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1. Resumen Ejecutivo

Desde la aparicidén del SARS-CoV-2 en diciembre de 2019, todos los estudios sobre vacunas se
han focalizado en la primera cepa aislada en Wuhan (China), que rapidamente se extendié por
todos los paises. Al tratarse de un virus ARN de 30.000 nucledtidos, era predecible que con el
tiempo aparecieran mutantes que se mezclaran o prevalecieran entre los virus ya circulantes.
Un afio después estamos siendo expuestos a nuevas variantes debidas a mutaciones que han
ido emergiendo en distintos paises, con el resultado de una mayor transmisidn y hospitalizacidn,
sobrecargando mas al sistema sanitario. Con la introduccion de los programas de vacunacién se
espera poder controlar a estas y otras variantes que puedan aparecer. No obstante, los datos
obtenidos actualmente no son concluyentes, y de momento sugieren que las vacunas actuales
mantienen la produccidn de anticuerpos neutralizantes frente a las variantes que han aparecido,
aunque de menor intensidad que frente a la cepa parental (Wuhan). Queda pendiente por
conocer el papel que la activacién de las células T ejerce sobre dichas variantes. Asi pues, existe
un interés global en saber si las vacunas actuales sirven igualmente frente a las variantes que
estan siguiendo o si habria que producir nuevas vacunas, con el consiguiente coste econémico,
plazos de tiempo extendidos y hartazgo social. Cientificos, OMS, asociaciones, empresas y
gobiernos estan disefiando las estrategias a seguir para la rapida deteccién y el mejor control
de las variantes que puedan aparecer. En este informe del GTM se describen las variantes del
SARS-CoV-2 actualmente en circulacidn en la poblacién mundial, sus caracteristicas,
susceptibilidad frente a las vacunas actuales, planes de accién para su deteccidn, evoluciéon y
control y, ademas, se proponen una serie de recomendaciones especificas.

2. Recomendaciones

— Es fundamental mantener las medidas de prevencidn individual e intervenciones no
farmacéuticas para mantener bajos los niveles de transmisién, tanto para evitar la
propagacion de variantes que ya existen, como para evitar la aparicion local de nuevas
variantes (como es el caso de la aparicidon independiente en miuiltiples sitios de la
variante E484K).

— Las variantes del SARS-CoV-2 que se identifiquen con mayor virulencia y resistencia a
la acciéon de las vacunas actuales representan un problema importante de salud global.
Es necesario establecer criterios cientificos que definan si estas variantes son mas
resistentes a la accion de las vacunas actuales que su parental (cepa de Wuhan) en
distintos modelos experimentales animales.

— Es necesario hacer un seguimiento epidemioldgico de la accién de las vacunas actuales
sobre la poblacién, identificando en los vacunados si se producen infecciones por
variantes y su frecuencia.



— Hay que establecer mediante métodos experimentales el papel de la respuesta inmune
humoral (anticuerpos) y celular (linfocitos T) en la eficacia de las vacunas actuales
frente a las distintas variantes del SARS-CoV-2.

— Es necesario incrementar las tasas de secuenciacion de genomas virales en personas
infectadas para determinar las posibles variantes que surgen en la poblacién espafola,
ahora que ya se ha confirmado la presencia de las variantes britanica, sudafricana y
brasilefia en territorio nacional, y crear un circuito epidemioldgico estable de recogida
y procesado de muestras para secuenciacion [1-3]. En este sentido es particularmente
importante secuenciar todos los genomas virales sospechosos de fallo de tratamiento
antiviral.

— Toda la informacién de los genomas virales debe ser publica y accesible sin
restricciones. Apoyamos la carta presentada por numerosos cientificos a este respecto
[4] y pedimos que los proyectos de investigacion hagan obligatorio la inclusion de las
secuencias generadas en bases de datos de referencia para el campo y repositorios
publicos y/o gubernamentales (p. ej. ELIXIR Core Data Resources, [5]).

— Se necesita completar lo antes posible el calendario de vacunacidn frente al SARS-CoV-

2 en la poblacién espafola para evitar la penetracidon y extensidon de las variantes
virales.

— Se debe llevar a cabo un esfuerzo en I+D dirigido al estudio de variantes del SARS-CoV-
2, en términos de epidemiologia, biologia, bioinformatica estructural, evolucion,
impacto social, y seguimiento, asi como desarrollar vacunas modificadas que tengan
un amplio espectro de accidn frente a las distintas variantes.

— Se deben identificar y validar para la clinica compuestos terapéuticos eficaces
(anticuerpos y antivirales) frente a las variantes del SARS-CoV-2.

— Debe ser atendido el estudio del origen de la epidemia con sus aspectos ecoldégicos
intimamente relacionados con la aparicidn de variantes y especificidades de huésped -
en especial en el contexto del cambio climatico.

3. Qué son las variantes del SARS-CoV-2 y qué peligro representan

Las variantes del coronavirus SARS-CoV-2 son aquellos virus que, al realizar la secuenciacion
genética a partir de muestras tomadas de pacientes, contienen una serie de mutaciones que se
repiten en distintas muestras aisladas de personas infectadas, y que a su vez pueden prevalecer
con caracteristicas propias en la poblacidn sobre la cepa parental.

Todos los virus, y en particular aquellos cuyo genoma consiste en una molécula de ARN, mutan
a medida que se van replicando en el interior de las células dianas como consecuencia de la tasa
de error asociada a las distintas enzimas con actividad ARN polimerasa responsables de este
proceso. El coronavirus SARS-CoV-2 no es una excepcion, aunque cabe destacar que su tasa de
mutacién (10 mutaciones/residuo genémico/afio) es menor que la de otros virus ARN (como
por ejemplo el virus de la gripe) y esto se debe a que los miembros de esta familia codifican una
exoribonucleasa 3'-5' que permite un proceso de replicacion de alta fidelidad y un rango de
variacion tolerable [6]. Bien sea por un fendmeno de seleccidn natural o por la vigilancia inmune
a la que estd sometido el virus en el organismo infectado, se generan una serie de variantes
virales o mutantes de escape que pueden evolucionar manifestando un comportamiento
diferente a sus ancestros. Las nuevas mutaciones que se producen pueden ser irrelevantes o,
por el contrario, conferir al virus una ventaja adaptativa que modifique su tasa de transmision,
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rango de hospedador, virulencia, patogenicidad o reconocimiento antigénico, poniendo en
riesgo la salud publica y la eficacia de las medidas preventivas y terapéuticas que se estdn
empleando a nivel global para combatir la pandemia causada por el coronavirus SARS-CoV-2.

4. Variantes del SARS-CoV-2 que suscitan preocupacion a nivel global

En los Ultimos meses se ha conocido en varias regiones del mundo la presencia de variantes
virales que en un corto periodo de tiempo han acumulado un numero significativo de
mutaciones y han desplazado a los virus ancestrales locales convirtiéndose en variantes
dominantes, lo que ha generado una alarma a nivel global. Actualmente se esta haciendo un
seguimiento de vigilancia exhaustivo de 3 variantes virales de SARS-CoV-2 que suscitan
preocupacién: VOC 202012/01 (B.1.1.7); 501 Y.v2 (B.1.351) y P.1 (B.1.1.28.1). Estas variantes
acumulan una combinacidon de mutaciones, mayoritariamente en la proteina de la espicula
(proteina S) del virus, que por su localizacién podrian favorecer su transmisibilidad, aumentar la
gravedad de la enfermedad o producir una reduccién en la eficacia de las vacunas y tratamientos
gue se estan aplicando a nivel mundial.

a. Variante Britanica (B.1.1.7)

La variante VOC 202012/01 (B.1.1.7), conocida como la variante Britanica por su deteccién por
primera vez en el Reino Unido, se dio a conocer el 14 de diciembre de 2020 por las autoridades
de ese pais, que declararon un aumento de la incidencia de SARS-CoV-2 en el este y sureste de
Inglaterra y drea metropolitana de Londres asociada a una nueva variante del virus. La primera
muestra en la que se pudo identificar dicha variante se remonta a septiembre de 2020. Desde
entonces, se ha convertido en la variante predominante que circula en el Reino Unido. Se
caracteriza por una transmisibilidad significativamente mayor, que ha contribuido a un aumento
de la incidencia, las hospitalizaciones y la presidén sobre el sistema sanitario desde la segunda
quincena de diciembre de 2020. De hecho, los modelos matematicos de genética de poblaciones
sugieren que se propaga un 56 % mas rapido que otros linajes [7]. Los estudios preliminares
indicaban que VOC 202012/01 no estd asociado con una gravedad de la infeccion
significativamente diferente o que afecte de manera desproporcionada a ciertos grupos de edad
mas que los virus circulantes anteriores. Sin embargo, como resultado del aumento de la
incidencia, en enero de 2021 el Reino Unido habia informado de la mayor mortalidad diaria por
COVID-19 desde el inicio de la pandemia [8]. Recientemente se ha publicado, sin revisién por
pares, un estudio que estima un 35% (12-64%) mayor de riesgo de muerte asociado con VOC
202012/01, sugiriendo que esta variante no solo es mas transmisible, sino que también puede
causar una enfermedad mas grave [9].

VOC 202012/01 tiene como caracteristica genética distintiva la presencia de 23 mutaciones
respecto del virus SARS-CoV-2 que circulaba en el Reino Unido en el momento en el que se
detectd la variante. De estas mutaciones 14 son no sindnimas (mutaciones puntuales con
cambio de aminoacido): [T10011, A1708D, 12230T] en ORFlab; [N501Y, A570D, P681H, T716l,
S982A, D1118H] en la proteina S; [Q27stop, R521 e Y73C] en ORF8 y [D3L y S235F] en la proteina
N; 6 mutaciones son sindnimas (mutaciones puntuales sin cambio de aminodcido): [C913T,
C5986T, C14676T, C15279T, T16176C] en el gen ORFlab, y una en el gen M [T26801C] y 3 son
deleciones (pérdida de una parte de la secuencia): [SGF 3675-3677del] en ORFlab y [H69-



V70del, Y144] en la proteina S. No esta claro como y dénde se origind esta variante, aunque la
divergencia genética inusual del linaje B.1.1.7 puede haber resultado, al menos en parte, de la
evolucidn del virus en un individuo con infeccién crénica. Aunque estas infecciones son raras,
y la transmisidn a partir de ellas presumiblemente es alin mas rara, no es improbable dado el
gran numero de nuevas infecciones en curso [10]. Excluyendo las mutaciones sindnimas, el 47%
de los cambios conocidos ocurren en la regidn que codifica para la proteina S. Esta proteina
incluye la regidn de union al receptor ACE2 (RBD) y representa el blanco fundamental de los
anticuerpos neutralizantes, de ahi que sea el antigeno seleccionado e incluido en las vacunas
que estan siendo administradas por los diferentes paises. Este hallazgo ha causado
preocupacién a nivel global ya que estas mutaciones, bien sean individualmente o en su
conjunto, pueden ocasionar cambios estructurales o a nivel de determinantes antigénicos en
la proteina S que: i) alteren su interaccién con el receptor ACE2, modificando su eficiencia de
infeccidn en células humanas o incluso modificando su interaccidn con el receptor de otras
especies favoreciendo la transmisién inter-especies ; ii) alteren su reconocimiento tanto por los
anticuerpos como por las células T especificas que se generan bien durante la infeccidn natural
o mediante la vacunacion, pudiendo incidir en la posibilidad de reinfeccién o en la efectividad
de la vacunacidn o iii) alteren su reconocimiento por los anticuerpos que se transfieren de forma
pasiva del plasma de pacientes convalecientes o monoclonales de disefio, comprometiendo la
efectividad del tratamiento. Las 3 mutaciones de VOC 202012/01 con mayor potencial para
afectar el comportamiento biolégico del virus son: N501Y, H69-V70del(AH69/V70) y P681H.
Datos experimentales y de modelaje sugieren que la mutacion N501Y aumenta la afinidad con
la que la proteina S del SARS-CoV-2 se une al receptor de la enzima convertidora de
angiotensina 2 (ACE 2), que media la entrada del virus en las células humanas, determinando la
eficiencia de la infeccion y la transmisibilidad del virus [11]. La mutacién N501Y también se ha
asociado con una mayor infectividad y virulencia en el modelo de ratén y en hurones [12]. Una
publicacion reciente sin revisién por pares que usé la mutacion N501Y como indicador de
infeccidén con la nueva variante VOC 202012/01 refiere cargas virales inferidas tres veces mas
altas en el grupo que la portaba, sugiriendo una mayor transmisibilidad de esta variante [13].
La funcidon de la mutacion P681H aln no esta clara, pero se sitla inmediatamente adyacente al
sitio de escisién de la furina (FCS, de las siglas en inglés Furin Cleavage Site) presente en la
proteina S. El FCS del SARS-CoV-2 no se encuentra en coronavirus estrechamente relacionados
y se ha demostrado que promueve la entrada en las células epiteliales respiratorias [14]. Del
mismo modo se ha visto que la insercién que genera el FCS en la proteina S de SARS-CoV-2
facilita su hidrdlisis por la accién de la proteasa celular TMPRSS2 aumentando la fusion viral [15].
Tanto N501Y como P681H se han observado de forma independiente, pero hasta ahora no han
aparecido en combinacion. La AH69/V70 es una de las mutaciones recurrentes observadas en el
dominio amino (N) terminal (NTD) de la proteina S [16,17] y estd presente en multiples linajes
vinculada a varias mutaciones en el dominio RBD. Por ejemplo, surgié en el brote asociado al
vison en Dinamarca en el contexto de la mutacién Y453F, y en humanos en asociacion con la
mutacion N439K, lo que explica su frecuencia relativamente alta en los datos de secuencias
gendmicas globales. In vitro, AH69/V70 favorecié un aumento de dos veces la infectividad
mediada por la proteina S usando lentivirus pseudotipados [16]. Esta delecidon provoca una
modificacién en epitopos inmunodominantes situados en lazos o bucles variables dentro de NTD
que son ampliamente reconocidos tanto por suero de pacientes convalecientes como de
individuos vacunados, por lo que se confiere resistencia a la neutralizacidn por dichos sueros. A
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diferencia de las sustituciones, las eliminaciones no se pueden corregir en el proceso de
replicacion y esto puede acelerar la evolucion adaptativa en el SARS-CoV-2.

Las Fig.1, 2 y 3 muestran la estructura de la proteina S y la localizacién de los aminoacidos
H69/V70 (Fig.1), asi como las dos posiciones criticas N501 y E484.

Fig. 1. Dos vistas de la estructura del trimero de la proteina S en su forma cerrada y una abierta
indicando la localizacion de los aminoacidos H69/V70 y de las posiciones criticas N501 y E484.



Fig. 2 Interaccion del dominio de union al receptor (RBD) de la proteina S con el receptor
humano ACE-2 mostrando la interaccidn directa con el receptor de las posiciones criticas: N501
y E484.
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Fig. 3 Interaccion del dominio de unidn al receptor (RBD) de la proteina S con dos anticuerpos
mostrando la interaccion directa con el receptor de las posiciones criticas: N501 y E484.

A fecha 3 de febrero de 2021, 80 paises han informado de la presencia y depositado secuencias
de virus pertenecientes a esta estirpe en GISAID, una base de datos en linea sin fines de lucro
para compartir genomas virales [18] (Figura 4).
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Figura 4: Mapa de distribucion global de la variante VOC 202012/01 (Fuente: GISAID (Global
Initiative on Sharing Avian Influenza Data)).

La rapida transmisién de VOC 202012/01 dentro y fuera del Reino Unido hace pensar que esta
variante puede llegar a constituir la estirpe dominante responsable de los préximos contagios
en Europa. Este hallazgo resalta la importancia de llevar a cabo un seguimiento epidemioldgico
riguroso incorporando estudios genéticos y viroldgicos en las zonas afectadas para evaluar mas
a fondo su transmisibilidad, la gravedad de la infeccidon que produce, el riesgo de reinfeccién y
el alcance que pudiera tener su propagacién sobre la eficacia de las medidas preventivas y
terapéuticas que se estan adoptando a nivel global. En este sentido estan saliendo a la luz los
primeros resultados que valoran el impacto de las mutaciones sobre la eficacia de las vacunas
y tratamientos que se estdn administrando. Un breve informe preliminar, ha descrito que los
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sueros de 20 pacientes que recibieron la vacuna Pfizer neutralizaron el virus SARS-CoV-2
modificado en laboratorio con la mutacion N501Y. Posteriormente, estos experimentos de
neutralizacion se complementaron utilizando virus que contenian diferentes combinaciones de
mutaciones (E484K+N501Y+D614G, o delecién-69-70+N501Y+D614G); alguna de ellas, como
E484K, estd presente en las otras dos variantes de Sudafrica y Brasil. El grado de neutralizacion
de los sueros de pacientes convalecientes fue ligeramente menor para el virus que contiene las
tres mutaciones (E484K+N501Y+D614G) que para los virus que contienen exclusivamente la
mutacidon N501Y o la combinacion delecién AH69/V70+N501Y+D614G [19]. De forma similar,
Collier y colaboradores no observaron una reduccién en la capacidad de los sueros de los
individuos vacunados con la misma vacuna (Pfizer) para inhibir el virus parental o el virus
mutante en un ensayo de pseudovirus que incluia sdlo tres mutaciones en la proteina S (N501Y,
A570D, AH69/V70); sin embargo, usando un pseudovirus que posee todas las mutaciones
descritas para la proteina S de la variante VOC 202012/01 se detecté una reduccion en la
efectividad de neutralizacidn del virus por los sueros de los vacunados [20]. En 16 pacientes
vacunados con la vacuna de Pfizer se observd que los sueros inmunes tenian titulos
neutralizantes equivalentes frente a la variante de referencia y a la variante mutada [21].
Empleando también pseudovirus que poseen la bateria de mutaciones descritas para la proteina
S de la variante VOC 202012/01, Wang y colaboradores detectaron una reduccién modesta de
la actividad neutralizante tanto del plasma de pacientes convalecientes (2,7-3,8 veces) como del
suero de individuos vacunados con las vacunas de Moderna y Pfizer (1,8-2 veces). También
evaluaron un panel de 30 anticuerpos monoclonales dirigidos frente a los dominios NTD y RBD
de la proteina S y observaron que la variante VOC 202012/01 es refractaria a la neutralizacion
por la mayoria de mAbs que reconocen NTD y relativamente resistente a varios mAbs dirigidos
frente a RBD, incluido dos que han sido aprobados para tratamiento en caso de emergencia [22].
Finalmente Wu y colaboradores no detectaron un impacto significativo en la capacidad
neutralizante de sueros de sujetos humanos o primates no humanos (NHP) que recibieron la
vacuna de Moderna frente a la variante VOC 202012/01 [23]. En general, aunque estos estudios
in vitro tienen sus limitaciones, bien sea por la metodologia, por el tamafio muestral o por
evaluar sélo el componente humoral de la respuesta inmune, lo que indican en su conjunto es
que la efectividad de las vacunas que se estan administrando es similar o moderadamente
menor frente a la variante britanica.

Aparte de la proteina S, la mutacion en ORF8 [Q27stop] observada en la variante VOC 202012/01
trunca la proteina ORF8 o la vuelve inactiva y, por lo tanto, permite que se acumulen mas
mutaciones en otras regiones. Al principio de la pandemia se aislaron multiples virus con
deleciones que conducian a la pérdida de la expresidon de ORF8 en todo el mundo, incluido un
gran grupo en Singapur. Estas deleciones se asociaron con una infeccién clinica mas leve y menos
inflamacién post-infeccidn; sin embargo, este grupo desaparecié a finales de marzo después de
que Singapur implementara con éxito medidas de control. En trabajos posteriores se descubrio
que la delecidn de ORF8 tiene solo un efecto muy modesto sobre la replicacién del virus en las
células de las vias respiratorias primarias humanas en comparacién con los virus sin la delecidn
[24]. Otras variantes con la mutacién E484K han sido identificadas en algunas regiones del Reino
Unido, tales como VUl 202102/01 (A.23.1 con E484K) o la B.1.525 (VUI 2021 02/03) con 4
mutaciones en la proteina S (Q52R, E484K, Q677H, F888L). A nivel global, mas de 4000 variantes
han sido identificadas, pero la mayoria no supone preocupacion alguna, y solo una pocas se



refieren como “variants of concern”, por producir efectos clinicos mas severos que la cepa
parental de Wuhan.

b. Variante Sudafricana (B.1.351)

La segunda variante que ha suscitado preocupacién a nivel mundial fue dada a conocer el 18 de
diciembre de 2020 por las autoridades Sudafricanas y es la denominada 501Y.V2 (B.1.351) o
variante Sudafricana. La primera muestra en la que se pudo identificar esta variante se remonta
al 8 de octubre de 2020 y desde el mes de noviembre ha desplazado las variantes circulantes en
la regidén para convertirse en la variante dominante, lo que indica que pudiera tener una mayor
capacidad de transmisidn, sin que hubiera evidencia de mayor virulencia. La variante 501Y.V2
tiene como caracteristica genética distintiva la presencia de 12 mutaciones no sinénimas y una
delecion. Aproximadamente el 77% de estas mutaciones se encuentran localizadas en la
proteina S [L18F, DSOA, D215G, LAL 242-244 del, R2461, K417N, E484K, N501Y, D614G, A701V]
y las otras restantes en el ORFla [K1655N], en la proteina E [P71L] y en la proteina N [T205l]. Al
igual que con la variante britanica, se valora la posibilidad de que pudiera haber surgido, entre
otras causas, a través de la evolucidon intra-hospedador en uno o mas individuos con
replicacion viral prolongada. Sin embargo, la alta incidencia de mutaciones que se acumulan
dentro de dos de las regiones mas inmunodominantes de la proteina S, como son el dominio
NTD y RBD, sugiere que se ha originado como una variante de escape a la neutralizacion [25] y
por consiguiente la preocupacidn sobre el efecto que pudieran tener las mutaciones sobre la
eficacia de las vacunas y los tratamientos es atin mayor que con la variante britanica.

A fecha 3 de febrero de 2021, 41 paises han reportado y depositado secuencias de virus
pertenecientes a esta estirpe en GISAID [18],(Figura 5).
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Figura 5 Mapa de distribucién global de la variante 501Y.V2 (Fuente: GISAID (Global Initiative on
Sharing Avian Influenza Data)).

La variante 501Y.V2 comparte con la variante VOC 202012/01 la mutacién N501Y situada en el
dominio RBD de la proteina S y esto le confiere un aumento en su afinidad por el receptor ACE2
que puede incidir en su tasa de transmisibilidad; pero, ademas, en esta variante se suman dos
mutaciones en el mismo dominio (K417N y E484K) que al parecer son determinantes tanto
para la interaccidn con el receptor como para evadir la neutralizacidn. La mutacién E484K es
poco comun y estd presente en <0,02% de las secuencias fuera de Sudafrica. Existe evidencia de
que E484K puede mejorar ligeramente la afinidad de unidn del virus al receptor. Del mismo
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modo, aunque el residuo K417 es un residuo Unico en SARS-CoV-2 que interacciona con ACE2
contribuyendo a una mayor afinidad del virus por el receptor, un estudio de escaneo mutacional
sugiere que el cambio de K por N afecta minimamente la afinidad de unién a ACE2 [11]. Por otra
parte, un estudio de simulacion de dinamica molecular revela que tanto la mutacion E484K como
N501Y aumentan la afinidad de la proteina S por el receptor ACE2 y E484K, en particular,
conmuta la carga en la regidn del lazo flexible de RBD, lo que conduce a la formacién de nuevos
contactos favorables que pudieran aumentar la transmisibilidad. Por otra parte, la combinacién
de las mutaciones E484K, K417N y N501Y induce un cambio conformacional mayor que el
inducido solo por la mutacién N501Y, lo que le permite escapar de forma mas efectiva a la
neutralizacién [26]. Cabe destacar que el resto de las mutaciones que posee esta variante en la
proteina S estan situadas en el dominio NTD (L18F, D80A, D215G, LAL 242-244 del, R246l),
especificamente dentro o en las cercanias de lazos variables que aceptan cambios de secuencia
sin alterar la estructura de los dominios funcionales de la proteina y hacia donde se dirige
también la reactividad de anticuerpos aislados de pacientes convalecientes o vacunados.
Estudios preliminares, aln sin revision por pares, destacan que la combinacion de mutaciones
en RBD y NTD afectan significativamente la neutralizacién de esta variante tanto por anticuerpos
monoclonales dirigidos frente a estas regiones, como por suero inmune derivado de pacientes
convalecientes o vacunados [22,23,27-30]. Los estudios que evalian paneles de anticuerpos
monoclonales potentes que han sido identificados frente a la proteina S indican que la variante
501Y.V2 es refractaria a ser neutralizada por los anticuerpos que reconocen el dominio NTD y
gue la combinacidon de mutaciones que se acumulan en el dominio RBD reducen o anulan la
capacidad de neutralizacion de casi el 80% de los anticuerpos monoclonales que reconocen esta
region [22,27,28]. En correspondencia con estos hallazgos, se ha descrito una reduccion
significativa en la capacidad de neutralizacién de anticuerpos policlonales derivados de
pacientes convalecientes frente a la variante 501Y.V2, destacandose una eficacia superior en los
que procedian de pacientes hospitalizados con una enfermedad mds grave en comparacién con
aquellos que solo tenian sintomas leves [22,28-30]. Estos datos apuntan a una posible
disminucién en la eficacia de los tratamientos basados en anticuerpos monoclonales o
policlonales asi como un incremento de la tasa de reinfeccién en las regiones donde esta cepa
se extienda de forma dominante.

Desde el punto de vista de la eficacia de las vacunas frente a la variante sudafricana, los
resultados son mas preocupantes que los que se han desvelado para la variante britanica. Wang
y colaboradores refieren que la variante 501Y.V2 es notablemente mas resistente a la
neutralizacién por anticuerpos policlonales derivados de pacientes vacunados con las vacunas
de Pfizer (~6,5 veces) o de Moderna (~8,6 veces) [22]. Por su parte, Wu y colaboradores también
encontraron una disminucién significativa en la neutralizacion de la variante 501Y.V2 por los
sueros de individuos o primates no humanos que fueron vacunados con ARNm-1273 (Moderna);
sin embargo, los autores destacan que, a pesar de las disminuciones observadas, la media
geométrica de los titulos de neutralizacién en sueros de vacunados contra la variante
sudafricana se mantuvo en ~1/300, valor que consideran aun aceptable [23]. En otro estudio
que evalla las respuestas de anticuerpos y células B de memoria en una cohorte de 20
voluntarios que recibieron las vacunas de Moderna (mRNA-1273) o Pfizer (BNT162b2)
detectaron que la actividad frente a las variantes de SARS-CoV-2 que poseen las mutaciones
E484K o N501Y o la combinacion K417N: E484K: N501Y se redujo en un margen pequefio pero
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significativo [27]. Estos datos, aunque orientativos, reflejan una disminucion mas acentuada de
la eficacia de las vacunas y terapias basadas en anticuerpos frente a esta variante.

Los datos mds preocupantes se derivan de los resultados de los ensayos clinicos de eficacia que
han dado a conocer en comunicado de prensa las compafiias Novavax y Janssen en la region
donde predomina esta variante sudafricana. La empresa de biotecnologia Novavax publico
datos que mostraban que su vacuna contra el COVID-19, denominada NVX-CoV2373 y que
incluye la proteina S de la cepa original, ha demostrado una eficacia del 85,6% frente a la
variante britanica (95,6% frente a la cepa original) en el ensayo de fase 3 que involucré a 15.000
participantes de entre 18 y 84 afios en Reino Unido. Sin embargo, en el estudio fase 2b
desarrollado en Sudafrica, en el que participaron mas de 4.400 pacientes la eficacia en la
poblacion general fue del 49,4% frente a la variante 501Y.V2, valores que ascienden a 60 % de
eficacia para la prevencidn de la enfermedad COVID-19 leve, moderada y grave eliminando los
pacientes VIH+ del computo general [31]. Este comunicado representa la primera evidencia
objetiva que demuestra una disminucidn significativa en la eficacia de una vacuna influenciada
por la dominancia de una variante viral como la 501Y.V2. Esta disminucion se observa también
con otras vacunas; asi, Sudafrica ha anunciado el dia 7 de febrero de 2021 que deja de usar la
vacuna de AstraZeneca por su baja eficacia. En el manuscrito no revisado del repositorio publico
MedRxiv [32] en el que se basa esta decisién se describe que 39 de 41 casos de fallo vacunal
estaban infectados por esta variante y la eficacia contra variante era del 10% en un ensayo
inicial.

Por su parte, la vacuna de Janssen ha demostrado una eficacia del 72 % en una sola dosis en el
ensayo ENSEMBLE en Estados Unidos para prevenir el COVID-19 de moderado a grave a 28 dias
después de la vacunacidn. Sin embargo, estos valores se redujeron al 66% en América Latina y
al 57% en Sudafrica.

c. Variante brasilefia (P.1)

La tercera variante de SARS-CoV-2 que suscita preocupacion es la P.1 (B.1.1.28.1) conocida
como variante Brasilefa. Fue detectada por el Instituto Nacional de Enfermedades Infecciosas
de Japdn el 6 de enero de 2021 y se aislé de cuatro viajeros que llegaron a Tokio desde
Amazonas, Brasil, el 2 de enero de 2021 en el control del aeropuerto. Posteriormente fue
identificada en Brasil, donde mantiene una expansién creciente desde el mes de enero. De
hecho, en Manaos, la ciudad mas grande de la regidn amazdnica, entre los meses de marzo y
noviembre la variante P.1 no se detectaba, pasando a tener una representacion en el 42 % de
los casos tipificados en diciembre y en el 85,4% de los casos tipificados en enero [33]. Teniendo
en cuenta que en esta ciudad alcanzé un 76% de seroprevalencia durante la ola de verano [34],
resulta inesperado y preocupante el aumento abrupto del nimero de ingresos hospitalarios por
COVID-19 en enero de 2021, 6 veces superior al que tuvo lugar en el mismo intervalo de tiempo
en el mes de diciembre [35]. Aun no hay datos disponibles para confirmar si esta variante se
asocia, como parece posible, a reinfecciones [36].

Esta nueva variante pertenece al linaje B.1.1.28 y presenta 17 mutaciones no sinénimas: [L18F,
T20N, P26S, D138Y, R190S, K417T, E484K, N501Y, D614G, H655Y, T10271, V1176F] en la proteina
S, [S1188L,K1795Q, E5665D] en ORFlab, [E92K] en ORF8 y [P80K] en la proteina N; una delecidn:
[SGF 3675-3677] en ORFlab y 4 mutaciones sinédnimas. P.1 es la variante viral de SARS-CoV-2
que mds mutaciones acumula en la proteina S (12 mutaciones), alguna de ellas compartidas
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con la cepa britanica y sudafricana [N501Y] y otras compartidas solo con la cepa sudafricana
[L18F, K417T, E484K, D614G], las que como hemos descrito con anterioridad tienen importantes
implicaciones en la transmisibilidad, tasas de reinfeccién y evasion de la inmunidad mediada por
anticuerpos. De hecho se han comunicado casos de reinfeccion asociados a esta variante[37].

A fecha 3 de febrero de 2021, 10 paises han comunicado y depositado secuencias de virus
pertenecientes a esta estirpe en GISAID [18] (Figura 6).

)mapbox (i ]
Figura 6: Mapa de distribucidn global de la variante P.1 (B.1.1.28.1) (Fuente: GISAID (Global
Initiative on Sharing Avian Influenza Data)).

Aun queda mucho camino por recorrer en la investigacidn de esta y otras variantes que circulan
en Brasil, aunque es previsible, por el nimero de mutaciones que acumula en la proteina S,
que sea igual de resistente o0 mas que la variante sudafricana a la accidn neutralizante de los
anticuerpos generados, bien sea por inmunidad natural, por vacunacion o al ser administrados
como terapia.

Una de las mutaciones mds preocupantes desde el punto de vista de evasion de la respuesta
inmune que comparten la variante brasilefia P.1 (B.1.1.28.1) y la variante sudafricana 501Y.V2
(B.1.351) es la E484K. Recientemente un estudio, aun sin revisar por pares, evalué el efecto de
sueros de pacientes convalecientes o vacunados en funciéon de su nimero de anticuerpos IgG
frente a la proteina S sobre la neutralizacién del virus SARS-CoV-2 al que introdujeron la
mutacion E484K en el dominio RBD. La eficacia de la neutralizacion del suero se redujo en todos
los casos (muestras de vacunacién: 3,4 veces; IgG baja: 2,4 veces; IgG moderada: 4,2 veces e IgG
alta: 2,6 veces). Para algunos de los sueros de donantes convalecientes con IgG baja o moderada,
la caida en la eficiencia de neutralizacidn resulté en valores ID50 similar a los de las muestras de
control negativo, con baja o incluso ausencia de neutralizacién. Sin embargo, los sueros
humanos con altos niveles aln pudieron neutralizar el virus con la mutacidn, indicando que es
importante inducir a través de la vacunacion los niveles mds altos posibles de anticuerpos
especificos para asi mejorar la proteccion contra las variantes emergentes del SARS-CoV-2 [38].
Aungue este estudio no usa un virus que contenga toda la bateria de mutaciones en la proteina
S que acompanan a la mutacion E484K en las diferentes variantes de SARS-CoV-2 para dar un
estimado mas realista de este efecto, deja claro que es necesario optimizar los sistemas de
vacunacion para poder aumentar la posibilidad de contrarrestar la expansion de las nuevas
variantes. Esto se traduce en la necesidad de cumplir las pautas de vacunaciéon de dosis
establecidas y aprobadas para las diferentes formulaciones licenciadas, y a un mediano-largo
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plazo, establecer protocolos combinados o “prime/boost” que involucren dos vacunas
diferentes que garanticen la éptima estimulacién de la respuesta inmune tanto humoral como
celular [39].

Cientificos de Brasil informaron el 14 de enero que CoronaVac, la vacuna contra el coronavirus
de la farmacéutica china Sinovac, que tiene como principio el uso de virus inactivado, tiene una
efectividad del 50,4%, segun los uUltimos resultados del ensayo clinico realizado en Brasil y que
se contradice con el 78% anunciado semanas atras. Los datos se obtuvieron con pruebas
realizadas a 12.508 voluntarios en el pais, todos ellos profesionales de la salud en contacto
directo con el coronavirus [40]. Quedaria por determinar si la eficacia de esta vacuna se
mantiene en estos niveles (que rozan el umbral de aprobacidn) frente a las nuevas variantes que
han comenzado a expandirse de forma dramatica en el pais en el Ultimo mes.

La Tabla 1 recoge un resumen de las principales caracteristicas de las tres variantes descritas en
las secciones precedentes.

Tabla 1: Principales caracteristicas de las variantes virales emergentes de SARS-CoV-2

SARS-CoV-2 (Wuhan)
v \2 N

Septiembre de 2020 8 de Octubre de 2020 2 de enero de 2021
Lugar de deteccion Reino Unido Sudafrica Japén/Brasil

# Mutaciones en proteina S 8 mutaciones: N501Y, A570D, P681H, 9 mutaciones: L18F, D80A, D215G, R246l, 12 mutaciones: L18F, T20N, P26S, D138Y,
T716l, S982A, D1118H K417N, E484K, N501Y, D614G, A701V R190S, K417T, E484K, N501Y, D614G, H655Y,
2 deleciones: H69-V70del, Y144 1 delecién: LAL 242-244 del T10271, V1176F

80 a1 10
sl sl sl

Riesgo potencial -Mayor transmisibilidad -Mayor transmisibilidad -Mayor transmisibilidad
-Mayor gravedad de la enfermedad -Mayor tasa de reinfeccion -Mayor tasa de reinfeccion
-Reduccién modesta en la efectividad de -Reduccién significativa en la efectividad -Reduccién significativa en la efectividad de
neutralizacién de sueros inmunes de de neutralizacién de sueros inmunes de neutralizacién de sueros inmunes de
pacientes convalecientes y vacunados pacientes convalecientes y vacunados pacientes convalecientes y vacunados

d. Otras variantes en expansion

En Estados Unidos, el pais mas afectado por la pandemia y con mayor incidencia de casos a
nivel global, se ha comunicado en los ultimos meses la presencia de todas las variantes
anteriores; sin embargo, preocupa la expansion de la variante L452R detectada por primera vez
en Dinamarca en marzo de 2020 y luego identificada en los EE.UU. El Departamento de Salud
Publica de California, en coordinacion con el condado de Santa Clara y la Universidad de
California, anuncio el 17 de enero de 2021 que la variante del SARS-CoV-2 L452R estaba siendo
detectada con mayor frecuencia en varios condados del estado de California. La proporcidn de
casos de COVID-19 asociados con esta variante aumento del 3,8% en noviembre al 25% desde
finales de diciembre hasta principios de enero. Sin embargo, se han secuenciado relativamente
pocas muestras y la secuenciacién no se realiza de manera uniforme en todo el estado, lo que
dificulta hacer una estimacion mas precisa de la expansién de esta variante [41].
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El 26 de enero de 2021, el conjunto de datos del COG-UK (secuencias totales 214,159) desvelo
la mutacidon E484K en 11 secuencias B1.1.7. a la que han bautizado como variante Kent. El
comité médico de los hospitales de Paris, advirtid que la variante Kent representa ahora hasta
el 20% de las infecciones en la regién de Paris, advirtiendo que las medidas actuales no son
suficientes para frenar la propagacién del virus del Reino Unido a Francia u otros paises de
Europa. La combinaciéon de E484K con las mutaciones restantes que acumula la variante
britdnica empeora las predicciones de eficacia que se han realizado tanto con sueros de
pacientes convalecientes como con suero de pacientes vacunados, probablemente llegando a
igualar los resultados obtenidos frente a la variante sudafricana. Esto ha acelerado la decision
de muchas de las empresas que producen las vacunas actuales a plantearse la posibilidad de
ajustar sus disefios para cubrir las variantes virales en circulacion. Sin embargo, otras
estrategias que incluyan diseiios multivalentes o que se focalicen en regiones conservadas de
diferentes proteinas virales pudieran ser de gran relevancia desde el punto de vista profilactico
para contrarrestar las variantes de escape que se estan generado tanto por la presién inmune
como por las altas incidencias de infeccidon que se producen a nivel global. Desde el punto de
vista terapéutico, el uso de una combinacién de anticuerpos dirigidos a diferentes regiones del
virus o la exploracién de la estrategia llamada “mutagénesis letal” (conseguir que el virus mute
tanto que, al final, muera) pudieran ser alternativas que frenen la diversificacion viral y el
incremento en las tasas de mutacién que estamos observando en la actualidad.

5. Inmunidad T frente a coronavirus en relacidn con estrategias de vacunacion

Se ha observado que la inmunidad T frente a SARS-CoV-2 es relevante para el control de la
viremia. El virus provoca una linfopenia que afecta tanto a células B como a células T, CD4 y CD8.
Los estudios en individuos con sintomas moderados, severos y que han superado la infeccion
demuestran que existe todo un rango de respuestas T frente al virus. Durante la infeccidén aguda
las células T presentan un alto grado de respuesta citotdxica, mientras que los convalecientes
muestran una respuesta de tipo memoria. Cada vez es mas claro que la inmunidad celular
participa en la resolucion de la COVID-19. Un estudio reciente ha observado la aparicion de
mutaciones en epitopos virales que se presentan en el contexto de MHC-I a células CD8. Esto
puede representar una estrategia de evasion del virus frente al sistema inmune adaptativo. Las
mutaciones detectadas no son frecuentes aun en la poblacién, probablemente debido al
reducido tiempo transcurrido [42]. En pacientes que han superado la infeccién o fueron
asintomaticos con PCR positiva se ha observado que el nivel de células T CD4 y CD8 memoria-
especificas y polifuncionales detectadas permanecen desde aproximadamente un mes tras la
infeccidn hasta, al menos, 6 meses después. Las células T dejan de reconocer algunos epitopos
virales concretos, aunque su respuesta global sigue siendo robusta [43]. Esta misma conclusién
se extrae de un estudio reciente que analiza el reconocimiento por parte de linfocitos T CD4+ y
CD8+ de numerosos epitopos del SARS-CoV2 presentados por moléculas de histocompatibilidad
de clase Il y clase |, respectivamente. Lo mas destacable del estudio es que, frente a una
localizacién mas restringida de las regiones dominantes reconocidas por anticuerpos o por
linfocitos T CD4, los epitopos reconocidos por los linfocitos CD8 estdn mas dispersos y
distribuidos uniformemente en varias proteinas virales [44]. Los linfocitos T citotdxicos
reconocen un repertorio grande de epitopos de SARS-CoV-2 [45]. Sin embargo, una cuestion por
explorar es si las mutaciones en epitopos individuales afectan al control inmune del virus por
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parte de la inmunidad celular T. Esto es de especial importancia para las vacunas frente a
proteinas individuales de SARS-CoV-2, que pueden generar respuestas frente a un ndmero
limitado de epitopos. Es plausible que los linfocitos T sean mas refractarios que los anticuerpos
a las amenazas de las variantes virales, al reconocer cada individuo un minimo de 30-40 epitopos
diferentes [44].

6. ¢Son las variantes de SARS-CoV-2 mas resistentes a la accion de las vacunas y menos
sensibles a los tratamientos? ¢ Qué hacer?

Existen varias lineas de accidn para establecer el papel que juegan las mutaciones introducidas
en el genoma del SARS-CoV-2 sobre resistencia a la accion de las respuestas inmunes inducidas
por las vacunas actuales, mayoritariamente dirigidas frente a la proteina S. Con esta finalidad,
la comunidad cientifica, la OMS, y otras organizaciones han alertado de la necesidad de
establecer experimentalmente ensayos que permitan valorar las caracteristicas fenotipicas de
las distintas variantes ya identificadas (y las venideras) y en particular su capacidad para
escapar a la respuesta inmune desarrollada frente a una vacuna COVID-19. Las aproximaciones
mas relevantes a tener en cuenta son las siguientes: 1) valoracién en modelos animales
(ratones humanizados susceptibles al virus, hdmster, hurén y macacos) sobre la virulencia de
dichas variantes, determinando si su transmisidn, replicacidn, afectacién de drganos,
morbilidad y mortalidad es la misma que la de la cepa parental de Wuhan; 2) determinacién de
la capacidad de neutralizacidn de los sueros inmunes de sujetos vacunados con vacunas que ya
estan autorizadas en la Unidn Europea (como las vacunas basadas en ARNm (Pfizer, Moderna),
adenovirus (AstraZeneca) como las que estan en desarrollo ( Curevac, Janssen) y otras que
estan autorizadas en otras partes del mundo (Sinovac, Gamaleya); 3) determinar también en
qué grado la respuesta celular T es capaz de controlar la infeccion en aquellos casos en que la
respuesta inmune humoral inducida por la vacunacién no la controla; 4) seguimiento por los
responsables de la vigilancia epidemiolégica de cada pais de la aparicién de casos de COVID-19
producidos por una nueva variante en personal ya vacunado.

Aungue aun no hay datos firmes sobre el efecto protector de las vacunas actuales (ni de las
gue estan en desarrollo) frente a las variantes, ya se comenta en los medios de comunicacion
que varias compaiiias farmacéuticas estudian la produccién de vacunas introduciendo las
mutaciones observadas en las variantes con la finalidad de cubrir ese escape inmune e
incrementar la accion neutralizante de sus vacunas. La implicacién es que se dispondria en el
mercado de nuevas vacunas de las mismas empresas fabricantes, que podrian administrarse
bien a aquellas personas ya vacunadas como dosis recuerdo, o a las que aun no hayan recibido
la dosis vacunal. Estas nuevas vacunas modificadas en sus distintas plataformas supondrian
costes adicionales a los paises y podrian a su vez generar, debido a la presién selectiva del
sistema inmune, variantes mas resistentes y con mutaciones adicionales. Esperemos que esto
no ocurra, pero en cualquier caso hay que seguir vigilantes sobre la evolucion del SARS-CoV-
2,

Ante esta inquietud creciente, la Agencia Europea de Medicamentos ha publicado en su pagina
web [46] un documento que pone de manifiesto el problema e indica que en un breve plazo se
publicard una guia de los requisitos a tener en cuenta para fabricar vacunas frente a las nuevas
variantes.
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Ademas del peligro de evasidn de la vacuna, las nuevas mutaciones pueden conferir al virus
resistencia a tratamientos antivirales. Un ejemplo es el de Remdesivir, un antiviral desarrollado
contra el virus del Ebola, con actividad demostrada in vitro contra SARS-CoV-2 [47] y que se
esta usando de forma experimental en tratamiento a pacientes. Estudios recientes han
vinculado algunas variantes en la RNA-dependent RNA-polymerase (correspondientes a los
residuos F480; V557; F480+V553; F480+V557) con susceptibilidad reducida al Remdesivir
(entre 2.4- y 6 veces menos) [48]. Recientemente se han comunicado casos de variantes
emergentes (D484Y en la RNA-dependent RNA-polymerase) que confieren resistencia al
tratamiento con Remdesivir en pacientes [49].

Es deseable que estos escenarios no ocurran, pero de hecho la emergencia de variantes que
potencialmente pueden afectar a los sitios de unidn a los farmacos antivirales y generar
resistencias a tratamientos o escapes a las vacunas es continua [50] y refuerza la importancia
de una vigilancia constante de la evolucion del SARS-CoV-2 [51].

7. Seguimiento en la poblacion por secuenciacidon gendmica

Para poder detectar la aparicidén de nuevas variantes o la introduccidn de variantes diferentes a
las que estan en circulacion en un pais o regién determinada, es imprescindible la ampliacion en
todo el mundo de las labores de secuenciacién genédmica e intercambio de datos, junto con
una mayor colaboracién cientifica que permita dar respuesta a incognitas fundamentales, ya
que la secuenciacion de genomas completos es la Unica forma cientifica y practica de garantizar
la deteccion de nuevas variantes. Hasta ahora se han compartido publicamente 481.489
secuencias, lo que es una cifra asombrosa; sin embargo, la mayoria de ellas provienen de unos
pocos paises. La mejora de la cobertura geografica de la secuenciacién es esencial para que el
mundo capte adecuadamente los cambios en el virus y establezca medidas alternativas. El
aumento de la capacidad de secuenciacidn es un area de investigacion prioritaria para la OMS.
Para poder alcanzar este objetivo, se han establecido una serie de recomendaciones dentro de
las que destaca la necesidad de disponer o de implementar una red de laboratorios con
capacidad de secuenciacidn, integrados dentro del sistema de vigilancia epidemioldgica que
permitan generar informacién Util para la toma de decisiones de medidas de salud publica y
asegurarse de que haya recursos disponibles para administrar un numero creciente de
solicitudes de deteccidn y caracterizacion de muestras de COVID-19.

El Reino Unido ha desarrollado el esfuerzo de secuenciacion mas amplio y consistente con mas
de 200.000 genomas secuenciados y analizados (233,139 a fecha de 11 de enero de 2021). Es,
por tanto, interesante analizar su funcionamiento y extraer algunas conclusiones para futuras
implementaciones en nuestro pais.

En UK la responsabilidad del rastreo de variantes esta dividida entre las cuatro naciones.
“Public Health England”, como organismo de salud publica, es responsable del plan de pruebas,
rastreo y aislamiento en Inglaterra. Como los otros cuatro sistemas de salud, dispone de una
base de datos para los resultados de las pruebas y el rastreo de contactos, a la que tienen acceso
los equipos locales de proteccion de la salud. Una seleccidn (en parte aleatoria, en parte de
disefo) de muestras analizadas positivas se envia a “COG Genomics” [52], el consorcio de
gendmica del Reino Unido, con integrantes tanto locales como nacionales. El integrante
individual mds grande esta en el Wellcome Sanger Institute, que secuencia entre el 60-70% de
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las muestras, pero también hay una capacidad de secuenciacion distribuida, a menudo asociada
con los hospitales académicos. Todas las muestras secuenciadas deben depositarse en la base
de datos central de COG Genomics en CLIMB [53]. Las muestras se envian con metadatos de
nivel medio y un identificador de seguimiento anénimo. COG Genomics esta facultado para
realizar andlisis directamente (sistema de nube CLIMB) y enviarlos a la base de datos abierta
ENA y a GISAID con el conjunto de metadatos publicos acordados (un subconjunto de los
metadatos que pueden mantenerse en CLIMB). Tanto los datos de fenotipos (en particular las
pruebas), como los datos de COG Genomics, se importan al Joint Biosecurity Center [54] que
proporciona un resultado considerado "versidn Unica de la verdad" (por ejemplo, "Nowcast" de
la prevalencia existente). En este entorno, el identificador de seguimiento anénimo de la parte
gendmica de COG puede combinarse con el componente fenotipico y de localizacidn para tener
un grafico de contactos y variantes de modo sistematico. Adicionalmente, la informacion
también se entrega a los equipos de epidemiologia (SPI-M, parte de SAGE) que realizan tareas
especificas de analisis que complementan el flujo principal sistematico de obtenciéon de modelos
semanales de rutina ejecutados por JBC.

Aunque el sistema estd en pleno funcionamiento, no es perfecto y esta evolucionando,
incluyendo cambios de actores y responsabilidades para adaptarse a las nuevas situaciones. Las
recomendaciones derivadas de esta experiencia incluyen:

— Es importante lograr el mayor nivel posible de agregacién de datos, en el caso de UK, los
cuatro sistemas de salud.

— ElI manejo de las placas de muestras que pasan de los centros de recogida a los de
secuenciaciéon donde son reorganizadas representa un punto critico y un enorme esfuerzo
logistico.

—  El"flujo" de gendmicay el "flujo" de prueba se mantienen separados debido a sus diferentes
tiempos y flujos de procesamiento, pero tienen identificadores andénimos clave para
permitir analizarlos conjuntamente.

— Los datos de gendmica y su interpretacion epidemiolégica tienen un objetivo claro en la
divulgacion en publicaciones cientificas en tiempos mas largos a los que son requeridos para
la deteccidn y seguimiento de variantes en el sistema de salud. Ambas realidades son
compatibles, pero no deben confundirse, ni oponerse.

— Es fundamental disponer de entornos de nube seguros para el analisis de datos. JBC opera
un esquema de nube segura (también conocido como un entorno de investigacidén confiable)
donde los investigadores acreditados disponen de todos los datos para el analisis.

— La puesta en marcha de un servicio de datos profesional (JBC) que soporta el flujo de datos
de rutina es un componente esencial del sistema (JBC desarrolla funciones que son tipicas
de las bases de datos bioinformaticas — por ejemplo, el analisis de los sesgos de metadatos,
gestién de fuentes de datos de baja calidad e imperfectos, gestion de datos duplicados
caracteristicos de los datos gendmicos)

En Espafia, el Ministerio de Sanidad ha publicado un nuevo protocolo para potenciar la
secuenciacion del genoma del coronavirus. Lo ha hecho a instancia de la Comisién Europea que
ha indicado a todos los paises miembros que deben secuenciar al menos el 2% de sus muestras
positivas, esperando que con la reduccién del nimero de casos este numero sea equivalente al
5% de casos y pueda aumentarse hasta el 10% como objetivo preferible. Ademas, propone
coordinar las distintas iniciativas de secuenciacion, con el objetivo de establecer sistemas
homologables de recogida de muestras, secuenciacion y andlisis [1-3]. Es de esperar que estas
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iniciativas lleguen a representar un cambio tanto cualitativo como cuantitativo en el
seguimiento de las nuevas variantes, ademas de servir para establecer las bases para futuras
iniciativas de epidemiologia viral basadas en secuenciacion. El proyecto completo de recogida
de muestras, identificacion y anotacion de datos clinicos, secuenciacion, andlisis y distribucion
de resultados, requiere una considerable infraestructura distribuida y coordinada, que en el caso
del Reino Unido y Dinamarca ha sido posible gracias a la existencia de una red previa puesta a
punto para sus proyectos de medicina genédmica y la existencia de centros de secuenciacion
especializados. En particular, es relevante la aportacion de las técnicas de secuenciacion de
fragmentos largos, que reducen el tiempo de secuenciacién a unas pocas horas, siendo el paso
limitante la obtencidn inicial de amplicones por PCR mas que la propia secuenciacién.

En Espafia, los reactivos y el instrumental necesario para obtener un mapa completo del virus
pueden suponer un coste de unos 200 euros por muestra y un tiempo de analisis entre siete y
diez dias. El ejemplo de UK demuestra la importancia que tiene para el control de variantes el
acortar estos tiempos y como la organizacidn del proceso puede reducir tiempos y costes. Para
ello es necesario la coordinacién logistica entre los equipos en los hospitales y centros de
secuenciacion locales, con el soporte de centros de secuenciacién con grandes recursos, y en
todos ellos disponer ademds del personal técnico adecuado, puesto que el proceso de
secuenciacion e interpretacion de variantes sigue siendo laborioso y técnicamente complejo.

A nivel organizativo, el documento de “Integracion de la secuenciacién gendmica en la vigilancia
del SARS-CoV-2” plantea la necesidad de incluir, como parte esencial de la vigilancia de la
enfermedad COVID-19, los datos generados mediante secuenciacion gendmica de la circulacién
de variantes y su deteccién precoz en Espafia [55]. El mencionado documento ha sido aprobado
por la Ponencia de Alertas y por la Comisién de Salud Publica, y apuesta por la creacion de una
Red de Laboratorios de Secuenciacidn para cubrir las necesidades crecientes de secuenciacion.
El Centro Nacional de Microbiologia (Instituto de Salud Carlos I1I) (CNM-ISCIII), coordina la red
de laboratorios y declarara los casos al ECDC y OMS.

La coordinacion de esta red conlleva la integracién y optimizacidon de las capacidades de
secuenciacion disponibles en el pais, para lo cual el CNM-ISCIIl ha iniciado los contactos
correspondientes. La estandarizacion de procedimientos, la creacién de un repositorio comun
de secuencias con el objetivo de la vigilancia de las nuevas variantes del virus, y la integracion
de informacién gendmica y epidemioldgica, son otras de las principales funciones de la
coordinacion de esta red. Para ello es imprescindible la cooperaciéon multidisciplinar entre los
servicios de Salud Publica de las CCAA y los laboratorios.

En cuanto al esfuerzo de secuenciacidon, el CNM-ISCIIl estd escalando sus capacidades de
secuenciacion a la semana, actualmente en 200 secuencias, para poder alcanzar en breve las
700 secuencias semanales. Actualmente se ha depositado mas de 600 secuencias en GISAD, de
las que entre diciembre de 2020y febrero de 2021, el 50% correspondian a la variante B.1.177,
con alrededor del 55% de los casos estudiados y 30% pertenecian a la variante britanica VOC
202012/01 (linaje B.1.1.7) (porcentajes no representativos dado el marcado sesgo de seleccion
de las muestras, ya que muchos casos se han remitido a secuenciar por alta sospecha de la
variante britanica).

El proyecto SeqCOVID [56], un proyecto de investigacién financiado por el Instituto de Salud
Carlos Il y el CSIC, del que forman parte hospitales y laboratorios de todas las comunidades
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auténomas, aporta al GISAID el 86,3% de las secuencias procedentes de Espaiia. Desde el
comienzo del proyecto han compartido 6.230 secuencias, que representan el 1,3% del total de
secuencias aportadas a GISAID a nivel global y el 0,21% del total de casos confirmados en Espaiia.
El desarrollo de seqCOVID ha implicado la capacitacidn de los hospitales asociados al proyecto
para secuenciar y compartir los resultados en un repositorio comun, donde se puede
monitorizar el nivel de desarrollo de cada centro, de cara a su integracion en la red nacional de
vigilancia epidemioldgica.

Entre los proyectos a nivel regional cabe destacar el del sistema Andaluz de salud [57], que ha
llevado a cabo la secuenciacién de cerca de 1000 genomas virales ya depositados en la base de
datos ENAy en la Base Poblacional de Salud [58], vinculadas a los datos clinicos de los pacientes,
para posibles analisis secundarios en el futuro. Los genomas han sido seleccionados de forma
proporcional a la distribucién de poblacion en Andalucia y recogidas en los 16 hospitales
terciarios principales de la region [57]. Este proyecto ha generado un circuito clinico y una
infraestructura que ha constituido las bases para una Instruccion [59] mediante la cual se han
empezado a recoger desde principios de febrero unas 400 muestras semanales de coronavirus
para su secuenciacién, como parte del Sistema Integrado de Epidemiologia Gendmica de
Andalucia [60], comunicando sus resultados al Ministerio de Sanidad siguiendo el protocolo
mencionado anteriormente. Otros proyectos en Cataluia [61] y Galicia [62] contribuyen con
cifras mas pequefias al conjunto global de secuencias disponibles.

Finalmente, es importante resaltar que secuenciar sistematicamente es importante tanto para
progresar en el conocimiento cientifico de la generacién y progresion de las variantes, por
ejemplo, para conocer la relacidn con el incremento de la presion de seleccion en enfermos
grave o la posible recombinacién de variantes en los mismos, como, mas alla de las variantes
actuales de SARS-CoV-2, para establecer las relaciones con el resto del ecosistema viral y
establecer y detectar las epidemias en su origen.

8. Sistema de representacion y andlisis de la informacién

Tradicionalmente los virélogos han almacenado y organizado la informacion sobre genomas
virales en el sistema de GISAID [18], convirtiéndolo en el sistema mas comun para la
representacién y gestion de la informacién. El software de Nextstrain [63] permite la
representacién de la divergencia filogenética y distribucidn geografica, asi como la instanciacion
para proyectos concretos (por ejemplo, ver las implementaciones en el Instituto de Biomedicina
de Valencia IBV-CSIC [64] y Andalucia [65].

Sin embargo, GISAID, adolece de algunos problemas graves. Por una parte, es un sistema
cerrado del que no se puede extraer la informacidon depositada, por otra parte, admite
secuencias completas sin comprobar la calidad del ensamblaje del que derivan y no garantiza
que se hayan ensamblado con un procedimiento estandar. Ademads, GISAID no contiene la
informacién experimental original (datos en bruto de la secuenciacidn) lo que hace imposible
detectar variantes menores en la poblacion de virus secuenciadas.

Como alternativa a este sistema, el EMBL ha organizado entorno a la base de datos ENA [66] de
secuencias gendmicas del virus, el sistema completo para procesar datos de secuenciacidn de
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modo homogéneo, garantizar su calidad, anotar variantes menores, y hacer accesibles de forma
abierta las secuencias completas junto a los datos originales. Una iniciativa que tiene como
objetivo tanto la accesibilidad como la garantia de la calidad de la informacidn.

En este sentido, dos desarrollos son particularmente relevantes: ViralBeacon - el sistema de
deteccion de informacidn sobre la presencia de variantes en los genomas viricos asi como la
meta-informacion sobre el origen y caracteristicas de las muestras - desarrollado por el CRG [67]
y laimplementacion de un conjunto de flujo de trabajo computacionales - incluido el ensamblaje
de los genomas virales- en la plataforma de andlisis Galaxy [68], con una importante
contribucidn europea.

El portal europeo COVID-19, promovido por el EMBL y ELIXIR [69], facilita el acceso a toda esta
informacidén asi como a sistemas de analisis, de modo abierto y accesible, incluyendo mas de
270,000 genomas virales. Espafia como otros paises europeos dispone de su propia instancia del
portal europeo [70] para facilitar el acceso a las secuencias producidas en Espafia asi como la
informacién y datos de los otros proyectos financiados por el Instituto de la Salud Carlos Il
(ISCIII) en investigacidon sobre COVID-19 (fondos COVID, [71]), y desarrollos de modo similar a
los de otros paises Europeos (por ejemplo, Suecia [72]).

9. Interpretacidn de las variantes por métodos computacionales

Para poder progresar en la interpretacién de las consecuencias funcionales de las nuevas
variantes es importante disponer de las correspondientes estructuras tridimensionales de cada
nueva variante detectada. En este caso, principalmente de la proteina S de SARS-CoV-2. Dado
que ya existen varias estructuras de la proteina nativa en varias conformaciones [73,74], debe
resultar relativamente rdpido obtener estructuras de las distintas variantes por técnicas de
reemplazamiento molecular en el caso de la cristalografia o usando las obtenidas por
microscopia electrénica, aunque mantener el ritmo y producir sistematicamente estructuras
para cada nueva variante (combinacion de mutaciones) a medida que su nimero crezca, serd
un desafio.

Alternativamente, los métodos de biologia computacional para predecir las consecuencias de
las mutaciones en la estructura de la proteina S, i.e., simulaciones moleculares [75-77], métodos
basados en aprendizaje como FoldX [78], son adecuados para predecir pequeiios cambios
puntuales, pero tienen problemas con los cambios estructurales producidos por un conjunto de
variantes en una proteina. Por tanto, las nuevas variantes representan un problema complejo
para los métodos computacionales actuales que pueden servir de guia a experimentos
especificos, pero no son suficientes por si solos para dar respuestas definitivas.

Ademas, la prediccidn de la estructura de las variantes es solo la primera parte del problema,
que continda con la prediccion de la interaccidn de las nuevas estructuras con el receptor celular
(o los otros potenciales receptores — [79,80]) o los distintos anticuerpos. El problema de la
interaccidon entre proteinas es aun mas complejo que la prediccién de la estructura y los
métodos de docking actuales son insuficientes — alin mas cuando se trata de determinar
diferencias cuantitativas en la capacidad de unién, p. ej. kcal de energia de unidn [81].
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Ademas de la interaccidn de la proteina S, otras de las proteinas del virus juegan un papel crucial
en el mecanismo molecular de la infeccidn viral. Por ejemplo, mutaciones en la RNA-dependent-
RNA polymerase podrian reducir la fidelidad de la copia y hacer aparecer resistencias a
tratamientos antivirales, un mecanismo descrito ya en otros virus [82]. La publicacion del mapa
de interaccion de las proteinas del SARS_CoV-2 con las proteinas humanas [83] ha facilitado la
construccion del mapa de la enfermedad de la COVID-19 por un consorcio internacional [84]. La
disponibilidad de este mapa permite un abordaje terapéutico integral no solo basado en
antivirales que bloqueen la entrada del virus, sino que actuen a distintos niveles del mecanismo
de infeccién [85]. Pero también permite comprender en detalle, desde una perspectiva de
biologia de sistemas, las implicaciones que las mutaciones de otras proteinas virales pueden
tener sobre el proceso de infeccidon, asi como sus consecuencias patoldgicas en procesos graves
posteriores , como tormentas de citoquinas [86], coagulopatias [87], etc.

En definitiva, la prediccidn de las implicaciones de las variantes, y en concreto las predicciones
de las consecuencias de las mutaciones para las interacciones de la proteina S representan un
problema cientifico complejo que seguird requiriendo investigacion bdsica en biologia y
bioinformatica estructural.
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