directo microscdpico. La dilucidon de suero mas alta
gue inhibié completamente el CPE se considerd como el titulo de neutralizacion (NT). Se
analizé el NT en cada muestra de suero con las siguientes tres cepas de SARS-CoV-2: B.1,

B.1.1.7y B.1.351.

El efecto citopatico es el resultado visible al microscopio o por observacion directa de
alteraciones producidas por virus citopatogénicos en la morfologia de las células. Estos
cambios pueden ser en su fisiologia, en su biosintesis o en su genética y las
consecuencias son una alteracién en el metabolismo y en la multiplicacion celular (283).
Pueden observarse desde sincitios (células multinucleadas originadas a partir de la
fusion de células adyacentes a través de sus membranas), cuerpos de inclusiéon
(estructuras anormales en los nucleos celulares o en el citoplasma que se tifien de forma
caracteristica dependiendo del colorante empleado), crecimiento acelerado de células
provocando tumores, lisis celular (que se observa por la rotura de la monocapa que
forman las células) (284,285) y hasta apoptosis (muerte celular programada) debido a la

replicacién viral (286).

El primer estandar internacional de la OMS para inmunoglobulina anti-SARS-CoV-2
(humana), cddigo NIBSC 20/136, se obtuvo del Instituto Nacional de Estandares y

Control Bioldgicos.
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Esquema 10. Procedimiento de neutralizacién. Primero se inactivan los sueros por calor
y se afladen a una placa microtiter de 96 pocillos en diluciones dobles seriadas. Después,
se anaden 100 TCIDso del SARS-CoV-2 cultivado en cada pocillo y se deja incubando 1
hora a temperatura ambiente en una cabina de bioseguridad. Posteriormente, 100 ul de
esa mezcla suero-virus se anaden a la placa de microtiter, donde se encuentra el cultivo
celular con las células Vero E6, y se incuba entre 5y 7 dias a 37 2C con una atmésfera de
CO; al 5 %. Finalmente, transcurrido ese periodo, se observa directamente el efecto
citopatico al microscopio.
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2.3.3 Anadlisis estadistico

La normalidad de los datos se compard mediante una prueba de Shapiro-Wilk. Se utilizé
la prueba no paramétrica de Wilcoxon o la prueba de Wilcoxon para muestras no
pareadas para comparar conjuntos de datos porque los datos no tenian una distribucién
normal. El analisis se realiz6 en R. Para la representaciéon grafica, los titulos se
transformaron a log2 (1/(titulo/10)) con titulos <1/20 asignados al valor O y titulos

>1/2560, al 8.

2.3.4 Comité ético

Este estudio se llevd a cabo tras la autorizacidn por parte del Comité Etico de

Investigacion de Granada (anexo 3).
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2.4. RESULTADOS

En el caso de la variante B.1, se alcanzaron titulos altos de neutralizacién después de la
segunda dosis en todos los participantes del estudio: el titulo medio geométrico (GMT)
fue de 1/38 después de la primera dosis y aumentd a 1/731 en la segunda muestra 2
semanas después de la segunda dosis. Los individuos vacunados pertenecientes al grupo
de los preexpuestos (con antecedentes de infeccidon por SARS-CoV-2 confirmada por un
resultado positivo a la PCR), mostraron titulos mas altos que los individuos no
preexpuestos después de la primera (GMT de 1/387 versus 1/28, respectivamente) y la
segunda dosis (1/995 frente a 1/703, respectivamente). Hasta el 72% de los vacunados
preexpuestas presentaron titulos >1/80 tras una sola dosis de vacuna, mientras que solo

el 11% de las personas vacunadas no preexpuestas tuvieron titulos analogos (tabla 12) .

Los titulos contra las tres variantes se representan en la figura 15 para participantes
vacunados preexpuestos y no preexpuestos. Los titulos de NT contra B.1 y la variante
B.1.1.7 no mostraron diferencias estadisticamente significativas en la prueba de
Wilcoxon, pero si que fueron significativamente mdas altos que los titulos contra la
variante B.1.351 en todos los grupos del estudio (vacunados preexpuestos y no
preexpuestos, p < 0,01). Mientras que todos los vacunados presentaron anticuerpos
neutralizantes contra B.1 después de la segunda dosis (43 % con titulos >1/620), el 14 %

fueron negativos contra la variante B.1.351 y el 76 % solo tenian titulos 1/20-1/80.

El cambio entre los titulos de NT contra B.1y B.1.531 después de la segunda dosis en
comparacion con los de después de la primera dosis fue menor en los individuos
vacunados preexpuestos (alrededor de 3 titulos) que en los vacunados no preexpuestos
(casi 5 titulos) como se muestra en la tabla 12 . Esta diferencia fue estadisticamente
significativa (p < 0,01) en una prueba de Wilcoxon para muestras no pareadas a pesar
del bajo numero de personas vacunadas preexpuestas en el estudio. Mas de la mitad de
los vacunados preexpuestos tenian titulos neutralizantes >1/80, mientras que solo el

3 % de los vacunados no expuestos tenian titulos >1/80 y solo el 13 % eran positivos.
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El primer estandar internacional de la OMS para anticuerpos contra el SARS-CoV-2 se
analizd en la prueba de neutralizacion de CPE utilizada en el estudio con fines
comparativos con otros estudios. Se obtuvieron titulos de 1/640, 1/1280 y 1/160 para

las variantes B.1, B.1.1.7 y B.1.351, respectivamente.
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B.1, para B.1.1.7, rojo para B.1.351). Las muestras se separan por tiempo de
recoleccion: muestras recolectadas antes de la vacunacién (basal, ®), muestras
recolectadas el mismo dia en que se administré la segunda dosis correspondientes a los
anticuerpos desencadenados por la primera dosis de la vacuna (dosis 1, A), muestras
recolectadas 2 semanas después administracién de la segunda dosis de vacuna (dosis 2,
m). Los titulos medios geométricos para cada subgrupo se representan con marcadores
grandes. La evolucién entre los titulos medios geométricos de anticuerpos basales, dosis
1y dosis 2 se representa mediante lineas continuas para cada subgrupo. Los titulos de
cada grupo se compararon entre cada par de cepas mediante una prueba de
Wilcoxon. Los grupos emparejados significativamente diferentes estdan marcados con **
(p < 0.01) mientras que los grupos pareados no significativamente diferentes estan

marcados con * (p > 0.05).

B1 8117 B.1351
<1720 V20-1/80 1/160-1/640 >1/640 GMT <20 120-1/80 1/160-1/640 >1/640 GMT <1720 1/20-1/80 1/160-1/640 >1/640 GMT
PEV 10(0.91) 100" 0 4] <1/20 8073 30-27) 0 0 12 VX

NPEV 83(10

1(0.09) 0 0 <120

Basal

0 o 0 881100) 0O 0

12 dosis PEV 1{009) 2{018) 4038 4(0.38 1/387 1009 1009 2{0.18) 70.44) 1530 4(038) 0 6{0.55) 1{0.09) vas

NPEV 29(0.33) 48({055) 11{013 0 V28 34039 43049 11013 0 Y27 84(095) 4{005) 0 0 <20

23 dosi PEV o i) 5{04%) 6(0.55) 1/995 0 1009 40.36) 61055 1934 1{00%) 4{034) 5(0.45) 1{009) w141
- dosis NPE 1{001) 50{057 3710420 w703 0 3003 45 0.51) 40045) 1671 13(015) 72(082) 3(003) ] V30
GMT: titulo medio geométrico; NPEV: vacunados no preexpuestos; PEV: vacunados
preexpuestos. Los datos se expresan como frecuencias absolutas (las frecuencias

relativas se muestran entre paréntesis).

Tabla 12. Titulos medios geométricos de anticuerpos neutralizantes después de la
vacunacion con ARNm de BNT162b2 de 99 participantes (11 preexpuestos al SARS-CoV-
2) al inicio, 21 dias después (el dia que recibieron la segunda dosis) y 14 dias después de

recibir la segunda dosis, contra B.1, B.1.1.7 y B.1.351 SARS-CoV-2.

Los resultados de titulacion de anticuerpos se establecieron observando por

microscopia el efecto citopatico producido por el SARS-CoV-2 en las células Vero E6.
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Imégenes cedidas por Vircell S. L.

Imagen 12. Linea celular Vero E6 sin infectar.
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Imagenes cedidas por Vircell S. L.

Imagen 13. Linea celular Vero E6 infectada por SARS-CoV-2 de la cepa salvaje.
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Imégenes cedidas por Vircell S. L.

Imagen 14. Linea celular Vero E6 infectada por SARS-CoV-2 variante Alfa (B.1.1.7).
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2.5. DISCUSION

Las variantes del SARS-CoV-2 surgidas a partir de mutaciones representaron en su
momentoy, aun hoy, siguen representando un desafio para las vacunas contra la COVID-
19. Cada nueva variante ha conseguido un mayor escape vacunal que la anterior.
Informes preliminares sugerian que las variantes B.1.351y P1/P2, las que empezaban a
aparecer en el momento del estudio, podrian escapar a la actividad neutralizante de los
anticuerpos generados por las vacunas de ARNm BNT162b2 y ARNm-1273, como se
confirmd posteriormente. En nuestro estudio, reclutamos a 99 participantes que
recibieron dos dosis de vacunacion con ARNm de BNT162b2; los participantes fueron
muestreados al inicio de la vacunacidn, el dia que recibieron la segunda dosis y 14 dias
después de la segunda dosis. Once de los participantes habian sido infectados
previamente con SARS-CoV-2. En este estudio, mostramos que los anticuerpos inducidos
por ARNm de BNT162b2 tenian una actividad neutralizante in vitro mas baja contra la
variante B.1.351 en comparacion con la neutralizacién contra las variantes B.1.1.7 o
B.1. También mostramos que, curiosamente, para las personas preexpuestas al SARS-
CoV-2, una sola dosis de ARNm de BNT162b2 podia ser adecuada para producir

anticuerpos neutralizantes para B.1.

El porcentaje de participantes que lograron titulos de anticuerpos neutralizantes (1/20—
1/80) y también el titulo medio fueron significativamente mayores en el momento de
recibir la segunda dosis de ARNm de BNT162b2 en las tres variantes de SARS-CoV-2
estudiadas (B.1, B.1.1.7 y B.1.351) para el grupo preexpuesto. Nuestros resultados
fueron consistentes con los encontrados por Saadat et al. (287), quienes demostraron
gue los trabajadores de la salud con infeccién previa por COVID-19 tenian respuestas de
titulos de anticuerpos mas altos a una dosis Unica de vacuna de ARNm que aquellos que
no estaban infectados previamente, y con los de Ebinger et al. (288) que mostraron
diferencias significativas en los niveles de anticuerpos IgG especificos contra la espicula
y las respuestas de inhibicién de la unidén de anticuerpos ACE-2 provocadas por una sola
dosis de vacuna en personas con infeccion previa por SARS-CoV-2 (n = 35) fueron

similares a las encontradas después de dos dosis de vacuna en individuos sin infeccidn
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previa (n=228). Ademas de los datos proporcionados en estos estudios, proporcionamos
datos sobre la actividad neutralizante contra las variantes B.1.1.7 (la circulante
mayoritaria en el momento del estudio) y B.1.351 (la variante que parecia que empezaba
adesplazaralaB.1.1.7 como circulante mayoritaria) del SARS-CoV-2 y, aunque una dosis
Unica de vacuna a las personas con antecedentes confirmados de SARS-CoV-2 parecia
ser eficaz para neutralizar B.1 y B1.1.7, podia no ser suficiente para B.1.351 vy, tal vez,
para otras nuevas variantes que también llevan mutaciones especificas de “escape de
vacuna” en la espicula, como se propuso para E484K, presente en los linajes B.1.351,
P1/P2 y Omicron (211,289). La variante B.1.351 incorpora E484K en el dominio de unién
al receptor (RBD) de la proteina S (290,291). Esta mutacién afecta la unién de
anticuerpos neutralizantes policlonales séricos (289) debido a que potencia la afinidad
de unién entre RBD y ACE-2 en células humanas; también se ha demostrado que reduce
la actividad de neutralizacion e incluso puede escapar de los anticuerpos neutralizantes
en el plasma convaleciente de pacientes con COVID-19, lo que puede debilitar la
efectividad de las vacunas vy la eficacia de las terapias de anticuerpos neutralizantes en
desarrollo. Este efecto también ha sido probado para las variantes P1/P2 y podria ser

similar para todas las variantes que albergan este cambio.

Todos los participantes del estudio mostraron titulos altos de anticuerpos neutralizantes
contra las variantes B.1y B.1.1.7 14 dias después de recibir la segunda dosis de ARNm
de BNT162b2. Sin embargo, se encontraron diferencias significativas tanto en el titulo
medio como en el porcentaje de participantes con titulos de neutralizacién con actividad
frente a la variante B.1.352. De acuerdo con nuestros resultados, estudios recientes han
demostrado una menor actividad de las vacunas de ARNm frente a la espicula en la
variante B 1.352 que en las otras variantes del SARS-CoV-2 (292). Estos estudios han
demostrado que la incorporacion de la mutacién E484K en un modelo de pseudovirus
de B.1.1.7 con N501Y + D614G dio como resultado una capacidad de neutralizacién
ligeramente inferior (de 0,81 a 1,41 veces) que con la cepa salvaje. Wang et al., (291)
mediante un ensayo de neutralizacion de pseudotipos de SARS-CoV-2, estudié a 20
voluntarios que recibieron las vacunas Moderna (ARNm-1273) o Pfizer-BioNTech

(BNT162b2), y encontré que la actividad contra las variantes de SARS-CoV-2 que
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contienen las mutaciones E484K, N501Y o la combinacién K417N:E484K:N501Y se
redujo por un pequefio, pero significativo margen. Wu et al., (293) utilizaron los
pseudovirus ARNm-1273 que portan la proteina de la espicula del aislamiento original
de Wuhan-Hu-1, la variante D614G y las variantes B.1.1.7 y B.1.351 y encontraron una
disminucioén en los titulos de anticuerpos neutralizantes contra la variante B.1.351 y un
subconjunto de sus mutaciones que afectan a la regién RBD del SARS-CoV-2. Tada et al.
(294) también analizaron muestras de suero de pseudovirus de individuos vacunados
con la vacuna de ARNm BNT162b2 y se encontré una reduccidon promedio del titulo de
tres veces para la variante B.1.351, reduccion que se atribuyé a la mutacion E484K en el
RBD. Liu et al. (295) disefiaron mutaciones en la espicula de pseudovirus, incluidas todas
las mutacionesen B.1.1.7,P.1y B.1.351, y estudiaron la actividad neutralizante del suero
de los participantes vacunados con BNT162b2. La neutralizacién de las variantes B.1.1.7-
y P.1 fue aproximadamente equivalentes en comparacion con la neutralizacion de USA-
WA1/2020, mientras que la neutralizaciéon de la variante B.1.351 fue menor. Garcia-
Beltran et al. (181) evaluaron la potencia de neutralizacién de 48 sueros de receptores
de vacunas BNT162b2 y ARNm-1273 frente a pseudovirus portadores de proteinas de la
espicula derivadas de 10 cepas de SARS-CoV-2.De nuevo, B.1.351 y otras cuatro
variantes que albergaban mutaciones en la region RBD, incluidas K417N/T, E484K y
N501Y, fueron muy resistentes a la neutralizaciéon. En cambio, segun Stamatatos et al.,
(296), utilizando pseudovirus que expresaban la espicula del virus Wuhan Hul de
longitud completa o una espicula que contenia las mutaciones D80A, D215G, K417N,
E484K, N501Y y D614G del linaje B.1.351 y A701V, se examind si los sueros y los
anticuerpos monoclonales de donantes convalecientes, antes y después de una sola
inmunizacion con las vacunas de ARNm de Pfizer o Moderna, neutralizaron la cepa
Wuhan-Hu-1y una variante, B.1.351 de Sudafrica y se encontré con un aumento de 1000

veces en los titulos de anticuerpos neutralizantes contra ambas cepas y SARS-CoV-1.

De acuerdo con lo anterior, otros estudios también han mostrado un escape de
neutralizacién de B.1.351 al plasma convaleciente. Wibmer et al. (297) encontraron que
casi la mitad (21 de 44 (48 %)) de las muestras analizadas no tenian actividad

neutralizante detectable contra el virus 501Y.V2. Las diferencias en la magnitud de la
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respuesta frente a las nuevas variantes pueden explicarse por el uso de diferentes tipos
de virus en los ensayos de neutralizacion: pseudovirus, mutantes creados en laboratorio
o mutantes de tipo salvaje. En ese sentido, los mutantes de tipo salvaje pueden albergar
mutaciones adicionales a las presentes en la espicula que explican tales diferencias
(181). Si bien los ensayos de pseudovirus ofrecen una mejor comprensién del papel de
cada mutacién en las respuestas diferenciales contra cada variante, la neutralizacion con
variantes de tipo salvaje puede reflejar mas de cerca los desafios que plantean las
nuevas variantes para las campafias de vacunacion en curso. La falta de homogeneidad
en los ensayos de neutralizacidn es otro factor que dificulta la comparacion entre varios
estudios. Por lo tanto, hemos incluido valores para el estdndar internacional para

facilitar la comparacion con estudios futuros y promover el uso de dicho estandar (298).

Curiosamente, la caida en la respuesta de anticuerpos neutralizantes fue
significativamente menor en el pequefio subgrupo de vacunados que habian sufrido una
infeccion previa confirmada por un resultado positivo de PCR. Garcia-Beltran et al. (181)
informaron de que los anticuerpos tienen una union reducida pero detectable al RBD
mutante, lo que sugiere que una respuesta mayor en los vacunados preexpuestos
explica esta diferencia. Ademas, una infeccion previa ha enfrentado al sistema
inmunitario del paciente con una variedad de epitopos (299) que han desencadenado
una respuesta inmunitaria mas diversificada tras la vacunacidn. Finalmente, una
maduracién mas avanzada de la respuesta inmune de estos individuos preexpuestos
también puede ser un factor diferencial para esta mayor respuesta neutralizante. Como
lo muestran Gaebler et al. (299), los anticuerpos expresados por las células B de
memoria mostraron una mayor resistencia a las mutaciones en RBD 6 meses después
de lainfeccion. En ese sentido, seria interesante, siempre que fuera posible, estudiar las
respuestas inmunes de las vacunas después de un periodo mds largo desde la ultima

dosis de inmunizacion.

Nuestro estudio pudo tener algunas limitaciones, como el bajo nimero de participantes
inscritos que habian sufrido una infecciéon previa por SARS-CoV-2, y el hecho de no haber
incluido otras VOC, como la variante Gamma, la Delta o la ultima variante circulante,

Omicron y sus sublinajes.
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A pesar de las limitaciones anteriores, pudimos confirmar los resultados de estudios
previos realizados con pseudovirus aportando con un mayor numero de participantes y
utilizando aislados reales de las variantes B.1, B.1.1.7 y B.1.351 del SARS-CoV-2. El
impacto clinico de la resistencia a la neutralizacién al inicio de la vacunacién era
incierto; sin embargo, nuestros resultados mostraron el potencial de la variante B 1.351
para escapar de la neutralizacion de la inmunidad humoral en un momento en el que las
vacunas eran la Unica forma de detener la propagacion del virus y demostraron la
necesidad de administrar la pauta completa de vacunacién en contra de la
administracion de una sola dosis en los pacientes preexpuestos planteada para hacer

frente al inicial desabastecimiento de vacunas.
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CONCLUSIONES

1. Los altos valores de sensibilidad alcanzados en el estudio desarrollado en el capitulo
1 apoyaron el uso de los ensayos seroldgicos evaluados como pruebas diagndsticas

complementarias para el manejo clinico del COVID-19 al inicio de la pandemia.

2. Se observdé un menor numero de pacientes con serologia positiva entre los
pacientes de mas edad para las muestras recogidas al principio de la enfermedad.
Sin embargo, la proporcién aumentd hasta casi el 100 % de positividad en todos los
grupos de edad para las muestras recogidas en la segunda semana o mas tarde tras

el primer resultado positivo de la PCR.

3. No se observaron diferencias significativas ni en la proporcion de resultados
positivos ni en los niveles de inmunoglobulinas alcanzados en los grupos separados
por sexo. El escaso nimero de muestras en algunos de los subgrupos pudo haber

limitado la potencia estadistica de las comparaciones.

4. Todos los participantes del estudio desarrollado en el capitulo 2 mostraron titulos
altos de anticuerpos neutralizantes contra las variantes B.1, B.1.1.7 (Alfa) y B.1.351
(Beta) 14 dias después de recibir la segunda dosis de ARNm de BNT162b2. Sin
embargo, se encontraron niveles menores, estadisticamente significativos, tanto en
el titulo medio como en el porcentaje de pacientes con titulos de neutralizacién

frente a la actividad contra a la variante B.1.352.

5. El porcentaje de participantes que lograron titulos de anticuerpos neutralizantes y
también el titulo medio de estos fueron significativamente mayores en el grupo de
los preexpuestos en el momento de recibir la segunda dosis de ARNm de BNT162b2

para las tres variantes de SARS-CoV-2 estudiadas (B.1, B.1.1.7 y B.1.351).
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Alinicio de la pandemia, cuando habia un desconocimiento sobre el impacto clinico
de la resistencia a la neutralizacion y las vacunas eran la Unica forma efectiva de
frenar la propagacion del virus, nuestros resultados mostraron el potencial de la
variante B 1.351 para escapar de la neutralizacion de la inmunidad humoral y
plantearon la necesidad de proporcionar una pauta de vacunacion de dos dosis en
lugar de solo una como se planted ante la falta de suministro a los pacientes

preexpuestos vacunados con BNT162b2.
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ANEXO 1. Mutaciones de sublinajes de Omicron (actualizado a dia 24 de enero de 2024
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ANEXO 2. Arbol filogenético de variantes del SARS-CoV-2 clasificadas por clados (actualizado a 20 de octubre de 2023) (183).
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ANEXO 3. Aprobacién del Comité Etico de Investigacién de Granada del estudio llevado
a cabo en el capitulo 2.

JUNTA DE ANDALUCIA CONSEJERIA DE SALUD Y FAMILIAS

DICTAMEN UNICO EN LA COMUNIDAD AUTONOMA DE ANDALUCIA
DV ANTONIO SALMERCH GARCIA como secretana/a del | CEIMACE] Provindlal de Granada

CERTIFICA

Que esi2 Comité ha evaluado |3 propuesta del promolnoinvestigador (Mo hay promotona asocladoia) para realizar & estudio
di Investigacion Shulada:

TITULO DEL ESTUDIC: Capacidad de neutralizacken de los anticuerpos generados [ras 13 vacunacion Trenie a las
nueyas vanantes de SARS-Cov-2

Profocoio, Varslon: 1

HIP, Viersion: 1

Cl, Version: 1

¥ qUE Consitera que:

Se cumplen los reguisitos necesaros te idoneldad del protocolo &n relaction con los objetives tel estudloy 5 ajustaa s principios
&ticos aplicabies 3 este bpo de estudis.

La capacidad dedide I3 Investigadona y los medios dispanibles 5on apropiados para levar a cabo & estudio.
Estan |ustificados los fesgos y molestias previsioles para los pantidpantss.,
Que ks aspechs econtmicos Involucrados en & proyecto, no Inderfiersn con respecto 3 Ios postuladas eticos.

¥ que este Comiké considesa, que dicho estudio puede ser realizado en los Canbros de |3 Comunidad Autbnoma de Andalucia

que & relacionar, pam o cual comesponde a la Dieccion del Cenfro comespondients determinar sl |a capackdad ¥ los medios

disponinies son aproplados para llevar 3 cabo & estudio.

Lo que firmo en Granada 3 24032021

VDR ANTONID SALMERCH GARCLA, como Secretanoda el CEIMACE] Provinclal de Granada

Codigo Sagum De Verficacin: 47960l 3babobS3E £ 19800 1cas18c03al 4303183 [ Fecha [ 24m3mIm
Narmativa Este documenio Incommora fima slacironkca reconodida de atuemo a la Ley 5572003, de 19 de dicembne, de fima akscininica.
Fimmaiie Por Artonky Salmeson Ganda

rFimabocumanto. 1faca)/ coda/a7TIEc13banchE3rf198c0locallEc0331 74302163

Uri De Verfcadion htips ./ www_juntadeandalucia . oo selud/portaldeatica xheml / ayods f verifica Pagina ‘ 13




ANEXO 4. Concesion de premio de la Real Academia de Medicina y Cirugia de Andalucia
Oriental por el articulo publicado en el capitulo 2.

LA REAL ACADEMIA DE MEDICINA Y CIRUGIA
DE
ANDALUCIA ORIENTAL

CERTIFICA

Que el trabajo cientifico nrlado “IN VITRO NEUTRALIZING
ACTIVITY OF BNTI162B2 MRNA-INDUCED ANTIBODIES AGAINST
FULL B.1.351 SARS-COV-2 VARIANT" del que son autores Estfier Serranco
Conde; Alba Leyva; Ana Fuentes; Adolfo De Salazar; Natalia Chueca; Somia Pérez
Castro; Benito Regueiro; Almudena Rojas; Joaquin Mendoza; José Rojas; Federico
Garcia, ha merecido EX AEQUO el PREMIO “REAL ACADEMIA DE
MEDICINA Y CIRUGIA DE ANDALUCIA ORIENTAL", convocado por la
Real Academia en el curso 2022, y ha sido entregado en Granada, ¢l dia veintisiete

de enero de dos mil veintitrés en la solemne Sesién Inaugural del Curso Académico

2023,

Y para que conste y surta los efectos oportunos, expedimos el presente en

Granada a veintisiete de enero de dos mil veintitrés.

Armando Zuluaga Gémez e 2 “Manuel Garcia Morillas
Presidente v Académico Secretario
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ANEXO 5. Concesién de titulo de Académica Correspondiente de la Real Academia de

Medicina y Cirugia de Andalucia Oriental por el articulo publicado en el
capitulo 2.

Real Academia de Medicina vy Cirugia
de Andalucia Oriental, Ceuta y Melilla

TITULO DE
ACADEMICO CORRESPONDIENTE

A fayvor 'de fa DBRA D AESTHER
SERRANO - CONDE SANCHEZ por su
relevante personalidad cientifica, y a tenor
de lo previsto en el articulo 26.3 de los
Estatutos, se ha hecho acreedora de tan

honrosa distincion.

Granada 28 de septiembre de 2023

F[ Secretario
Manuel Garcia Morillas
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