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DISCURSO DE INGRESO
DEL
EXCMO. SR. D. LUIS ENJUANES SANCHEZ



Excelentisimo Sefior Presidente,
Excelentisimos Sefiores Académicos,
Sefioras y sefiores:

Introduccion

Tuve la suerte de estudiar el bachillerato en el Instituto Luis Vives de
Valencia con excelentes profesores, pero recuerdo con especial interés
al profesor Severino Gogh de Fisica y Quimica que me introdujo en
estas materias lo que condiciond mi posterior entrada en la Facultad de
Ciencias de Valencia donde me gradué en Ciencias Quimicas (1968).
En esta facultad también tuve excelentes profesores. Comparti el tiem-
po entre el estudio en la facultad y el trabajo necesario. Al terminar la
licenciatura me interesé por las ciencias de la vida, y reparti mi tiempo
entre el trabajo de investigacion en la Catedra de Quimica Organica y
otro, mejor remunerado, en la Facultad de Medicina de Valencia. De
alli, con el fin de ampliar mis conocimientos en Virologia, me trasla-
dé a Madrid para trabajar por primera vez con virus humanos, en el
Instituto Nacional de Oncologia de Madrid, asociado al Consejo Supe-
rior de Investigaciones Cientificas (CSIC), y dirigido por el Prof. Isi-
dro Valladares. En este centro adquiri una formacion en Virologia, que
luego me facilitd la entrada en el Centro de Investigaciones Biologicas
(CIB-CSIC), en el excelente laboratorio de Genética Molecular dirigido
por los Profs. Eladio Vifiuela y Margarita Salas, que desarrollaron un
laboratorio pionero en Espaifia. Este hecho represent6 un privilegio que
ha condicionado mi carrera cientifica. Realicé mi Tesis Doctoral bajo la
direccion del Prof. Vifiuela, sobre el virus de la Peste Porcina Africana
de alto interés cientifico y econémico. Fueron tiempos intensamente
dedicados a la investigacion, en los que colaboré con gran entusiasmo
con el Prof. Vifiuela en la creacion de esta linea de trabajo. Defendi mi
tesis doctoral en la Facultad de Ciencias de la Universidad Complutense
de Madrid en el afio 1975, y posteriormente me trasladé a los Institutos
Nacionales de Salud de EE. UU., en Bethesda, con el Prof. Albert L.
Notkins para trabajar en la respuesta inmune innata (interferén, IFN) v,
posteriormente, en el “Frederic Cancer Research Center”, con el Prof.
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James Thly, sobre los mecanismos de induccion de leucemia por el re-
trovirus de Moloney (1976-1980).

En el afo 1979 obtuve la plaza de Investigador Titular en el CIB y
un afio después regresé al laboratorio del Prof. Vifiuela, en el Centro
de Biologia Molecular (CBM-CSIC) (1 abril de 1980). Tres afios mas
tarde estableci mi primer laboratorio como investigador independiente
iniciando mi investigacion sobre los coronavirus, que han centrado mi
trabajo cientifico hasta la actualidad. Accedi a Investigador cientifico
Asociado (1986-1989) y unos afios después a Profesor de Investiga-
cion del CSIC (1993-presente). Durante todos estos afos fue para mi
un privilegio trabajar en el Centro de Biologia Molecular Severo Ochoa
y quisiera dar las gracias a toda las ensefianzas y ayudas recibidas del
Prof. Eladio Vifiuela, y también del Prof. Esteban Domingo, que me
apoy06 en todo momento.

Doy las gracias a mis colaboradores principales en el laboratorio, las
Dras. Isabel Sola y Sonia Zuiiga, que me han ayudado en la direccion
del Laboratorio de Coronavirus del CNB, y al Dr. Juan Antonio Garcia
una fuente interminable de conocimiento.

Asi mismo, agradezco todo su trabajo cientifico a los doctorandos y
colaboradores que han trabajado con gran dedicacion en el desarrollo
de los proyectos del laboratorio:

Angel Lopez Carrascosa, 1985; Merche Pérez Melgosa, 1984; Joan

Fibla Palazon, 1990; Ignacio Casal Alvarez, 1984; Blanca Garcia-Ba-

rreno, 1985; Antonio Sanz Fernandez, 1990; Gustavo Jiménez Wie-

ner, 1991; Maria J. Bullido, 1988; Isabel Correa, 1988; Carles Sufié,

1992; Fatima Gebauer, 1986 Cristian Smerdou Picazo, 1993; Inés

M. Antén, 1994; Ana Méndez Alvarez, 1995; Maria L. Ballesteros,

1996; Joaquin Castilla Castrillon, 1996; Carlos Sanchez Sanchez,

1997; Isabel Sola Gurpegui, 1997; Ander Izeta Permisan, 2000; José

Manuel Gonzalez, 2000; José Manuel Sanchez Morgado, 2001; Sara

Alonso Villanueva, 2001; David Escors Murugarren, 2001; Cristina

Riquelme Gabriel, 2005; Carmen Galan Avella, 2008; M. Carmen

Capiscol Pérez de Tudela, 2008; Juan E. Ceriani, 2008; José Luis

Moreno, 2008; Marta L. DeDiego, 2008; Aitor Nogales Gonzélez,

2012; Jazmina Gonzalez Cruz, 2011; José Luis Nieto Torres, 2014;

Pedro Antonio Mateos Gémez, 2012; Silvia Marquez Jurado, 2015;

José Manuel Jiménez Guardeno, 2015; Martina Bécares Palacios,
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2015; Jose Angel Regla Nava, 2015; Maria Lucia Morales Rodri-
guez, 2017; Carlos Castafio Rodriguez, 2018; Alejandro Pascual
Iglesias, 2020; Javier Cantén Bailon, 2020; Javier Gutiérrez Alva-
rez, 2020; Jos¢ Manuel Honrubia Belenguer, 2022; Li Wang, 2022;
Ricardo Requena Platek, 2020; Jesus Hurtado Tamayo, 2020; Maria
Guzman Colomina, 2022; Marta Villarejo Torres, 2022; Maria Ali-
cia Rueda Huélamo, 2023; Ana Marchena Pasero, 2023, y Marga
Gonzalez.

Mas que una mirada al pasado, centraré la mayor parte del espacio
de esta memoria en el trabajo de la ultima etapa cientifica dedicada a
los coronavirus.

Diseminacion de los virus

Los virus se encuentran donde hay vida, dado que para su replicacion
dependen de las células. La cantidad de virus en las aguas puede oscilar
entre 5.000 y 250 millones de particulas por mililitro, tal como sucede
en ciertos lagos alemanes (Hamilton, 2006). Los virus son los mayores
generadores de diversidad mediante el intercambio de material genético
con células del hospedador, que les ayudan a su multiplicacion, lo que
lo hace muy relevantes en su evolucion y en la de las células que infec-
tan. Los virus se reinventan a si mismos constantemente, adaptandose
al medio en el que se replican, cambiando de especie, y causando am-
plias epidemias y pandemias, como la que tiene lugar en este momento
con el SARS-CoV-2 (Wu et al., 2020) y otras del pasado. Basta con
recordar la pandemia de la gripe de 1918 que causé mas de 20 millones
de muertos (Petersen et al., 2020). El Prof. Brian Mahy, cuando era
director de la Division de Virologia del Centro para el Control de En-
fermedades Infecciosas (CDC, Atlanta, EE. UU.), con amplia informa-
cion para conocer las epidemias que nos invaden, en una de sus visitas
a nuestro laboratorio en Madrid, comunic6 al periddico E/ Pais, a las
puertas del afio 2000, que cada afio emergen de uno a tres nuevos virus
que infectan a las personas aunque, afortunadamente, no todos ellos son
mortales. Reforzando esta idea, lan Lipkin del Instituto Rockefeller de
Nueva York publicé hace unos afos que, segin sus predicciones, debe-
rian de existir unos 300.000 virus no identificados todavia (Anthony et
al., 2013), lo que sugiere fuertemente que nos hemos de preparar para
un futuro lleno de epidemias virales.
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Los coronavirus (CoV) afectan de forma muy importante a las per-
sonas y también a los animales domésticos y silvestres. Los animales
mas importantes en la cadena alimentaria de las personas, como el ga-
nado porcino, bovino, ovino y aviar sufren importantes infecciones por
CoVs, que les causan la muerte o graves patologias. Esto es lo que su-
cede a los lechones recién nacidos que se infectan por el virus de la gas-
troenteritis porcina transmisible (TGEV, por sus siglas en inglés) dando
lugar frecuentemente a su eliminacion. En las aves, los CoVs causan la
bronquitis infecciosa (IBV), con amplias consecuencias economicas y
sociales. Las pérdidas econdmicas debidas a las epidemias virales, osci-
lan entre el 1,5y 5,5 % del producto interior bruto (PIB) de los distintos
paises, siendo el efecto mucho mas grave en los mas pobres que en los
ricos (Harlem Brundtland and As Sy, 2020).

Se ha acumulado amplia informacion sobre la influencia del cam-
bio climatico en la emergencia de los virus. Estos, se pueden trans-
mitir por mosquitos, como es el caso del virus del Nilo Occidental
(WNV) y del Zika, o por el aire y entre personas, como los CoVs, que
se pueden transmitir directamente entre personas, o entre roedores y
personas, como los hantavirus. El cambio climatico afecta a la disemi-
nacion de los vectores como las garrapatas, los mosquitos y las aves,
que los trasladan a largas distancias durante los procesos migratorios.
Hay otros factores que tienen una relevancia elevada en esta forma
de transmision y que favorecen el impacto del cambio climatico en la
diseminacion de los virus: la temperatura y la humedad. Otros facto-
res también favorecen esta diseminacion. Este es el caso del uso de la
tierra por el hombre, el control de las plagas, la interaccion del virus
con el hospedador, el estado inmunitario de este, la evolucion genética
del virus, particularmente elevada en los virus con un genoma RNA,
el comercio de mercancias que frecuentemente trasladan a estos vec-
tores, y los viajes de las personas, que hoy en dia parecen no tener
limites geograficos. Se han validado modelos que establecen eviden-
cias directas sobre el efecto del cambio climatico en la emergencia de
los virus. Uno de ellos se ha basado en la diseminacién del virus de
la lengua azul (BTYV, del acronimo inglés blue tong virus) que afecta
a todo tipo de animales ungulados, como las ovejas, ganado vacuno,
llamas, alces y otros. Esta enfermedad es causada por un virus que
ha hecho incursiones esporadicas en el sur de Europa. Sin embargo,
desde 1998, el virus BTV se ha diseminado por 12 paises, situados a
800 km al norte de Europa. Esta diseminacion esta asociada al cambio
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climatico en Europa, que ha permitido la persistencia del virus duran-
te el invierno y la expansion hacia el norte del mosquito Culicoides
imicola, el principal vector del virus (Purse et al., 2005). La distribu-
cion del mosquito C. imicola en el mundo se extiende a lo largo de una
franja comprendida entre el paralelo 35° Sur y el 40° Norte, una zona
que coincide con la presencia del BTV, lo que refuerza el concepto de
que esta diseminacion depende de la presencia del citado mosquito.
Otra observacion significativa que refuerza la relevancia del cambio
climatico en el desplazamiento del virus BTV desde el norte de Africa
y el Oriente Medio hacia Europa es que al menos 5 serotipos del BTV,
denominados 1, 2, 4, 9 y 16, se desplazaron simultdneamente desde el
Sur al Norte de Europa, lo que implica que su desplazamiento no se
debia una mutacion especifica incorporada en uno de estos virus, sino
a una causa comun a todos ellos, que se extendia por una amplia zona
entre Africa y el Oriente Medio.

La transmision del BTV esta modulada por la temperatura porque
la replicacion de este virus se inhibe por debajo de 8-10 °C y es dptima
a 18-29 °C, debido a que la actividad de la RNA-polimerasa viral tie-
ne una actividad optima a las mismas temperaturas. La humedad es la
segunda variable mas importante que afecta a la transmision del BTV:
el transporte de los mosquitos por el viento (8 km/h) depende de la
humedad, ampliamente controlada por el cambio climatico. La evolu-
cion de la temperatura en Europa, particularmente desde el afio 1982
ha mostrado un incremento constante, y ha subido mas de medio grado
centigrado, lo que representa una subida muy elevada que afecta a la
distribucién de los mosquitos.

El virus del Nilo Occidental (WNV) reemergio en el afio 1999 en un
parque cerca de Nueva York (EE. UU.). El virus se transmite principal-
mente por aves, su hospedador natural junto a otros mamiferos, y por
62 especies de mosquitos. El virus se perpetua en un circulo, transmi-
tiéndose entre el mosquito Culex pipiens y un hospedador vertebrado,
los grajos o cuervos merenderos, unos pajaros corvidos de unos 45 cm
de longitud y plumaje negro violaceo, que duermen en colonias en las
copas de los arboles. Desde este circulo de mantenimiento, el virus se
transmite a las personas, a los caballos y, ocasionalmente, a otros ma-
miferos.



Clasificacion de los coronavirus

El reservorio natural de todos los CoVs humanos y animales son los
murci¢lagos que se encuentran volando en todos los continentes de la
Tierra (Fig. 1). Los CoVs son virus con envuelta y genoma RNA de
polaridad positiva y pertenecen a la familia Coronaviridae, que junto
con las familias Arteriviridae, Roniviridae y Mesoniviridae componen
el orden de los Nidovirales (Walker et al., 2021). Este orden compren-
de ocho subérdenes: Abnidovirineae, Arnidovirinae, Mesnidovirinae,
Ronidovirinae, Tornidovirinae, Cornidovirineae, Monidovirineae y
Nanidovirineae siendo este ultimo al que pertenecen los CoVs. La ca-
racteristica comun de los Nidovirales es la produccion de mRNAs sub-
gendmicos 5’ y 3’ coterminales o anidados, que da el nombre al orden
(Carstens, 2010; de Groot et al., 2012; Enjuanes et al., 2008).

Rivovira

Reino
Orden
Familia Coronaviridae

Subfamilia Orthocoronavirinae | Letovirinao |

- : | ) | |

[ I [ I |
Subgénero ‘ ] ir

Especie | MERS.CoV | un;m

Individuo SARS-CoV-2

Nidovirales

Figura 1. Taxonomia del orden Nidovirales. La figura muestra las familias,
subfamilias y géneros relacionados con los CoVs que forman el orden de los
Nidovirales.

La familia Coronaviridae alberga a las subfamilias Lefovirinae, Pi-
tovirinae y Orthocoronavirinae. Esta ultima se divide a su vez en los
géneros Alfacoronavirus, Betacoronavirus, Gammacoronavirus, Delta-
coronavirus, y segun algunos autores, Epsilor, que engloban mas de
20 especies que infectan vertebrados, entre ellos mamiferos y aves (de



Groot et al., 2012). El género Betacoronavirus incluye cinco subgéne-
ros: Embecovirus, Hibecovirus, Merbecovirus, Nobecovirus y Sarbe-
covirus (ICTV Taxonomy 2019, https://talk.ictvonline.org/taxonomy/p/
taxonomyhistory?taxnode.id=202001868). Los CoVs humanos (hCo-
Vs) causantes del sindrome respiratorio agudo y grave (SARS-CoV) y
del sindrome respiratorio de Oriente Medio (MERS-CoV) (Drosten et
al., 2003; Zaki et al., 2012) pertenecen a los subgéneros Sarbecovirus
y Merbecovirus, respectivamente. El ultimo CoV humano identificado
ha sido el coronavirus causante de otro sindrome respiratorio agudo y
grave, el SARS-CoV-2, que también pertenece al subgénero Sarbeco-
virus, y se clasifica dentro de la especie de virus relacionados con el
SARS-CoV (Gorbalenya et al., 2020a).

Durante los ultimos diez afios han emergido o reemergido en torno
a diez CoVs que infectan a los animales domésticos y al hombre. En
aquellos paises como China, donde existen muchas granjas abiertas al
exterior, la aparicion de los CoVs se ve facilitada por el contacto de
cualquier animal doméstico con los murciélagos, dando lugar a conta-
gios que se pueden amplificar en los mercados himedos que existen en
China, donde la venta de animales vivos es muy frecuente. Este es el
caso del mercado de Guandong, al Sureste de China, o de Huanan en la
parte Norte de la ciudad de Wuhan. Los CoVs se transmiten por contac-
to entre personas o por el aire y son virus que pueden infectar muchos
tejidos del cuerpo humano. En general son especificos de especie, pero
debido a la generacion de una cantidad enorme de mutantes, producen
variantes que adquieren la propiedad de cruzar la barrera de las espe-
cies, iniciando zoonosis que pueden terminar en una pandemia, como
ha sucedido con el SARS-CoV-2.

Los CoV humanos (hCoVs) se han asociado con infecciones respira-
torias leves. De hecho, de los siete CoVs humanos aislados, los primeros
cuatro: HCoV-229E, HCoV-OC43, HCoV-HKU1 y HCoV-NL63 son
responsables del 5-30% de los resfriados comunes, y son los causantes
de enfermedades pulmonares graves en recién nacidos, personas mayo-
res o individuos inmunodeprimidos (Garbino et al., 2006; Mclntosh et
al., 1969). Sin embargo, la relevancia de los hCoVs aument6 radical-
mente en el afio 2002 con la aparicion en China del SARS-CoV, que
provocd una pandemia con 8.422 enfermos diagnosticados en 32 paises
y que dejo un balance de 916 fallecidos, con un 10% de mortalidad
(Drosten et al., 2003; Rota et al., 2003). La epidemia del SARS-CoV
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fomento la busqueda del reservorio animal del virus. Se identificaron
CoVs muy similares al SARS-CoV en mapaches (Nyctereutes procyo-
noides), tejones chinos (Melogale moschata) y en civetas (Paguma lar-
vata) que se criaban en granjas y se comercializaban en mercados. En
2005 se detectaron virus similares al SARS-CoV en murciélagos, en
civetas y humanos (Lau et al., 2005; Li et al., 2005), pero hasta 2017 no
se han encontrado poblaciones de murciélagos con virus tan parecidos
al SARS-CoV que pudiesen ser considerados antecesores directos del
mismo (Hu et al., 2017). La elevada identidad de las secuencias de los
genomas de los CoV humanos y de las civetas, superior al 99,99%, de-
terminada en el afio 2002 durante la emergencia del SARS-CoV, indica-
ba que el virus habria pasado desde los murciélagos al hombre a través
de las civetas, o incluso directamente de los murci¢lagos al hombre
(Guan et al., 2003; Kan et al., 2005; Lau et al., 2005). El analisis ma-
sivo de virus presentes en murciélagos repartidos por varias zonas del
planeta permitié identificar muchos virus similares a los CoVs que cau-
saban otras patologias humanas o animales (Annan et al., 2013; Chu et
al., 2008; Drexler et al., 2010; Falcon et al., 2011; Graham et al., 2013;
Muller et al., 2007; Quan et al., 2010). Los murci¢lagos, con mas de
1100 especies distribuidas por todo el planeta, representan el reservorio
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Figura 2. Ecologia simplificada postulada para los coronavirus (S. Gorbalenya
modificado por L. Enjuanes) (Gorbalenya et al., 2020b)

— 14 —



natural de coronavirus que infectan las especies animales (Fig. 2). Los
murci¢lagos proporcionan el ambiente adecuado para que se den feno-
menos de recombinacion entre distintos CoVs, dando lugar a nuevos
virus potencialmente peligrosos, capaces de infectar a los humanos o a
otros animales. Se ha sugerido que algunos CoVs aislados de murciéla-
go pueden infectar directamente células de pulmoén humano y producir
enfermedad (Menachery et al., 2015). El acercamiento progresivo de
los asentamientos humanos al habitat de estos animales ha aumentado
las probabilidades de la transmision de enfermedades por salto entre
especies. E1l MERS-CoV pas6é de los murciélagos a los dromedarios
hace mas de 30 afios (de Wit et al., 2016), y circula desde entonces en
esta especie, desde donde pasé a humanos en 2012 en Arabia Saudita
(Annan et al., 2013) a través de dromedarios, que actuaban como el
vector intermedio (Azhar et al., 2014). En ellos, estos virus causan neu-
monias graves, acompafadas ocasionalmente de patologia renal (Assiri
etal., 2013). Por el momento, el MERS-CoV ha afectado a mas de 2600
personas, distribuidas en 27 paises principalmente de Oriente Medio,
causando la muerte de casi mil (WHO, 2022). Por esta razén se estima
una mortalidad entorno al 37% (febrero 2023), y el virus se continua
diseminando lentamente en la actualidad.

El altimo hCoV identificado ha sido el SARS-CoV-2 que causa la
enfermedad COVID-19. El SARS-CoV-2 se descubri6 en diciembre de
2019 y ha causado la pandemia mas importante del siglo XXI (Zhu et
al., 2020c). Desde que comenz¢ el brote se han infectado mas de 770
millones de casos en todo el mundo causando mas de 6,95 millones de
muertes, con una tasa de mortalidad de en torno al 2% (https://www.
who.int/publications/m/item/weekly-epidemiological-update-on-co-
vid-19-1-september-2023). El SARS-CoV-2 infecta a personas de todas
las edades (Chen et al., 2020; Wu and McGoogan, 2020) con una amplia
variedad de sintomas (Giacomelli et al., 2020; Guan et al., 2020; Huang
et al., 2020; Wu and McGoogan, 2020). El impacto de la pandemia
del SARS-CoV-2 ha sido abrumador en términos sociologicos, sanita-
rios y econdmicos en comparacion con las epidemias del MERS-CoV
y SARS-CoV. El SARS-CoV-2 comparte un 50% de identidad de se-
cuencia genomica con el MERS-CoV y un 80% con el SARS-CoV. Una
de las diferencias principales a nivel gendmico con el SARS-CoV es la
insercion de una secuencia de residuos basicos (RRAR) en la union del
sitio de escision S1 y S2 de la proteina de la espicula (S) (Coutard et
al., 2020; Wang et al., 2021). Esta insercion de residuos basicos puede
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estar implicada en el amplio tropismo celular del SARS-CoV-2 y su
alta transmisibilidad (Hoffmann et al., 2020). Si bien la transmision
del SARS-CoV tenia lugar principalmente una vez que aparecian los
primeros sintomas (Peiris et al., 2003a), el SARS-CoV-2 puede transmi-
tirse durante el periodo asintomatico debido a su capacidad de infectar
el tracto respiratorio superior con mayor eficacia, en comparacioén con
el SARS-CoV y MERS-CoV (de Wit et al., 2013; Gu and Korteweg,
2007; Li et al., 2020; Murphy, 2020; Zou et al., 2020). Los CoVs tie-
nen cierta facilidad para cruzar la barrera de especie y adaptarse a los
humanos, donde pueden ocasionar patologias moderadas, como suce-
de con el caso de los CoVs humanos HCoV-229E, el HCoV-OC43, el
HCoV-NL63 y el HCoV-HKU1, o muy graves como las causadas por el
SARS-CoV, MERS-CoV y SARS-CoV-2 (Graham et al., 2013; Prince
et al., 2021). Por ello, el estudio de los mecanismos de la patogenicidad
de estos virus, asi como el desarrollo de terapias efectivas para su pre-
vencion es una prioridad en salud publica.

Estructura genética de los coronavirus

Se han identificado nueve CoVs humanos de los cuales solamente se
han aislado siete (Fig. 3).

Las dos terceras partes del genoma de los CoVs codifican la re-
plicasa viral, constituida por las poliproteinas, ppla y pplab, de 500
y 800 kDa, respectivamente, que se traducen directamente a partir
del RNA gendmico y se procesan proteoliticamente para generar 16
proteinas no estructurales (nsps) implicadas en replicacion y trans-
cripcion (Gorbalenya et al., 1989; Ziebuhr, 2005). El resto del genoma
codifica las proteinas estructurales S, de la envuelta (E), membrana
(M) y nucleoproteina (N) y un conjunto de proteinas accesorias ca-
racteristicas de cada CoV. El SARS-CoV consta de ocho proteinas
accesorias: 3a, 3b, 6, 7a, 7b, 8a, 8b y 9b (Narayanan et al., 2008). El
MERS-CoV consta de cinco proteinas accesorias: 3, 4a, 4b, 5 y 8 (van
Boheemen et al., 2012) y el SARS-CoV-2 de seis: 3, 6, 7a, 7b, 8 y 9b
(Jungreis et al., 2020) (Fig. 4).

La estructura comparativa del genoma de los tres CoVs altamente
patogenos para las personas se resume en la Fig. 4.
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Figura 3. Estructura genética de los coronavirus y esquema de su estructura.
En la parte superior se muestra la estructura del genoma del SARS-CoV-2. En
la parte inferior izquierda se describe la estructura de este virus, indicando la
localizacién de algunas de sus proteinas, y en la parte de la derecha, se incluye
un listado de los siete CoVs humanos que infectan al hombre y se han aislado.
Los cuatro primeros virus (en negro) causan patologias muy leves como resfriados
comunes de invierno y se describieron entre los afios 1960 y 2015. Los otros
tres (en rojo) causan infecciones con patologias variadas, incluyendo la muerte
de las personas infectadas y se identificaron entre los afos 2002 y 2019.
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Figura 4. Estructura del genoma de los tres CoVs patdogenos para las perso-
nas. Los recuadros azul oscuro y azul claro indican las fases abiertas de lectura
(ORFs) 1a y 1b que codifican la replicasa del virus. Las dos ORFs en conjunto
dan lugar a una poliproteina que se procesa en 16 proteinas no estructurales
(nsps) que configuran el complejo de la replicasa. El resto de los recuadros in-
dican los genes que codifican las proteinas estructurales y accesorias de cada
uno de los virus.
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El genoma de los coronavirus consiste en una molécula RNA de po-
laridad positiva de en torno a 30 kb, que es el genoma de mayor tamafio
conocido para un virus RNA (de Groot et al., 2012; Enjuanes et al.,
2008). Estructuralmente, el genoma de los CoV incluye una estructura
en el extremo 5’ que incorpora una caperuza con 7-metilguanosina de-
nominada abreviadamente CAP (Page et al., 1990), estd poliadenilado
en su extremo 3" (Jacobs et al., 1986) y tiene regiones no codificantes
en ambos extremos (5"'UTR y 3'UTR) de entre 210 y 530 nucledtidos
de longitud (Fig. 5).
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Figura 5. Expresion génica en el SARS-CoV-2. Esquema del genoma del SARS-
CoV-2 (parte superior) donde se indica la posicion del cap (CAP), la secuencia
lider (L), los genes virales (ORF 1a, ORF 1b, S, 3, E, M, 6, 7a, 7b, 8, N y 9b,
el poli A (AAA) y la posicion de las secuencias reguladoras de la transcripcion
o TRSs (triangulos rojos invertidos). La polimerasa viral genera durante el ciclo
infectivo 9 RNAs virales (parte inferior), de polaridad positiva y otros complemen-
tarios de polaridad negativa. En cada caso se indican los genes que codifican,
las secuencias lider y antilider (rojo), la secuencia codificante traducida (azul
oscuro) y la secuencia codificante no traducida (azul claro).
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Todos los genes del tercio 3’ terminal del genoma se expresan a partir
de una coleccion de mRNAs subgendomicos (sgmRNASs) que son coter-
minales en sus extremos 5"y 3". Estos sgmRNAs son estructuralmente
policistronicos pero funcionalmente monocistronicos (Masters, 2006).
Los sgmRNAs tienen en su extremo 5 una secuencia lider que también
se encuentra en el extremo 5° del gRNA (Fig. 5). Esta secuencia se in-
corpora a los sgmRNAs por un proceso de sintesis discontinua en el que
se generan intermedios replicativos de polaridad negativa. Los primeros
modelos sobre el mecanismo de transcripcion en CoVs fueron propues-
tos por S. G. Sawicki y D. L. Sawicki (Sawicki and Sawicki, 1995,
2005). El mecanismo de este proceso ha sido extendido y por nuestro
laboratorio y esta controlado por secuencias que regulan la transcrip-
cion (TRS, de sus siglas en inglés) compuestas por un hexanucledtido
central conservado (CS) que esta flanqueado por secuencias variables
5’y 3’. Las TRSs se localizan en el extremo 3’ del lider (TRS-L) y pre-
ceden a cada uno de los genes virales (TRS-B, de sus siglas en inglés
TRS del Body), como ha descrito nuestro grupo (Enjuanes et al., 2006;
Mateos-Gomez et al., 2013; Mateos-Gomez et al., 2011; Sola et al.,
2011; Sola et al., 2005; Zuiiiga et al., 2004) (Fig. 6). Nuestro laborato-
rio hizo aportaciones seminales al mecanismo de la replicacion de los
CoVs, un proceso de sintesis discontinua del RNA. La transcripcion
comienza generandose una copia negativa por un mecanismo de sintesis
discontinua, que supone un proceso de recombinacion homdloga que
tiene lugar con alta frecuencia (Enjuanes et al., 2006; Sola et al., 2015),
y que implica un cambio de molde con el objetivo de anadir el leader
del sgmRNA. El proceso de transcripcion esta regulado por la similitud
entre las secuencias TRSs del leader y de cada uno de los genes virales,
pero otros factores, como las interacciones RNA-RNA entre dominios
del genoma situados a larga distancia, tal como mostramos en el La-
boratorio de Coronavirus del CNB (uno en el extremo 5’ y el otro en
el extremo 3’), influyen en el nivel de sintesis de los sgmRNAs (Ma-
teos-Gomez et al., 2013; Moreno et al., 2008; Sola et al., 2015).

El mecanismo de transcripcion en coronavirus, que se ha propuesto
para explicar la generacion de sgmRNAs con un extremo 3’ comun,
pero que se extienden con una extension variable hacia el extremo 5°,
se basaron en la identificacion de sgmRNAs en ensayos de “Northern”
que permitieron identificar con sondas especificas marcadas con ra-
dioactividad los sgmRNA producidos durante la infeccion por el virus

(Fig. 7).
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Figura 6. Mecanismo de transcripcion de CoV: sintesis discontinua del RNA.
Utilizando como molde la cadena positiva del genoma RNA de los coronavirus,
se inicia una copia negativa de este RNA por el complejo de la polimerasa,
que se une al extremo 3’ del genoma. Esta copia del RNA procede hasta que
se encuentra un motivo de regulacién de la transcripcién (TRS, de sus siglas
en inglés). En ese momento la transcripcion se para, la cadena sintetizada de
polaridad negativa se desprende y “salta” para unirse al extremo 5’ del genoma,
donde se hibrida con la TRS del lider, de polaridad positiva con una secuencia
complementaria (caja amarilla). A continuacion, la sintesis de la cadena negativa,
se reinicia, para afadir una copia del lider (cL, en rojo). Posteriormente, este
RNA de polaridad negativa sirve como molde para la sintesis continua de un
sgmRNA, de polaridad positiva que es el auténtico sgmRNA. La extension de
cada una de estas interacciones (hibridaciones) condicionaria la estabilidad de
cada hibridacién entre la secuencia TRS del lider (+5°TRS) y la cadena negativa
(-TRS) de cada una de las cadenas nacientes, situadas a lo largo del genoma
RNA del virus. Esta estabilidad marcaria la abundancia relativa de cada uno de
los sgmRNAs, dado que se demostré que el apareamiento de bases entre la
5’TRS del genoma del virus y la -TRS de la cadena negativa del RNA naciente,
aumentaba la estabilidad del hibrido formado en cada caso (Enjuanes et al., 2006;
Sola et al., 2005). De hecho, se demostrd que la abundancia de cada uno de los
sgmRNA producidos durante la transcripcién era directamente proporcional a la
energia libre que se liberaba al hibridar la TRS naciente de polaridad negativa
con la +5 TRS del extremo 5’ del genoma del virus que se generaba durante la
copia del genoma del coronavirus.
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Figura 7. Relacion entre la extension de la complementariedad de cada una
de las secuencias TRS del genoma del virus con la TRS del lider y la cantidad
del sgmRNA correspondiente sintetizado. En los CoVs el proceso de transcrip-
cién para la sintesis de los sgmRNAs de distinto tamafio, se repite varias veces,
pero generando en cada caso una copia RNA negativa de longitud creciente. La
sintesis del RNA se para cada vez que el complejo de la polimerasa se encuentra
con una TRS en la secuencia del genoma, para dar lugar a sgmRNAs negativos
de tamafo creciente y, posteriormente, a los verdaderos sgmRNAs de polaridad
positiva. La cantidad de cada sgmRNA se mostré que estaba esencialmente
relacionada con la extension de la hibridacion de la TRS del lider (extremo 5’)
con la cadena RNA naciente de polaridad negativa, al estabilizar con intensidad
variable, la hibridacion entre las dos TRSs complementarias. El aumento del
grado de hibridacién de las TRSs artificialmente creadas se relacion6 con la
cantidad de cada sgmRNA producido (Enjuanes et al., 2006; Mateos-Gomez et
al., 2013; Moreno et al., 2008; Sola et al., 2015). En la parte superior izquierda
de la figura, se muestran las longitudes crecientes de las complementariedades
de la distintas TRSs incluidas en los distintos CoV sintéticos generados. En la
figura superior derecha se muestran los apareamientos potenciales a lo largo
de un segmento del genoma, para estimar tedricamente la estabilidad de las
hibridaciones de cada una de estas TRSs de poaridad positiva y la cadena de
RNA naciente de polaridad negativa. Los resultados experimentales mostrados
en la parte inferior de la gréfica, indicaron que la extensidon de la complemen-
tariedad entre ambas cadenas de RNA, estaba relacionada con la cantidad de
cada sgmRNA sintetizada (Enjuanes et al., 2006).




Nuestro laboratorio ha propuesto la formacion de una serie de pre-
complejos para la produccidon de los sgmRNA en CoVs. Cada uno de
estos complejos se forma entre la 5’-TRS del extremo 5 del genoma
del virus y cada copia -RNA generada durante la sintesis del RNA.
La formacién de cada complejo, que para la transcripcion del sgmR-
NA en una posicion mas avanzada, da lugar al ensamblamiento de un
RNA negativo de mayor longitud por adicion de la TRS del lider. A
partir de esta secuencia se sintetiza de forma continua cada uno de
los sgmRNAs del virus, que codifica la expresion de una nueva ORF

(Fig. 8).
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Figura 8. Formacion de precomplejos durante la sintesis de sgmRNAs con
distinto tamano. Modelo de tres etapas para la transcripcién en CoVs, propuesto
por nuestro laboratorio. En la parte superior se muestra la tapa de formacién de
complejos 5’-3’. Las proteinas que se unen a los extremos 5’ y 3’ se representan
con évalos verdes. La secuencia lider se muestra en rojo, y la secuencia con-
servada (CS) en amarillo. An, cola de poli(A). En la parte media de la figura se
muestra la etapa de apareamiento de bases complementarias. La cadena RNA de
polaridad negativa se representa con un tono mas claro que la cadena positiva.
El complejo de transcripcion se representa por un hexagono. Las barras cortas
verticales representan el apareamiento de bases de las secuencias TRL-S durante
el proceso de transcripcion. Las barras sélidas indican la complementaridad entre
el gRNA vy la cadena negativa naciente. Un, cola de poli A. En la parte inferior
de la figura se muestra el cambio de molde. La flecha ancha indica el salto de
molde hecho por el complejo de transcripcion para completar la sintesis del
sgRNA de cadena negativa.



Ademas, existen otros mecanismos que controlan la eficacia de la
transcripcion, que fueron identificados en nuestro laboratorio. Los do-
minios proximos (pE, proximal element) y distales (dE, distal element)
en relacion a la secuencia TRS que precede a cada gen de los coro-
navirus. Unos de estos mecanismos esta controlado por la hibridacion
antiparalela de dos segmentos de secuencias de la cadena del genoma
que preceden a cada secuencia TRS, al formar un nudo (pseudonot) que
aumenta la frecuencia de paradas del complejo de transcripcion duran-
te la sintesis de la cadena negativa, incrementando el nimero de estas
secuencias que se desprenden del molde (cadena positiva) para hibridar
con la TRS del lider y dar lugar a una copia negativa completa de los
sgmRNAs (Mateos-Gomez et al., 2011).

En resumen, nuestro laboratorio proporciond evidencia experimen-
tal que nos permitio6 sugerir que el modelo de transcripcion en los CoVs
estaba guiado por una serie de interacciones complejas en la estructura
del genoma del virus que, al plegarse, facilitaba la unién de elementos
distales del genoma (Fig. 9) (Enjuanes et al., 2006; Mateos-Gomez et
al., 2013).

Figura 9. Interacciones complejas entre zonas distales del genoma de los
coronavirus. Mediante el plegamiento e interaccién entre zonas distales del
genoma de los CoVs se estabilizan estructuras que facilitan la replicacion de los
CoVs. Las zonas que comparten el mismo color interaccionan entre si (Enjuanes
et al., 2006; Mateos-Gomez et al., 2013).
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Un hecho cientifico relevante en el mundo de los coronavirus fue la
identificacion en estos por primera vez de un el sistema de correccion
de errores (proof reading system) durante la sintesis de las moléculas de
RNA analogo al conocido previamente en el mundo DNA, que permite
mantener la fidelidad de la replicacion de la secuencia de la doble hebra
del DNA. Esta actividad solo esta presente en los Nidovirus de mas de
20 Kb, y esta evidencia filogenética y otras experimentales indican que
probablemente es necesaria para mantener el gran tamafo del genoma.
Este sistema de correccion de errores se descubrié entorno al afio 2011,
al estudiar la replicacion del genoma de los coronavirus por conocidos
coronavirdlogos como Mark Denison (Denison et al., 2011; Eckerle et
al., 2010; Eckerle et al., 2006; Eckerle et al., 2007; Smith et al., 2013)
(Fig. 10).

Construccion del primer coronavirus sintético por gené-
tica inversa: una herramienta esencial

La manipulacion del genoma de CoVs mediante genética inversa ha
estado limitada durante mucho tiempo debido al gran tamafio del geno-
ma de los CoVs (en torno a 30 kb). Ademas, la existencia de regiones
toxicas en el genoma del virus cuando se manipulaba en bacterias, un
proceso esencial para la ingenieria genética, impedian la clonacion y
crecimiento de un cDNA complementario infectivo del virus en célu-
las procariotas. Por ello, los estudios iniciales en nuestro laboratorio se
centraron en el andlisis de RNAs defectivos para ensamblar genomas
de coronavirus con el objetivo de completarlos posteriormente hasta
ensamblar un genoma completo (Mendez et al., 1996). El primer clon
infectivo construido para un CoV fue el del CoV TGEYV, desarrollado
en nuestro laboratorio (Almazan et al., 2000). Este clon se ensamblo
utilizando un cromosoma artificial de bacterias (BAC), que posibili-
taba el clonaje de secuencias DNA de hasta 300 kb, de forma estable,
debido a su bajo numero de copias (1, o maximo 2 por célula), lo que
reducia su toxicidad, y permiti6 la amplificacion del cDNA en bacterias
de forma eficiente y estable. Después de transfectar las células con el
clon infectivo, el BAC entra en el nticleo y la RNA polimerasa II celular
transcribe el RNA gendmico viral, bajo el control del promotor de ci-
tomegalovirus (CVM). Seguidamente el RNA gendmico viral se trans-
loca al citoplasma iniciando un ciclo infectivo del virus. Esta estrategia
se ha utilizado posteriormente en nuestro laboratorio primero, y en el
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resto del mundo después, para generar clones infectivos de casi todos
los CoVs (Almazan et al., 2006; Balint et al., 2012; Fett et al., 2013;
St-Jean et al., 2006). También ha sido la herramienta de eleccioén para
clonar los tres CoVs humanos patogenos para el hombre: SARS-CoV
(Almazan et al., 2006), MERS-CoV (Almazan et al., 2013) y SARS-
CoV-2 (Wang et al., 2023).
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SARS-CoV GFDVEGC-111-RT{$CLCDK-11-YACKWNHS-3-DYVYNPFMIDVQ-23-HVASCDAIMTR
HCoV-229E GMDVEGA-111- -CGT-11-YCCFKHA-3-DYVYNPYVIDIQ-23-HVASGDAIMTR
TGEV GFDVEGA-111-QKeE-CGK-11-YACFKHA-3-DYLYNPYCIDIQ-23-HVASGDAIMTR
IBV GFDVEAT-111-QV[&iS-CGS-11-YACWKHC-3-DFVYNPLLVDIQ-23~HVASVDAIMTR

Figura 10. La proteina nsp14 es responsable de un mecanismo de elimina-
cion de errores (proof-reading system) que tiene lugar durante la sintesis
de genomas RNA de coronavirus. Este sistema se descubridé en los CoVs y
es equivalente a un sistema similar que se da en el mundo de los virus DNA
(Denison et al., 2011; Eckerle et al., 2010; Eckerle et al., 2006; Eckerle et al.,
2007; Smith et al., 2013). Mutaciones en los dominios 1 (MUT1) y 2 (MUT2)
aumentaban la incorporacion de errores durante la sintesis del RNA del virus, lo
que facilitd su identificacion.

Antes de la emergencia del SARS-CoV, solamente se conocian los
CoV humanos HCoV-229E y HCoV-OC43. Ambos virus causan sinto-
mas respiratorios leves en el tracto respiratorio superior cuando se ad-
ministran a adultos jovenes voluntarios (Hamre and Procknow, 1966).
Otros dos CoV humanos, HCoV-NL63 and HCoV-HKUI, se identifi-
caron en 2004 and 2005, respectivamente (Fouchier et al., 2004; Woo
et al., 2005). Estos cuatro CoV's humanos atenuados se han extendido
por todo el mundo, y son los responsables del 15-30% de los resfriados
comunes de invierno (Lim et al., 2016). Aunque las infecciones que
causan son auto-limitantes y se resuelven espontaneamente, estos CoVs
humanos pueden producir ocasionalmente infecciones mas graves en
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niflos, personas mayores o pacientes parcialmente suprimidos inmu-
nologicamente (Gorse et al., 2009; Pene et al., 2003). Andlogamente
al SARS-CoV y al MERS-CoV, los CoV humanos HCoV-NL63 and
HCoV-229E también se originaron en los murciélagos. Se ha propuesto
que el HCoV-OC43 y el HCoV-HKUI1 se originaron en los ratones (Cui
et al., 2019), pero probablemente se trata de una interpretacion no co-
rrecta, dada la elevada identidad de secuencia de todos estos CoVs. El
origen primigenio de todos estos CoVs probablemente fueron los mur-
ciélagos, porque de no ser asi se tendria que haber dado una evolucion
convergente, teniendo en cuenta el extraordinario parecido de la estruc-
tura y secuencia sus genomas. Una mayoria de los alfacoronavirus y
los betacoronavirus se han identificado solamente en los murciélagos,
y muchos CoV filogenéticamente relacionados con el SARS-CoV y el
MERS-CoV se descubrieron inicialmente en especies animales distin-
tas de los murciélagos. Los CoVs que han emergido mediante zoonosis,
tales como los virus humanos SARS-CoV y MERS-CoV, probablemen-
te se han originado mediante mutacion secuencial y recombinacion en-
tre CoVs en los murciélagos, y por fijacion de mutaciones durante su
transferencia a especies nuevas, hasta que infectaron a personas (Cui et
al., 2019).

Epidemias por CoV altamente patogenos para las personas

En noviembre del 2002, una infeccion respiratoria viral caus6 una
enfermedad grave en la provincia de Guandong, al Sureste de Chi-
na, y se diseminé rapidamente a otros paises, dando lugar a unos
8.000 casos confirmados. La epidemia se did por terminada en junio
del 2003, tan solo siete meses después de su identificacion. El virus
mostré una mortalidad de alrededor del 10% (Perlman and Netland,
2009). El agente etiologico se identificé como el SARS-CoV, un be-
tacoronavirus zoondtico procedente de los murciélagos herradura que
transmitieron el virus a las civetas y estas al hombre (Li et al., 2005).
Después de un periodo de incubacion de 46 dias, los pacientes del
SARS desarrollaron sintomas parecidos a los causados por el virus
de la gripe, y neumonia, que en los casos graves condujo a un cuadro
respiratorio agudo con un sindrome fatal en muchos casos (Peiris et
al., 2003b). Aunque el SARS-CoV infecta multiples 6érganos y causa
una enfermedad sistémica, los sintomas se agravan incluso cuando el
virus es aparentemente eliminado, lo que sugiere que se ha induci-
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do una respuesta inmune anémala responsable de la patogénesis del
SARS-CoV (Perlman and Netland, 2009). Aunque no se han descrito
casos del SARS-CoV desde el aiio 2004, se ha descubierto un conjun-
to de virus analogos al SARS-CoV en una cueva en Yunnan, China,
indicando la necesidad de prepararse para futuras reemergencias del
virus (Hu et al., 2017).

En junio del 2012, el MERS-CoV emergié en Arabia Saudita y
causO un sindrome respiratorio semejante al que produjo el SARS-
CoV (de Groot et al., 2013). En el caso del MERS-CoV la transmi-
sion entre personas es muy baja, pero este virus ha causado dos bro-
tes importantes uno en Arabia Saudita (2012) y otro mas limitado en
el ano 2015 en Corea del Sur con un numero de infectados superior
a 2613 y 945 muertes, es decir una mortalidad del 36,2% (https://
www.ecdc.europa.eu/en/middle-east-respiratory-syndrome-coronavi-
rus-mers-cov-situation-update). Las personas mayores infectadas con
el MERS-CoV, y particularmente aquellas con problemas médicos
asociados, normalmente desarrollan enfermedades graves, frecuente-
mente fatales (Graham et al., 2013). El MERS-CoV también tiene su
reservorio en los murciélagos, pero el virus se adaptd posteriormente
a los camellos dromedarios como intermediarios entre los murciéla-
gos y las personas (Corman et al., 2014).

Los primeros cuatro coronavirus humanos descritos (HCoV-229E,
-0C43, -NL63 y -HKU1) aparentemente eran atenuados desde el
momento de su aparicion. Los dos primeros aparecieron entorno a
los afios 60 y los otros dos posteriormente a los afios 80. Los otros
tres CoVs: el SARS-CoV, que emergi6 en la provincia de Guandong,
en el afio 2002, el MERS-CoV, que emergio6 en la Peninsula Arabiga
en 2012, y el SARS-CoV-2, que fue identificado por primera vez en
Wuhan (China) en 2019, han causado la muerte de entorno al 10%,
36% y menos del 2% de las personas infectadas, respectivamente. El
SARS-CoV y el MERS-CoV infectaron a 8000 y 2613 personas, res-
pectivamente (Tabla 1).

Los vectores intermedios entre los murciélagos y las personas, en
el caso del SARS-CoV, fueron las civetas, los mapaches y los visones,
pero principalmente las primeras. En el caso del MERS-CoV, el vector
principal entre el murciélago y los humanos fueron los camellos. De
hecho, este virus no se transmite de forma eficiente entre humanos.
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VIRUS ANO INFECTADOS MUERTES MORTALIDAD PAISES

SARS-CoV 2002 8098 774 10% 29
MERS-CoV 2012 2650 858 37% 27
SARS-CoV-2 2019 768x10° 6.95x10¢ <2% 235

Tabla 1. Coronavirus patégenos para las personas. OMS, 1 agosto 2023

Inicialmente, en China, el SARS-CoV-2 causd una infeccion asinto-
matica en al menos un 14% de las personas infectadas, y una patologia
leve-moderada en otro 66% de estas personas (Huang et al., 2020). En
el 20% restante podia causar neumonia asociada con fiebre, dolor de
cabeza, y dificultad respiratoria, que frecuentemente evolucionaba a
una inflamacion pulmonar exacerbada, edema pulmonar y muerte en
aproximadamente un 2% de los pacientes. Mas recientemente, por de-
bajo de los 20 afios, el 80% de los infectados son asintomaticos, mien-
tras que por encima de los 69 afios solo el 30% lo son (Davies et al.,
2020). La diseminacion silenciosa del virus y su larga persistencia en
un porcentaje elevado de las personas infectadas hace que su elimina-
cion presente dificultades adicionales, debido a que el virus reemerge
en personas que son seropositivas para el mismo. La coexistencia del
virus y los anticuerpos en un mismo individuo, probablemente se debe
a la persistencia del virus en tejidos especificos, tales como el tracto
gastrointestinal, donde se ha observado que puede permanecer durante
largos periodos de tiempo (Lee et al., 2020). La larga persistencia del
virus en algunos pacientes, en los que el virus se puede mantener activo
mas de tres meses, es probablemente responsable de que el numero de
pacientes infectados sea mayor del inicialmente estimado. Las personas
mayores, particularmente aquellas que tienen asociadas patologias pre-
vias como diabetes, enfermedades cardiovasculares o complicaciones
respiratorias adicionales, son mas susceptibles de tener una evolucion
con consecuencias graves.
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Origen del SARS-CoV-2

Determinar el salto del SARS-CoV-2 desde un hipotético mamifero a
las personas es de gran importancia para controlar futuros brotes en es-
tas. Los CoV han representado un riesgo elevado de originar epidemias
por su emergencia frecuente en diversas especies. Hasta el momento se
han crecido siete CoV humanos. Todos ellos tienen un origen zoonoti-
co, como sucede normalmente con la mayor parte de los virus. Tanto
la emergencia del SARS-CoV como del SAR-CoV-2 se ha asociado
con mercados que vendian animales vivos, e implicaron un salto de
especies. Los virus mas proximos genéticamente a estos dos CoVs se
han identificado en murcié¢lagos que viven en cuevas de Yunnan (Chi-
na), cerca de la ciudad de Wuhan. Sin embargo, entre el SARS-CoV
y el SARS-CoV-2, hay un vacio en el conocimiento de su evolucion
entre los momentos iniciales, en los que se detectd su presencia en los
murci¢lagos de Hunnan, y los primeros casos detectados en humanos a
finales del 2019 (Holmes et al., 2021). Basandose en datos epidemio-
logicos, derivados de las secuencias de los primeros aislados identifi-
cados en las proximidades del mercado humedo de Wuhan, que es el
epicentro mas temprano descrito para infecciones de personas con el
SARS-CoV-2, podria descartarse que el SARS-CoV-2 procediese de un
escape del Instituto de Virologia de Wuhan, tal como ha sido sugerido
por investigadores que generalmente no pertenecen al mundo cientifi-
co.

El SARS-CoV-2 casi con toda seguridad tiene un origen zoonotico,
y no procede del laboratorio liderado por Zhengli Shi, del Instituto de
Virologia de Wuhan (China), porque las primeras personas infectadas
con el SARS-CoV-2 se detectaron en las proximidades del mercado de
Huanan, localizado al norte del rio Yangtze, mientras que el laboratorio
de la Dra. Shi, esta situado al sur de la ciudad, por debajo del cauce del
rio (Holmes et al., 2021; Liu et al., 2023; Pekar et al., 2022; Worobey et
al., 2022). En el entorno del mercado de Huanan también se diagnosti-
caron abundantes casos de muertes por neumonia, con una frecuencia
superior a la normal a lo largo de enero del 2020. Ademas, no existe
ninguna relacién epidemiologica del virus encontrado en Wuhan a prin-
cipios de 2020, con el aislado en otros distritos de Wuhan, incluyendo el
campus donde se sitaa el Instituto de Virologia de Wuhan, que incluye
laboratorios con niveles de seguridad bioldégica BSL-2, BSL-3 y BSL-
4, el maximo nivel de las instalaciones de este tipo. Este instituto se
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encuentra al sur de rio Yangtze, que discurre desde el oeste al este de
China y es el tercer rio mas grande de nuestro planeta.

La primera bifurcacion del arbol epidemioldgico durante la evolu-
cion del SARS-CoV-2, define dos lineas evolutivas del virus que circu-
laban paralelamente, la A y la B (Holmes et al., 2021). La linea B, se
impuso en todo el mundo, y los virus de esta rama evolutiva se obser-
varon en los primeros casos asociados al mercado de Huanan. Sin em-
bargo, la rama evolutiva A incluye casos detectados en otros mercados
de Wuhan distintos al de Huanan, asi como casos posteriores detectados
en esta y otras partes de China. Este arbol filogenético es consistente
con el hecho de que la emergencia del SARS-CoV-2 implica a uno o
mas contactos con animales infectados o vendedores, que han iniciado
distintos focos de contaminacion (Holmes et al., 2021).

El virus conocido inicialmente, con una mayor identidad de secuen-
cia (95.6%) con el SARS-CoV-2, procede de un murciélago Rhinolo-
phus. Este virus denominado RaTG13 se aisl6 en Yunnan por el equipo
de la Dra. Zhengli Shi del Instituto de Virologia de Wuhan. Ademas,
se identificaron otros tres aislados del virus (RmYNO2, RpYNO6 y
PrC31) con una identidad de secuencia con el SARS-CoV-2 muy proxi-
ma a la que tiene el aislado RaTG13. Sin embargo, la divergencia de la
secuencia del gen de la polimerasa (ORF lab) del SARS-CoV-2 era la
mayor de los tres coronavirus humanos mortales para el hombre (Li et
al., 2021; Lytras et al., 2022; Zhou et al., 2021). Por otra parte, no se ha
trabajado con ninguno de estos tres ultimos virus en el Instituto de Viro-
logia de Wuhan, lo que reduce las posibilidades de que el SARS-CoV-2
se hubiese originado como consecuencia de un escape del virus desde
el laboratorio de Zhengli Shi. Este punto de vista se reforzo con la ob-
servacion de que otros CoVs estrechamente relacionados con el SARS-
CoV-2 se han identificado en multiples paises en el Sur-Oeste de Asia,
incluyendo China, Tailandia, Camboya y Japon (Zhou et al., 2021). Ello
indica que era muy posible que un precursor del SARS-CoV-2 hubiese
evolucionando hasta originar el virus actual causante de la pandemia.

Existe una distancia evolutiva elevada entre el SARS-CoV-2 aislado
en Wuhan y la secuencia de los CoV animales determinada hasta el afio
2022 (Holmes et al., 2021). La distancia evolutiva de un 4,5% observada
inicialmente, entre los virus con un genoma mas parecido al del SARS-
CoV-2 y la del virus con el que se trabajaba en el Instituto de virologia



de Wuhan, que implica un cambio de unos 1.150 nucledtidos, equivale a
varias décadas de evolucion y divergencia (Boni et al., 2020). Una distan-
cia genética del 4,5 % es la misma que existe entre el genoma humano y
el porcino. El vector intermedio del SARS-CoV-2 entre los murciélagos
y las personas es con toda probabilidad el mapache, dado que la identidad
de secuencias entre los genomas del virus encontrado en las heces de es-
tos animales aisladas en las jaulas donde estaban expuestas en el mercado
y la secuencia de los virus aislados en las personas fué del 99,993%, sugi-
riendo que tenian un origen comun. Ademas, otras evidencias epidemio-
logicas solidas apoyaban un origen comun de los dos virus (Holmes et
al.,2021; Liu et al., 2023; Pekar et al., 2022). El virus SARS-CoV-2 tiene
el sitio de corte por la proteasa furina, sin embargo, el aislado RaTG13,
con el que se trabajaba en el laboratorio de Zhengli Shi no lo tiene, refor-
zando la conclusion de que el SARS-CoV-2 no partié de su laboratorio
(Fig. 11). Ademas, no se habian publicado informaciones sobre los inves-
tigadores del laboratorio de la Dra. Zhengli Shi, indicando que alguno
de ellos se hubiese infectado por el SARS-CoV-2. Asi mismo, todo el
equipo de su laboratorio fue seronegativo para el SARS-CoV-2 cuando se
evaluaron en marzo del 2020 (Pekar et al., 2021). Por otra parte, ningun
estudio publicado previamente a la aparicion del SARS-CoV-2, realizada
por el Instituto de Virologia de Wuhan (Guan et al., 2003; Hu et al., 2017;
Menachery et al., 2015), tenia una identidad suficientemente alta para su-
gerir que este Instituto de Virologia fuese el origen de la epidemia. Todo
ello también refuerza que es poco probable que la aparicion del SARS-
CoV-2 estuviese relacionada con el Instituto de Virologia de Wuhan.

Las discusiones sobre el origen del SARS-CoV-2 se han visto prac-
ticamente cerradas con la aparicion de una serie de articulos cientificos
que aportan evidencias so6lidas de que el SARS-CoV-2 se encontraba
presente en muestras bioldgicas en las jaulas de hierro del mercadillo
de Huanan que contenian mapaches (Liu et al., 2023). Esta publicacion
se ha visto reforzada con datos aportados en la revista Science donde
se indica que los primeros casos desde diciembre del 2019 se centraban
geograficamente en el mercadillo de Wuhan Huanan (Worobey et al.,
2022). Asi mismo, otro articulo publicado casi al mismo tiempo (Pekar
et al., 2022) mostro que la diversidad gendmica anterior a la pandemia
producida por CoVs se derivo de dos lineas evolutivas de virus, la A
y la B, y que estas lineas fueron el resultado de al menos dos eventos
independientes, derivados de dos cruces de especies, que dieron lugar a
la transmision de dos lineas diferentes del virus.
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Recientemente (abril 2023) tres editores (Arturo Casadevall, Feli-
cia D. Goodrum y Michael J. Imperiales), de tres conocidas revistas de
virologia: mBio, J. Virol. y mSphere, respectivamente, junto con dos
prestigiosos cientificos, James C. Alwine y Lynn W. Enquist, han publi-
cado un andlisis que incluye cuatro posibles hipdtesis para explicar el
origen del SARS-CoV-2. Su conclusion final, también apoya la idea de
un origen zoondtico del virus y sugiere que la posibilidad de un escape
del virus de un laboratorio es poco probable. Estos autores también
aceptan que futuros datos sobre este tema, podrian sugerir modificar
las conclusiones que hoy se hacen sobre el origen del SARS-CoV-2,
algo que siempre puede pasar en Ciencia. La mejor evidencia apoya un
evento zoonotico directo que facilitd la entrada del SARS-CoV-2 en las
personas.

Pese a la evidencia cientifica aportada en la literatura citada, no han
faltado visionarios que, sorprendentemente, creen que “hay una fuer-
te evidencia de que un conjunto de secuencias heterogéneas han sido
transportadas por vientos dominante troposféricos via el Océano indico
y Océano del Sur hacia Victoria (Australia)” llevando el SARS-CoV-2
a este pais (Steele et al., 2021). Sin duda, hay opiniones en todas las
direcciones, aunque algunas no sean creibles.
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SARS-CoV-2 23573 ugcgcuaguuaucagacucagacuaauucUCCUCGGCGGGCacquaguguagcuagucaauccaucauugec 23644

23555 ugcgccaguuaucagacucaaacuaauuc-—————-—-——-- acguagugtggccagucaaucuauuauugec 23614
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Figura 11. La insercion de cuatro aminoacidos basicos (RRAR) en la protei-
na S del SARS-CoV-2 facilita el corte proteolitico y la entrada del virus en
ciertas células de mamifero. Se muestran dos fragmentos de la zona central
de la proteina S, correspondientes a dos aislados, uno del SARS-CoV-2 y otro
de un CoV de murciélago con el que trabajaban en el laboratorio del Instituto
de Virologia de Wuhan. La secuencia de la parte superior corresponde al CoV
humano del tipo que aparecié en la ciudad de Wuhan al principio de la epidemia
y contiene los cuatro amino &cidos basicos RRAR que facilitan el corte de la
proteina y su entrada en la célula. Sin embargo, la secuencia de la parte inferior,
corresponde a la proteina S del virus con el que se trabajaba en el Laboratorio
de Virologia de Wuhan dirigido por la Dra. Shi, y esta no incluye el sito de corte
por la proteasa furina en su proteina S, lo que sugiere que este centro de in-
vestigacién no debe de ser el origen del SARS-CoV-2. Adaptado de Holmes et
al.,, 2021 (Holmes et al., 2021).
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En la actualidad tenemos un problema importante por la presencia
del SARS-CoV-2 en muchos animales de compaiiia, como perros y
gatos, y animales silvestres, incluyendo hurones, visones, mapaches,
monos macacos, ciervos de cola blanca, conejos, murciélagos fruteros
egipcios y hamsters, lo que supone un peligro para la re-emergencia
de variantes patdgenas que evolucionen independientemente en estos
animales (Islam et al., 2022).

Fijacion de mutaciones en la proteina S del SARS-CoV-2
que han facilitado su diseminacion

A lo largo de la evolucion del SARS-CoV-2, uno de los cambios que
confirieron una ventaja selectiva a este virus fue la sustitucion D614G
en la proteina S, que ocurri6 al principio de la pandemia (Korber et al.,
2020; Volz et al., 2021). Posteriormente se fijaron nuevas sustituciones
de nucleotidos en el dominio de union al receptor (RBD) en la proteina
S, incluyendo las sustituciones K417N/T, L452R, E484K/Q, y N501Y,
que incorporaron las variantes que se habian impuesto en distintos pai-
ses y causaban preocupacion por aumentar la infectividad de los dis-
tintos virus, aumentando la union al receptor celular o por facilitar el
escape de los mismos a la respuesta inmune (Cai et al., 2021; Kuzmina
et al., 2021; Liu et al., 2022; Starr et al., 2020; Zhu et al., 2021). Estos
hechos indican que no es esencial que se haya forzado una preadapta-
cion del virus a las personas para que este iniciase su emergencia. Por
tanto, la sugerencia de que el virus habia sido previamente adaptado a
crecer en las personas no parece necesaria.

Otro de los cambios de secuencia que se considera mas relevante para
incrementar la diseminacion del SARS-CoV-2 dentro de un organismo,
afectando a un elevado niimero de tejidos, es la introduccion de un si-
tio de corte proteolitico por la proteasa furina citado anteriormente. La
introduccion de este sitio, se habia descrito anteriormente en otros coro-
navirus, incluyendo la mayoria de las cepas del virus de la hepatitis del
raton (MHV), de algunos alfacoronavirus, varios betacoronavirus como
MERS-CoV, HCoV-OC43, HCoV-HKU!1 y HCoV-HKU9-1 (de Haan
et al., 2008; Gallaher, 2020; Gombold et al., 1993; Kirchdoerfer et al.,
2016). Un resumen de las secuencias analogas al péptido que incluye el
corte por la proteasa furina (aminoacidos RRAR) presente en la proteina
S del SARS-CoV-2 se proporciona en la Fig. 12 (Holmes et al., 2021).



El sitio de corte por furina amplia significativamente el tropismo en
pulmon y tracto entérico observado para el SARS-CoV, a practicamente
todos los organos vitales del cuerpo humano, incluyendo el corazon,
sistema circulatorio, cerebro, riiidon y pancreas, entre otros (Tabla 2),
dando lugar a un elevado numero de patologias (Colman and Lawrence,
2003; Hoffmann et al., 2020; Xing et al., 2020). Para que el virus se
internalice, cuando la proteina S interacciona con el receptor ACE-2 de
las células humanas, ademas del procesamiento de la proteina S por la
proteasa furina, es necesario un segundo corte en la posicion denomina-
da S2’ de la misma que se lleva a cabo preferentemente por la proteasa
TMPRSS?2 in vivo, y en cultivos celulares por la catepsina (Hoffmann
et al., 2020).
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BtCoV RmYNO2 631 SY----NS--P-AAJ-VGTNSIIA 647
BtCoV RaTG13 671 SYQTQTNS—————- IHSVASQSIIA 690
SARS-CoV 657 SR CT. . HSTSOKSIVA 676
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Figura 12. Presencia de sitios de corte por furina en distintos coronavirus.
CoVs humanos y animales ampliamente difundidos en la naturaleza, tales como
el HCoV-HKU1a, HCoV-HKU1b, HCoV-OC43, y el CoV Bovino, también incluyen
un sitio de corte por furina, lo que implica que el origen de la secuencia RRAR
podria ser diverso a través de distintas mutaciones (Holmes et al., 2021).

@ PULMONES SINDROME RESPIRATORIO AGUDO Y SEVERO

@ INTESTINO GRUESO Y DELGADO

@ RINON OBSERVADO EN LAS UCI

@ CEREBRO PRESENCIA DE VIRUS

® CORAZON PARADA Y ARRITMIAS, INFLAMACION Y MIOCARDITIS
@ VENAS COAGULOS FRECUENTES

@ PERDIDA OLFATO ALTOS NIVELES DE ACE2 EN EPITELIO NASAL

@ LENGUA QUERATINOCITOS

® PANCREAS EN INFECCIONES SEVERAS

Tabla 2. Patologias producidas por el SARS-CoV-2.

34 —



Genes de los CoVs asociados a su virulencia

Los genes de los virus pueden ser esenciales o no para su replicacion.
Estos ultimos probablemente se han incorporado a los CoVs durante
su evolucion porque les proporcionan la ventaja selectiva de inhibir la
respuesta inmune innata, neutralizando las defensas del hospedador du-
rante las primeras horas de la infeccion. Esta ha sido tradicionalmente
un area de investigacion en nuestro laboratorio, porque si estos genes
se identifican y eliminan del virus, este se podria atenuar y convertirse
en un candidato a vacuna. Nuestro laboratorio observo que la proteina
de la envuelta del virus (E), una de las mas pequefias de la estructura
de los CoV, incluye dos motivos de virulencia. El primero se deriva
de la auto-oligomerizacién de esta proteina formando pentameros que
reconstituyen canales i6nicos estrechamente relacionado con la viru-
lencia de los CoVs, como hemos mostrado (Castano-Rodriguez et al.,
2018; Nieto-Torres et al., 2014). El segundo motivo identificado por
nuestro grupo en los CoVs determina fuertemente la virulencia del vi-
rus. La actividad de este motivo depende de la presencia en el extremo
carboxi-terminal de la proteina E de una secuencia de cuatro aminoaci-
dos, que varia segun el CoV humano (Fig. 13) (Castano-Rodriguez et
al., 2018; Nieto-Torres et al., 2014).
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Figura 13. Motivos de virulencia en coronavirus: el dominio PBM de la protei-
na E. Distintas proteinas de los CoVs, como la E, 3, 3a o la 5, incluyen secuen-
cias de cuatro aminoacidos que constituyen un motivo de virulencia, mediada
por su interaccion con proteinas celulares que incluyen motivos PDZ, con las
que forman un complejo que activa caminos metabdlicos proinflamatorios que
incrementan el edema pulmonar.



Las proteinas virales con actividad canal i6nico (CI), o viroporinas,
aumentan la permeabilidad de las membranas celulares a los iones. Es-
tas proteinas estan implicadas principalmente en la produccion viral,
participando en su entrada en la célula, el trafico intracelular y la morfo-
génesis viral. Nuestro laboratorio ha descrito la relevancia del dominio
transmembrana (DTM) de la proteina E de los CoVs, responsable de la
actividad canal i6nico, en la maduracion y produccion de los CoVs (Cao
et al., 2020; Castano-Rodriguez et al., 2018; Kuo et al., 2006; Nieto-To-
rres et al., 2014). La alteracion de los balances i6nicos es importante
para los CoVs y para virus que pertenecen a otras familias (Nieva et al.,
2012). Se han descrito viroporinas, en virus con genoma RNA, como en
el virus de la gripe A, los virus de la inmunodeficiencia humana (HIV),
Ebola (EBOV), hepatitis C (HCV) y varios picornavirus, entre otros (de
Jong et al., 2006; Ewart et al., 1996; Henkel et al., 2010; Pavlovic et al.,
2003; Pinto et al., 1992). La proteina E del SARS-CoV, MERS-CoV y
SARS-CoV-2 tiene actividad canal io6nico (Cao et al., 2021; Liao et al.,
2004; Surya et al., 2015). Se han descrito otras proteinas accesorias de
CoVs que también muestran actividad canal i6nico y que tienen un pa-
pel importante en la replicacion del virus y en su patogenicidad. Todas
estas proteinas estan codificadas en la region del genoma situada entre
las ORFs S y E, como por ejemplo las proteinas 3a del SARS-CoV, la
5 del MERS-CoV y la 3 del SARS-CoV-2 (McClenaghan et al., 2020;
Muller et al., 2010; Zeng et al., 2004). Los CoVs SARS-CoV, MERS-
CoV y SARS-CoV-2 codifican tres (3, E 'y 8a), dos (S y E) ydos 3y
E) proteinas con actividad canal i6nico, respectivamente (Chen et al.,
2011; Liao et al., 2004; Lu et al., 2006; McClenaghan et al., 2020; Xu
et al., 2022).

Las proteinas E del SARS-CoV, MERS-CoV y SARS-CoV-2 cons-
tan de 76, 82 y 75 aminodcidos, respectivamente. Estas proteinas tie-
nen un dominio transmembrana con actividad canal idnico (Liao et al.,
2004; McClenaghan et al., 2020; Surya et al., 2015; Xu et al., 2022). La
relevancia de esta actividad en las proteinas 3a y E del SARS-CoV se
ha estudiado en nuestro laboratorio, generando mutantes de las protei-
nas 3a 6 E. El analisis funcional de estos virus mostr6 que la actividad
canal i6nico de la proteina E se requeria para la virulencia y para una
optima replicacion del SARS-CoV, a diferencia de la actividad canal
ionico de la proteina 3a (Castano-Rodriguez et al., 2018; Nieto-Torres
et al., 2014). Describimos que la proteina E promovia la patogenicidad
viral provocando la salida de Ca*" desde el ERGIC al citoplasma, acti-



vando el inflamasoma y liberando TNFa., IL-6 e IL-1f. Esto daba lugar
auna inflamacion exacerbada que inducia edema y la muerte de ratones
BALB/c (Nieto-Torres et al., 2015).

Con las siglas PDZ, se conoce al dominio de una proteina celular
que combina las primeras letras de tres proteinas (PSD95, DIgA y Zo-
1). Este dominio, interacciona con motivos PBM presentes en proteinas
de CoVs y de otros virus (Gallardo et al., 2010; Hillier et al., 1999).
Curiosamente, algunas proteinas celulares como el factor regulador que
intercambia Na"/H" (NHERF1) tienen dominios PDZ y PBM dentro de
la misma proteina contribuyendo a regular la disponibilidad de ambos
para interacciones inter-proteina (Bhattacharya et al., 2010).

Los virus han desarrollado mecanismos para interaccionar con el
hospedador y utilizar la maquinaria celular para su propio beneficio.
Uno de estos mecanismos es la interaccion con dominios PDZ celulares
a través de proteinas virales que contienen motivos PBM. La interaccion
entre los dos motivos tiene importantes consecuencias en el hospeda-
dor, modulando la replicacion viral, su diseminacién en el hospedador y
la patogénesis que provocan (James and Roberts, 2016; Javier and Rice,
2011). Los procesos celulares afectados por los motivos PBM virales
mas estudiados tienen que ver con las uniones estrechas célula-célula,
la polarizacién celular, la regulacion de la apoptosis, supervivencia ce-
lular y respuesta inmune (Barreda et al., 2018; Liu et al., 2010; Medina
et al., 2002; Zihni et al., 2016).

La presencia del motivo PBM de cuatro aminoacidos aporta una ele-
vada virulencia a los CoVs. Las proteinas que contienen dominios PDZ
se encuentran normalmente en el citoplasma celular o en asociacion
con la membrana plasmatica y estan implicadas en multitud de procesos
bioldgicos como la formacion de uniones celulares, regulacion de la
polaridad celular, migracion celular, transporte y organizacion de pro-
teinas y rutas de transduccion de sefiales (Nourry et al., 2003). Solo en
el genoma humano se han descrito 266 dominios PDZ formando parte
de mas de 400 proteinas distintas incluyendo sus isoformas (Luck et al.,
2012; Nourry et al., 2003). Se ha descrito que la mayor parte de los mo-
tivos PBM se encuentran localizados en el extremo carboxilo terminal
de las proteinas (Gerek et al., 2009; Hung and Sheng, 2002; Munz et al.,
2012), aunque también existen dominios PBM internos que podrian ser
mas comunes de lo que se penso originalmente (Lenfant et al., 2010).



En el caso de los CoV letales para el ser humano, el motivo PBM
de la proteina E del SARS-CoV es el tnico que se ha estudiado en
profundidad en nuestro laboratorio. Se ha descrito que la proteina E
del SARS-CoV, se une a las proteinas sintenina y PALS1 a través de
su motivo PBM (Jimenez-Guardeno et al., 2015; Jimenez-Guardeto
et al., 2014; Teoh et al., 2010). En nuestro laboratorio se generaron
virus recombinantes con distintas mutaciones en el motivo PBM de la
proteina E. Su analisis nos permitié6 demostrar que la interaccion del
PBM de la proteina E con el dominio PDZ de la sintenina, durante la
infeccion viral, activaba la enzima p38 MAPK. Esta interaccion da
lugar a la sobre-expresion de citoquinas proinflamatorias, causando
la muerte del hospedador debido a una respuesta inmune desregulada,
tal como se mostré en nuestro laboratorio (Jimenez-Guardefio et al.,
2014). Esto hace que el estudio de los motivos PBM virales en pato-
génesis se considere de alto interés. Por ello, analizamos la extension
fisica del motivo PBM de la proteina E para determinar si los cuatro
residuos del motivo PBM eran suficientes para determinar la virulen-
cia del SARS-CoV, o si este motivo requiere determinantes adicionales
para condicionar su virulencia (Honrubia et al., 2023b). Ademas, se
realiz6 un analisis in silico de la interaccion entre el final del carboxilo
terminal de la proteina E del SARS-CoV, que incluye el motivo PBM,
con la sintenina, para identificar los residuos mas importantes en la
interaccion que pudieran ser responsables de la virulencia del SARS-
CoV debido a la presencia del dominio PBM de la proteina E. Las prin-
cipales conclusiones de este estudio fueron: (i) que el dominio PBM
de la proteina E interacciona con el dominio PDZ2 de la sintenina, y
modifica su estructura, aumentando la inflamaciéon y aumentando la
patogenicidad; y (ii) facillita la posibilidad de identificar antivirales
que bloqueen la interaccion PBM-sintenina. Nuestro laboratorio a apli-
cado otras aproximaciones experimentales analizando el mecanismo
de accion del PBM de la proteina E del SARS-CoV-2 mediante secue-
neciacion masiva de los mRNA que se expresan en la infeccion con
diversos virus que incluyen solo una diferencia: la inclusion de PBMs
procedentes de virus atenuados o virulentos. Se observé que la infec-
cion por SARS-CoV y por SARS-CoV-2 aumentan el edema pulmonar
como consecuencia de la reduccion de la expresion del regulador de
conductancia transmembrana de la fibrosis quistica, con el acronimo
CFTR, derivado de su nombre en inglés (Cistic Fibrosis Transmem-
brane conductance Regulator (Honrubia et al., 2023b). Mediante el
analisis de la expresion de 26.000 genes celulares después de la in-



feccion por el SARS-CoV, identificamos que uno de los mRNAs que
disminuia significativamente su expresion era el CFTR. Se determin6
la posible existencia de una correlacion entre la procedencia del PBM
de la proteina E, segun fuese un CoV virulento o atenuado, y la dismi-
nucion del nivel de expresion de la CFTR. Si el PBM procedia de un
virus virulento daba lugar a una disminucion de la expresion de CFTR
asociado a un incremento del edema. La disfuncion de las proteinas
NKA, ENaC y CFTR en las células epiteliales alveolares se habia rela-
cionado con la aparicion de edema pulmonar mediado por la reduccion
de la absorcion de ClI' y Na* en el epitelio alveolar. Se observd que
esta reduccion era necesaria para restablecer el gradiente osmatico que
promueve el transporte de agua en el pulmon desde el espacio alveolar
a través de los canales de acuaporinas y las vias paracelulares (Az-
zam et al., 2002; Azzam et al., 2001; Dumasius et al., 2001; Matthay,
2014). La infeccion por CoVs como el SARS-CoV-2 estaba asociada
con una disminucion del CFTR, como se mostré en nuestro laborato-
rio (Honrubia et al., 2023a). El CFTR es un miembro de la familia de
transportadores del modulo de unién a ATP (ABC) que se encuentra
en la parte apical de la membrana plasmatica de las células epiteliales
(Rogan et al., 2011). CFTR funciona principalmente como un canal de
CI regulado por AMP ciclico (AMPc), pero también regula el trans-
porte de bicarbonato, sodio y agua, que es esencial para la resolucion
del edema (Quinton, 2008; Riordan, 2008). Las patologias asociadas
a la disfuncion de esta proteina se han estudiado principalmente en el
contexto de la fibrosis quistica, una enfermedad causada por mutacio-
nes genéticas en el gen CFTR que originan un transporte deficiente de
CI' y HCO3  mediado por CFTR y, por lo tanto, causan una deficiencia
en la formacion de un gradiente osmotico Optimo para el transporte de
agua hacia el exterior de las células (Rubin, 2018) (Fig. 14).

Ademas, la CFTR tiene un fuerte papel antiinflamatorio en multi-
ples tipos de células del sistema inmune. Como ejemplos especificos, la
presencia del CFTR parece: (i) desactivar los neutréfilos y macrofagos
(Adib-Conquy et al., 2008; Zhang et al., 2018); (ii) reducir la liberacion
de citoquinas proinflamatorias (Bonfield et al., 2012; Lara-Reyna et
al., 2020; Zhang et al., 2018); (iii) facilitar la resolucion de infecciones
(Lara-Reyna et al., 2020); vy, (iv) favorecer la produccion de agentes que
destruyen los patogenos fagocitados (Zhang et al., 2018; Zhou et al.,
2013). Por tanto, la disminucion de la expresion de CFTR, por parte del
motivo PBM de la proteina E del SARS-CoV y SARS-CoV-2, podria



provocar una disminucion de la permeabilidad del endotelio pulmonar,
aumentando el edema observado en los pulmones de los ratones infec-
tados por los CoVs humanos.
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Figura 14. Esquema de accion del CFTR. Esquema de la pared de un alveolo
pulmonar, que separa la parte interior de la parte exterior del alveolo. Tanto en la
membrana que da a la zona alveolar (zona superior) como en la que da al lado
intersticial, se incluyen varias proteinas relacionadas con el transporte de iones
Na*, CI- y K*. En condiciones normales el transporte de iones aumenta hacia el
lado intersticial, lo que incrementa la presidon osmotica a este lado del alveolo,
favoreciendo el paso del agua hacia el exterior del alveolo y disminuyendo el
posible edema pulmonar provocado por la infeccion por CoVs. La observacion
de interés en nuestro laboratorio fue mostrar que la infeccion por el SARS-CoV-2
disminuia la concentracion de la CFTR, lo que reducia la resoluciéon del edema
pulmonar. Afortunadamente, se identific6 una combinacién de dos drogas que se
utilizaban en el tratamiento de la fibrosis cistica, que contribuian a la resolucion
del edema pulmonar.

La actividad del CFTR esta regulada en gran medida por la in-
teraccion PBM-PDZ, con otras proteinas celulares como NHERF1,
NHEFR2, NHREF3, NHERF4, a través de complejos macromolecu-
lares (Brone and Eggermont, 2005; Guggino, 2004; Shenolikar et al.,
2004; Sun et al., 2000; Thelin et al., 2005; Wang et al., 1998). Uno
de los complejos multiprotéicos mas estudiados es el que forman el
receptor 32 adrenérgico (B2AR), que también tiene un motivo PBM,
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y la proteina CFTR mediante la union de sus respectivos motivos
PBM con los dominios PDZ de NHERF1 (B2AR-NHREF1-CFTR)
(Guggino and Stanton, 2006). El ensamblaje de este complejo macro-
molecular, que es facilitado por NHERF1, organiza elementos clave
para la regulacion del CFTR, incluyendo B2AR, proteinas de unioén
a GTP estimulante (Gs), adenilato ciclasa, ezrina y la proteina qui-
nasa A (PKA), que promueven la activacion y regulacion del CFTR
mediante los agonistas adrenérgicos 2. A su vez, CFTR regula otras
proteinas con actividad canal i6nico como la ENaC, también relevan-
te en la resolucion del edema (Guggino and Stanton, 2006; Ji et al.,
2000; Jiang et al., 2000; Riordan, 2005). El motivo PBM de la pro-
teina E del SARS-CoV-2 y del SARS-CoV, se une de forma especi-
fica a NHERF1 mediante una interaccion PBM-PDZ (Caillet-Saguy
et al., 2021). Probablemente, el motivo PBM de la proteina estos dos
virus compite por la unién a proteinas celulares con dominios PDZ,
como NHERF1, que es una de las proteinas clave en la regulacion
del CFTR, provocando la alteracion de su localizacion y actividad.
Esto desencadenaria una mayor permeabilidad del epitelio pulmonar,
disminucion de la resolucion del edema, y por tanto una mayor acu-
mulacion del edema pulmonar observada en los pulmones de ratones
infectados con el SARS-CoV.

Hemos estudiado el efecto de los moduladores del CFTR en la
replicacion del SARS-CoV y el SARS-CoV-2, y se ha identificado la
proteina CFTR como un regulador clave de la absorcion de liquido
alveolar durante la infeccion por el SARS-CoV y se ha mostrado que
la actividad del CFTR es una diana terapéutica potencial para el trata-
miento del edema pulmonar ocasionado por el motivo PBM de estos.
Se estudio el efecto de compuestos conocidos que modulan la activi-
dad de la proteina CFTR en la replicacion del SARS-CoV y SARS-
CoV-2. Se seleccionaron los compuestos: potenciador VX770 (Iva-
caftor), el corrector (VX809, Lumacaftor) y el amplificador PTI-428
del CFTR. El Ivacaftor y el Lumacaftor redujeron la produccion viral
ligeramente en infecciones por SARS-CoV y, de una forma mas dras-
tica en las infecciones por SARS-CoV-2, a diferencia del compuesto
PTI-428. La infeccidn por los virus SARS-CoV y SARS-CoV-2 redu-
jo los niveles de expresion del mRNA del CFTR, a diferencia de sus
respectivos mutantes sin motivo PBM en la proteina E, por lo que la
disminucion de la expresion del mRNA del CFTR se ha asociado al
dominio PBM.
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Diferentes estudios revelaron que mediante el uso de Ivacaftory Lu-
macaftor es posible normalizar los niveles de Ca’>" mitocondrial e intra-
celular con repercusiones beneficiosas sobre el estrés oxidativo y los ni-
veles de citoquinas proinflamatorias en pulmones con fibrosis quistica
(Philippe et al., 2015; Rimessi et al., 2015; Vachel et al., 2013). Posible-
mente, el motivo PBM de la proteina E del SARS-CoV y SARS-CoV-2
reduce la replicacion del virus mediante la alteracion de la homeostasis
de Ca* a través del CFTR. El correcto transporte de Cl" y Na* a través
del epitelio alveolar y de las vias respiratorias, y la integridad de las
barreras epiteliales dentro del pulmén redujeron la patologia pulmonar
causada por el SARS-CoV-2. En un modelo de edema pulmonar indu-
cido por presion hidrostatica elevada, que da lugar a una disminucion
de la actividad CFTR y a la absorcion del liquido pulmonar, el Ivacaftor
revirtid parcialmente esta patologia (Li et al., 2017). Actualmente, am-
bos compuestos se utilizan combinados en el tratamiento de pacientes
con fibrosis quistica (Colombo et al., 2021; Cosgriff et al., 2020; Poli
et al., 2020). Hemos demostrado que la terapia con moduladores de
CFTR podria beneficiar a pacientes con fibrosis quistica frente a la
COVID-19 (Honrubia et al., 2023a; Jarosz-Griffiths et al., 2020; Sui et
al., 2020). Estos moduladores ayudan a restablecer la funcion celular,
a aumentar la correcta hidratacion de las vias respiratorias, a reducir el
estrés oxidativo y a reducir la activacion del inflamasoma mediado por
NLRP3 en pacientes con fibrosis quistica (Jarosz-Griffiths et al., 2020).
El estudio del efecto de estos moduladores en la virulencia del SARS-
CoV-2 puede ser de alto interés. Nuestro laboratorio ha hecho una con-
tribucidn significativa al descubrimiento de antivirales para neutralizar
la infeccién por SARS-CoV-2.

Evolucion SARS-CoV-2

Los virus RNA durante su replicacion introducen errores en su ge-
noma (algo mas de un error por cada 10.000 nucledtidos afiadidos
durante la sintesis de su genoma RNA), dando lugar a la generacion
de millones de mutantes, alguno de los cuales salta la barrera de las
especies al adquirir la propiedad de infectar a las personas por aco-
plarse mejor la proteina de la envuelta del virus al receptor que las
células tienen en su superficie. El SARS-CoV-2, al igual que sus an-
tecesores, evoluciona genéticamente seleccionando nuevas variantes
que se diseminan con mayor facilidad y evitan la respuesta inmune
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que indujeron las variantes anteriores. Cuando un virus salta de una
especie a otra suele ser muy virulento al principio, pero posteriormen-
te evoluciona atenuandose. Ello se debe, a que las variantes del virus
mas virulentas dejan de circular al causar una enfermedad importante
en las personas infectadas.

Las nuevas variantes del SARS-CoV-2, inicialmente acumularon en-
tre 10 y 14 mutaciones puntuales de aminodcidos en la proteina S. Una
parte de ellas eran comunes en tres mutantes, cuando se consideran las
variantes Alfa, Beta, Gama y Delta, pero solo la sustitucion D614G,
afecto a las cuatro variantes (Tabla 3).

VIRUS CON MUTACIONES INCORPORADAS POR DISTINTAS VARIANTES DEL SARS-CoV-2

AB9-70 L18F* L18F T19R
A144 D80A T20N V70F*
E484K D215G P26S T95
S494P* A242-244 D138Y G142D
N501Y R2461* R190S A156-157
A570D K41TN————K417T R158G
E484K— E484K A222V*
P681H  “N501Y———N501Y W258L*
T7161 : — K417N*s
S982A A701V HE55Y L452R
D1118H T10271 . T478K
K1191N*
P681R
D950N

Tabla 3. Mutaciones incorporadas en las variantes del SARS-CoV-2 que se
han impuesto en diversos paises (VOC, variantes que han causado preocu-
pacioén, de su acronimo en inglés). *Variantes detectadas en algunos aislados
virales pero no en todos. #, La variante delta con la mutacion K417N se conoce
como variante Delta+.

Las variantes del virus de Wuhan que mas se han impuesto en las
primeras fases fueron la Alfa, Beta, Gama y Delta. Estas variantes prac-
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ticamente ya no circulan en la actualidad. Mas recientemente se impuso
la variante Omicron, que se ha diversificado considerablemente gene-
rando una amplia variedad de subvariantes que se han ido imponiendo
sucesivamente: BA.1 y BA.2, BA.4 y BA.5, BQ.1 y XBB.5.1). Estas, no
han aparecido de forma ordenada y consecutiva, sino que han emergido
en distintos continentes (Callaway, 2022b) después de una competicion
entre los mutantes generados por azar y ventaja selectiva. Las variantes
del virus 6micron BA.4 y BA.5 se diseminaron mas rapidamente que
las otras lineas de este mismo virus. Estas variantes incorporaron una
mutacion denominada F486V en la proteina S responsable de la infec-
cion, que es una diana de la respuesta inmune. Esta mutacion facilitaba
a los virus mutantes su evasion de la respuestas inmune, favoreciendo
su seleccion (Callaway, 2022a).

Las variantes 6micron no tienen precedentes en su enorme diver-
sificacion y se han impuesto en el ultimo periodo del 2021. Posible-
mente las variantes Omicron se han impuesto para evitar la respuesta
inmune inducida por las variantes precedentes. En la actualidad (sep-
tiembre 2023), en Europa, Norte América y Africa la variante émi-
cron BQ.1 se impone rapidamente, mientras que en Asia, incluyendo
Singapur, Bangladesh y la India la variante XBB es dominante y pare-
ce imponerse. Lo que se puede predecir en este momento (septiembre
2023) es que el SARS-CoV-2 no va a ser erradicado facilmente, y
que probablemente se ha convertido en un virus estacional, aunque
la Organizazcion Mundial de la Salud dice que esta hipdtesis no esta
confirmada porque no ven diferencia en la circulacion del virus en las
diferentes estaciones, a diferencia de lo que pasa con otros virus respi-
ratorios. Entre las nuevas variantes se seleccionan las que crecen mas
rapidamente y evaden la respuesta inmune con mayor facilidad (Ca-
llaway, 2022b). A lo largo del 2023 se espera que una nueva sub-linea
se imponga, posiblemente derivada de XBB (Yue et al., 2023). Esta
es la variante que se estd siguiendo con mayor atencioén en este mo-
mento, y co-circula con la BQ.1.1, lo que constituye una informacién
esencial para el desarrollo de vacunas (Fig. 15). Afortunadamente la
variante XBB parece estar atenuada (Callaway, 2022b), aunque es al-
tamente infecciosa, y ya ocasiona mas del 70% de las infecciones en
el Noreste de EE UU.

La resistencia de las variantes del SARS-CoV-2, a las distintas va-
cunas que se estan administrando en la actualidad (2023), muestra que
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Figura 15. Evolucion de las variantes del SARS-CoV-2 (Callaway 2022b). En
el esquema se indica que con el tiempo se han impuesto predominantemente
las variantes BQ.1 y XBB, derivadas de la 6micron.

las vacunas de Pfizer y de Moderna estan reduciendo su eficacia (Che-
maitelly et al., 2021; Tregoning et al., 2021). Por ello, las vacunas fren-
te al SARS-CoV-2 en produccion, que se van a administrar durante la
campafia de vacunacion del 2023-2024 incluyen solamente la variante
Omicron XBB. La inmunizacién con variantes anteriores a la Omicron,
hace que cuando se inmuniza con una mezcla de proteinas S proceden-
tes de dos lineas de virus anteriores, la respuesta frente a Omicron esta
disminuida por el denominado “pecado original” (es decir, la memoria
inmunologica frente a antigenos similares administrados anteriormen-
te).

Respuesta inmune a las infecciones por CoVs

El estudio de la respuesta inmune de personas recuperadas de la infec-
cion por SARS-CoV-2 indica que tanto la induccién de anticuerpos,
particularmente los que neutralizan al virus, como la respuesta celular
de linfocitos T son relevantes en proteccion, y que la infeccion por el
virus induce respuestas inmunes T fuertes (Le Bert et al., 2020; Se-
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kine et al., 2020). Asi mismo, se ha observado que las respuestas por
anticuerpos duran al menos 17 afios en el caso del SARS-CoV. En el
caso del SARS-CoV-2 la proteccion inmunologica dura como minimo 9
meses (Ripperger et al., 2020). La evaluacion en personas inmunizadas
con las vacunas producidas por Moderna, Pfizer-BioNTech y AstraZe-
neca-Universidad de Oxford, ha mostrado que estas inducen ambos ti-
pos de respuestas inmunes. Las células T potencian la produccion de
anticuerpos (T-CD4), la destruccion de las células infectadas (T-CDS)
y la memoria inmunologica (CD45RO vy otras) (Grifoni et al., 2020).
En pacientes con SARS-CoV-2, se han identificado linfocitos T acti-
vados por la proteina S, y por otras proteinas virales estructurales (M,
N), y no estructurales (nsps). Estas proteinas de los CoVs, combinadas,
probablemente inducen una proteccion 6ptima, superior a las vacunas
basadas en un solo antigeno.

Alteracion de la respuesta inmune en infecciones por CoVs
humanos letales

El andlisis de la respuesta inmune frente al SARS-CoV-2 muestra una
amplia falta de regulacion del sistema inmune en los casos graves de la
infeccion por este virus y hay una amplia evidencia de una respuesta in-
mune aberrante centrada en la supresion de la respuesta mediada por in-
terferones, una abundante respuesta proinflamatoria, y un retraso en la
respuesta inmune adaptativa. Ademas, se ha observado que varias pro-
teinas del virus promueven una inhibicion de la induccion del interferén
y de la estimulacion por este dirigida a la activacion del inflamasoma
(Roy Wong and Perlman, 2021). Esto sugiere que la induccion de una
enfermedad grave por la infeccion con CoVs humanos esta mediada por
la pérdida de regulacion de la respuesta inmune y por una interferencia
viral significativa.

La falta de regulacién de la respuesta inmune por los IFNs se pue-
de atribuir en general a los genes estimulados por el IFN (interferon
stimulated genes, I1SGs). La expresion de estos genes se aumenta du-
rante la infeccion viral con el objeto de realizar funciones criticas
para el control y eliminacién de los virus. Las funciones de los ISGs
inhiben la entrada del virus, su replicacion, traduccion y salida de la
célula (Schoggins, 2019). Ademas de estas actividades, los ISGs re-
gulan la respuesta inmune adaptativa. El papel protector de este tipo
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de respuesta se ha demostrado al observar que pacientes COVID-19,
con defectos genéticos en las vias de sefializacion del IFN o con au-
to-anticuerpos especificos para el IFN, tienen un prondstico muy
desfavorable. De hecho, el 10% de los pacientes con un COVID-19
grave generan auto-anticuerpos especificos para el IFN tipo I (IFN-I),
mientras que el 3.5% de los pacientes COVID-19 que tenian defectos
genéticos en loci implicados en receptores 7oll-like 3 (TLR3), o en el
factor 7 regulador del IFN (IRF-7), no lo hacen (Bastard et al., 2020;
Zhang et al., 2020).

Los beneficios de la combinacioén del IFN con la administracion
de antivirales en las infecciones por CoVs se ha evaluado en ensayos
clinicos con resultados aparentemente no consistentes. Estos datos
muestran la importancia del momento de la produccién o administra-
cion del IFN. La mayor parte de los pacientes que bajaron los niveles
de produccion de IFN pronto después de la infeccion, evolucionaron
favorablemente. Sin embargo, los pacientes con una respuesta per-
sistente por IFN, mostraron niveles de saturacion de oxigeno meno-
res, menores niveles de anticuerpos especificos para el SARS-CoV y
peor evolucion clinica. Estos estudios sugieren que los pacientes con
respuestas por IFN persistente bloquean el cambio de una respues-
ta innata a una inmunidad adaptativa conforme la infeccion por el
SARS-CoV avanza, dando lugar a una enfermedad grave en algunos
casos (Cameron et al., 2007). En un estudio longitudinal de muestras
clinicas de pacientes con COVID-19, la expresion elevada de los ni-
veles de IFN solo se detect6 en la sangre de los pacientes con una en-
fermedad grave, y los niveles elevados del IFN se correlacionaron con
la gravedad de la enfermedad y su mortalidad, lo que apoya el papel
patologico del IFN (Lucas et al., 2020). Sin embargo, en otros estu-
dios, se observaron respuestas tempranas del IFN y se observd que
los sintomas clinicos disminuyeron en los pacientes, con una infec-
cion por SARS-CoV-2 entre media y moderada (Galani et al., 2021;
Hadjadj et al., 2020). No es sorprendente registrar diferentes modelos
de expresion temporal del IFN para cada nivel de gravedad de la en-
fermedad, dado que las muestras bioldgicas procedentes de los dife-
rentes pacientes se han recogido de personas con diferentes perfiles
demograficos, y en distintas etapas de progresion de la enfermedad,
segun la Real Academia de Medicina, lo que complica el analisis e
interpretacion de los resultados clinicos.
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Proteinas de CoVs que interfieren con la induccion de
interferon

Ademas de los factores del hospedador que afectan a la produccion
de IFN, existen proteinas virales que contribuyen a la alteracion de la
respuesta por IFN (Roy Wong and Perlman, 2021). Los CoV's muestran
distinta susceptibilidad al IFN, y los tres coronavirus patégenos para
el hombre: SARS-CoV, MERS-CoV y SARS-CoV-2 codifican anta-
gonistas frente al IFN que reducen su produccion o actividad por el
hospedador (de Wilde et al., 2013; Katsura et al., 2020; Lokugamage
et al., 2020; Miorin et al., 2020). Los CoVs MERS-CoV and SARS-
CoV-2 son mas sensibles al IFN que el SARS-CoV, y estos mismos
virus reducen la induccion de IFN mas que el SARS-CoV. Sin embargo,
el SARS-CoV y SARS-CoV-2 inhiben la actividad del receptor interfe-
ron-alpha/ beta (IFNAR) en un grado superior al MERS-CoV (de Wilde
et al., 2013; Katsura et al., 2020; Lokugamage et al., 2020; Miorin et
al., 2020).

Con el objeto de identificar los antagonistas del IFN codificados
por el SARS-CoV-2, se han realizado prospecciones in vitro expresando
proteinas individuales del SARS-CoV-2. Los resultados mostraron que
las proteinas nspl, nsp3, nsp12, nsp13, nspl4, nspl5, nsp16, y las fases
abiertas de lectura (ORF) 3 y 6, las proteinas M y N interfieren con la
produccion o accion del IFN en condiciones que mimetizan las de la
infeccion por SARS-CoV-2 (Lei et al., 2020; Xia et al., 2020; Yuen et
al., 2020).

Factores que favorecen la inflamacion

Larespuesta pro-inflamatoria inicial inducida por la infeccion con CoVs
da lugar a una concentracion rapida de células del sistema inmune en
los tejidos donde la infeccion es alta, como los pulmones, y su activa-
cion, diferenciacion y proliferacion (Chen et al., 2018). No obstante, la
respuesta inmune que facilita la eliminacion del virus, también puede
inducir una patologia inmune. Existen muchas publicaciones que des-
criben aumentos de la patologia mediados por la respuesta inflamatoria
en pacientes infectados con SARS-CoV, MERS-CoV o SARS-CoV-2,
y también en modelos animales infectados con estos virus. Esto se de-
mostro por la deteccion de niveles elevados de citoquinas y quimioqui-
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nas, incluyendo IL-1, IL-6, IL-8 y el factor de necrosis tumoral (TNF),
y la presencia de células inmunes en los pulmones de los pacientes fa-
llecidos (Barnes et al., 2020; Hadjadj et al., 2020; Huang et al., 2020;
Lucas et al., 2020; Mathew et al., 2020; Nienhold et al., 2020). Los
niveles altos de estos mediadores inflamatorios se correlacionaron con
la gravedad de la infeccion (Hadjadj et al., 2020; Huang et al., 2020;
Lucas et al., 2020; Mathew et al., 2020).

En consonancia con esta observacidn, en nuestro laboratorio se
mostrd que la infeccion por el SARS-CoV activa la via de sefalizacion
NF-kB (DeDiego et al., 2014), y una caracteristica destacada de la CO-
VID-19 grave es el incremento de la concentracion de las moléculas
pro-inflamatorias, tales como: IL-1, IL-6, IL-8 y TNF, que aumentan
con la activacion de NF-kB (Hadjadj et al., 2020). Se ha propuesto que
ciertas proteinas del SARS-CoV-2 son criticas para aumentar la patogé-
nesis inmune de la COVID-19. Tal es el caso de las proteinas ORF3a,
ORF7a, M y N que inducen la expresion de citoquinas pro-inflamato-
rias mediante la activacion de NF-kB en cultivos celulares (Su et al.,
2021; Wu et al., 2021).

En la COVID-19 se ha observado una falta de regulacion candnica
de la respuesta inmune innata y de la adaptativa, mediada por la infec-
cion viral. La COVID-19 es un buen ejemplo de la naturaleza com-
pleja e interdependiente de la homeostasis de la respuesta inmune del
hospedador. Una vez se ha desequilibrado, tal como sucede en el caso
de la COVID-19, las consecuencias son la produccion de una serie de
patologias inmunes que llevan a la progresion de la enfermedad. Un
entendimiento mas profundo de estos cambios permitiria el desarrollo
de terapias efectivas para el tratamiento de los pacientes que desarrollan
una enfermedad grave como consecuencia de la infeccion por el virus.

COVID-19 de larga duracion. Mecanismos causantes:
posible combinacion de varios mecanismos

En Estados Unidos, Europa y otros continentes se ha observado que una
elevada proporcion de los pacientes que han sufrido la COVID (entre
el 10 y el 23 %, independiente de si habia causado una patologia leve
o grave) podian sufrir una patologia multifuncional incluso dos afios
después de haberse recuperado aparentemente de la infeccion original
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(Mesa, 2022; Peluso and Deeks, 2022). Los sintomas observados en
los pacientes indican que estos se fatigan facilmente, sufren insomnio,
pérdida de memoria, niebla en el cerebro, sintomas de demencia, ansie-
dad, artritis y hasta unos 200 sintomas distintos. Sin embargo, investi-
gaciones sobre los determinantes del Post-COVID no han identificado
una unica causa de esta enfermedad y se han propuesto al menos cuatro
posibilidades, solas o combinadas, como tentativas etiologias del CO-
VID de larga duracion: (i) la induccion de una inflamacion persistente
que afecta a varios organos del cuerpo, debida a niveles de citoquinas e
interleuquinas tales como la IL-6, interferones, y el factor de necrosis
tumoral (TNF); (ii) la presencia continua del virus o particulas defecti-
vas del mismo en 6rganos como el tracto gastrointestinal; (iii) la reacti-
vacion de virus persistentes como el Epstein-Barr, un herpesvirus que
frecuentemente causa la mononucleosis infecciosa; o (iv) la presencia
de micro-coagulos que se han encontrado frecuentemente en los pa-
cientes con COVID de larga duracion. Varios estudios han descrito la
presencia de células T activadas en estos pacientes, asi como células T
citotoxicas y células B virgenes, que no han sido previamente estimu-
ladas por su antigeno. Aunque en principio todas las hip6tesis son po-
sibles y no excluyentes, nuestra hipdtesis preferente es que el genoma
del SARS-CoV-2 haya evolucionado a formas delecionadas del mismo
que han reducido su capacidad para propagarse en nuestro organismo,
pero que persisten con un titulo reducido, preferentemente en 6rganos
como el tracto gastrointestinal, donde la respuesta inmune sea menos
efectiva. Esta hipotesis se refuerza por haber encontrado en el tracto
gastrointestinal, de un numero significativamente alto de pacientes, la
expresion de varias proteinas virales (S, replicasa, N, y M), y también
de los mRNAs correspondientes. La presencia de la replicasa facilitaria
la posibilidad de auto-amplificacion de estas particulas (Zhou et al.,
2023; Zollner et al., 2022). Los genomas defectivos de virus RNA se
han identificado como un factor que influye en la respuesta inmune y la
patogénesis viral. La presencia de genomas defectivos del SARS-CoV-2
se ha detectado por la secuenciacion masiva de transcriptomas de cé-
lulas de pacientes con COVID-19 de larga duracion. La cuantificacion
de los RNAs identificados por secuenciacion masiva mostraron que la
formacion de genomas defectivos del virus daba lugar a un incremento
de la produccion de interferon.

Independientemente de la etiologia del COVID-19 de larga dura-
cion, es evidente que va a representar un importante problema sanitario,



social y econdémico, por lo que instituciones como los NIH de EE. UU.
han dispuesto sumas muy elevadas de financiacion para su investiga-
cion. Nuestro equipo se ha sumado a este esfuerzo, y esta desarrollando
un proyecto sobre este tema en colaboracion con equipos de investiga-
cion de EE. UU.

Desarrollo de vacunas
Tipos y numero de vacunas en desarrollo

En la actualidad hay mas de 200 candidatos a vacunas de diversos
tipos en desarrollo (https://www.who.int/publications/m/item/draft-
landscape-of-covid-19-candidate-vaccines). Esto incluye distintas
tecnologias basadas en: (i) el antigeno de las espiculas del virus
(proteina S) o fragmentos de la misma, dado que es el mayor inductor
de anticuerpos neutralizantes para los CoVs; (ii) el virus SARS-CoV-2
inactivado quimicamente; (iii) la utilizacion de vectores virales no
replicativos derivados de adenovirus, poxvirus y virus parainfluenza
humano atenuados; (iv) el uso de vectores virales replicativos basados
en virus animales como el virus de la estomatitis vesicular (VSV), el
virus de la enfermedad de Newcastle (NDV), o humanos como el virus
del sarampion; (v) la combinacion de dos adenovirus recombinantes de
distinto serotipo, para la primera y segunda dosis de vacunacion (Ad5-S
y Ad26-S); (vi) mRNAs que codifican la expresion de la proteina S
de CoVs; (vii) replicones RNA derivados del propio virus vy, (viii) la
expresion de la proteina S del virus utilizando plasmidos DNA, entre
otras estrategias.

En agosto del 2022 al menos 40 vacunas para el SARS-CoV-2 se
estaban evaluando en ensayos clinicos en humanos fase Il y se habian
aprobado completamente al menos 12. De ellas, tres estan basadas en
vectores derivados de adenovirus recombinantes que expresan la protei-
na S del SARS-CoV-2: la vacuna de la Universidad de Oxford y la com-
pafiia AstraZeneca, basada en un adenovirus de chimpancés (Voysey et
al., 2021), una de las vacunas de la compafiia CanSino Biologics, en
colaboracion con el instituto de Biotecnologia de Pekin (China), basada
en el adenovirus humano 5 (Zhu et al., 2020a; Zhu et al., 2020b), y la
vacuna de la compaiia Johnson and Johnson Janssen Pharma que utili-
za un vector basado en el adenovirus 26 humano (Sadoff et al., 2021).
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Estas vacunas se crecen con titulos muy altos (>10'' unidades infectivas
por ml), por lo que su coste es relativamente reducido y, aunque indu-
cen efectos secundarios leves, estos se consideraban “asumibles”, algo
discutible incluso en la situacion de pandemia grave como la mediada
por el SARS-CoV-2. La vacuna de la compaiiia AstraZeneca confiere
una proteccion entre el 62 y el 90%, dependiendo de las dosis adminis-
tradas en la primera y segunda inmunizacion. La administracion de esta
vacuna induce fiebre, dolor muscular y causa un pequeio resfriado que
se suele resolver simplemente con la administracién de un paracetamol.
La vacuna desarrollada por el Instituto Gamaleya de Rusia esta basada
en la administracion de dos vectores basados en adenovirus de distinto
serotipo el rAd26 y el rAdS5 para potenciar la inmunidad inducida por la
vacuna (Logunov et al., 2020). El uso de adenovirus de dos serotipos, le
puede dar una ventaja sobre las vacunas que utilizan el mismo vector en
las dos dosis, porque la segunda inmunizacion no se vera interferida por
una respuesta inmune inducida por la primera, de un serotipo distinto.

Vacunas alternativas de la firma china Sinovac y de la farmacéutica
Nacional China Sinopharma estan basadas en el SARS-CoV-2 inactiva-
do quimicamente. El 90% de las personas vacunadas con esta vacuna
produjeron anticuerpos neutralizantes especificos para el virus a las dos
semanas después de la inmunizacion. Estas personas desarrollaron sin-
tomas adversos suaves, como dolor en el sitio de la inyeccion y fiebre
moderada, pero no reacciones de importancia. Este tipo de vacunas so-
lamente deberian de inducir una inmunidad secretora en mucosas limi-
tada, al no haberse administrado en las propias mucosas respiratorias.
Sin embargo, la inmunizacion directa en las mucosas, se necesitaria
para proteger frente al SARS-CoV-2, es la mas efectiva, dado que este
tipo de inmunidad compartimentalizada se induce solamente en las mu-
cosas en las que se expresa el antigeno. No obstante, hoy en dia se
administran vacunas a nivel mundial, como la que protege frente a in-
fecciones respiratorias producidas por el virus de la gripe, que se admi-
nistran por via intramuscular, a pesar de lo cual inducen un cierto grado
de proteccion variable, entre el 30 y 75% de las personas vacunadas. Por
ello, es comprensible que las vacunas basadas en vectores derivados de
adenovirus o poxvirus, administradas intramuscularmente, también in-
duzcan proteccion. Con el fin de garantizar la seguridad de las vacunas
inactivadas, es muy importante comprobar que su administracion no
induce efectos adversos tales como la eosinofilia, siguiendo lo que se
ha indicado anteriormente (Bolles et al., 2011).
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En Espafia estan en desarrollo varias vacunas basadas en algunas de
las tecnologias citadas anteriormente. Los tres candidatos a vacuna mas
conocidos, que se estan produciendo en laboratorios del CSIC, se estan
desarrollando en el Centro Nacional de Biotecnologia (laboratorios di-
rigidos por los Prof. Mariano Esteban y el Dr. Juan Garcia Arriaza, o en
el laboratorio dirigido por el Prof. Luis Enjuanes, con la colaboracion
de las Dras. Isabel Sola y Sonia Zuifiiga. En este laboratorio se cuenta
ademas con la colaboracion de un experimentado equipo de cientificos.
Por otra parte, en el Centro de Investigaciones Bioldgicas (CIB-CSIC,
Madrid), el equipo del Prof. Vicente Larraga esta desarrollando una va-
cuna basada en un plasmido DNA que expresa la proteina S del SARS-
CoV-2, que se encuentra en una fase avanzada del desarrollo.

La vacuna dirigida por Mariano Esteban esta basada en una variante
del virus de la viruela denominada MVA, que esta fuertemente atenuada
porque a su genoma DNA se le han eliminado en torno a un 30% de los
genes. Esta variante ya esta aprobada para su uso como vector vacunal
por las agencias que controlan la administracion del medicamento tanto
de EE. UU. (FDA), como por la Agencia Europea del Medicamento.
Este grupo ha mostrado que este vector viral que expresa la proteina S
del SARS-CoV-2 induce en ratones transgénicos humanizados, ham-
sters y en monos macacos, anticuerpos neutralizantes para el virus, e
inmunidad celular que protegen frente al desafio con una dosis letal del
virus virulento.

Vacunas basadas en mRNAs

Las vacunas que utilizan moléculas de mRNA que codifican la protei-
na S del SARS-CoV-2, el mayor inductor de anticuerpos neutralizan-
tes, han sido las primeras en estar disponibles para su administracion.
La primera es la producida por un consorcio de las companias BioN-
Tech (Alemania) y Pfizer (Nueva York, EE. UU.) (Mulligan et al.,
2020). Esta vacuna no causa efectos secundarios adversos relevantes,
e induce una proteccion de hasta el 95% en las personas vacunadas.
Ninguna de las personas a las que se le ha administrado la vacuna de
Pfizer sufrio efectos secundarios serios, aunque el 75% de las per-
sonas a las que se le administrd la dosis mas alta de la misma (100
microgramos de RNA) sintieron fatiga, dolor de cabeza, resfriado,
dolor muscular y de las articulaciones. Esta vacuna indujo niveles de



anticuerpos neutralizantes de 1,8 a 2,8 veces mayores que los obser-
vados en el plasma de los pacientes recuperados de la infeccion por el
SARS-CoV-2. La segunda vacuna basada en mRNA es la producida
por la compatfiia norteamericana Moderna y los Institutos Nacionales
de Salud (NIH) de EE. UU. (Corbett et al., 2020; Hassan et al., 2020;
Jackson et al., 2020). Esta vacuna también proporciona una protec-
cion en torno al 95%. Las vacunas basadas en mRNAs tienen la ven-
taja de disenarse y producirse con facilidad. También pueden inducir
una respuesta inmune de larga duracion. No obstante, pese a su senci-
llez, también inducen efectos secundarios suaves. Estos efectos des-
aparecen rapidamente en unos dos dias, lo que hace que las vacunas
basadas en mRNAs sean una alternativa a las vacunas convencionales.
Las vacunas de mRNA inducen anticuerpos neutralizantes y respues-
tas de células T, pero no suelen inducir una inmunidad esterilizante,
tal que los modelos animales utilizados en la evaluacion no permitan
el crecimiento de los virus que se administran en el desafio para com-
probar su eficacia, algo que tampoco induce la vacuna de Oxford-As-
traZeneca. La proteccion inducida por los distintos tipos de vacunas
mRNA que expresan la proteina S del SARS-CoV-2, se han optimiza-
do en el caso de las vacunas de Pfizer y Moderna mediante el uso de
ribonucleosido trifosfatos modificados para aumentar su estabilidad
y traducibilidad, aumentando asi la inmunogenicidad de la proteina S
codificada por estos mRNAs (Pallesen et al., 2017).

Vacunas frente el MERS-CoV y el SARS-CoV-2 basadas en
replicones RNA de coronavirus

En el Laboratorio de Coronavirus del CNB-CSIC hemos desarrollan-
do vacunas para prevenir la infeccion por los virus humanos MERS-
CoV y SARS-CoV-2. Las dos vacunas estan basadas en replicones
RNA de los correspondientes virus, cada una con caracteristicas di-
ferenciales. Estas vacunas son seguras porque los replicones RNA en
los que se basan se derivan del genoma de cada uno de estos virus, en
los que se han delecionado varios genes, cada uno de los cuales lleva a
la atenuacion del virus. Ademas, es esencial la delecidén de una combi-
nacion de genes que da lugar a replicones deficientes en propagacion,
lo que hace que éstos no se puedan transmitir de célula a célula, por
lo que son altamente seguros, al no tener la oportunidad de revertir
a un virus infectivo. Estos replicones RNA son auto-amplificables,
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lo que les permite incrementar mas de mil veces la cantidad de los
RNA mensajeros que codifican varias proteinas del virus, incluida la
proteina S, el mayor inductor de anticuerpos neutralizantes (Almazan
et al., 2013; Gutiérrez-Alvarez et al., 2021). Nuestro laboratorio ha
combinado técnicas de biologia sintética y genética inversa para en-
samblar cDNAs completos del MERS-CoV y del SARS-CoV-2. Estos
métodos utilizan cromosomas artificiales de bacterias (BACs). Con
ellos se han disefado candidatos a vacunas que han proporcionado
una proteccion del 100% frente al desafio por dosis de virus altamente
letales administradas a modelos animales (ratones transgénicos huma-
nizados que expresan el receptor hDPP4 o el ACE2, segun se trate del
virus MERS-CoV o el SARS-CoV-2) (Fig. 16).
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Figura 16. Proteccion inducida por la vacuna basada en el replicon RNA de-
rivado del MERS-CoV-MA30, frente al desafio con un CoV virulento. Ratones
modificados Kl, en los que se cambiaron dos exénes del receptor endégeno
para el MERS-CoV para asemejarlo al receptor humano homodlogo, con el fin
de hacerlos susceptibles a este virus, se vacunaron con los replicones en los
que se habian delecionado los genes indicados entre paréntesis. Tres semanas
mas tarde, estos ratones se desafiaron con una dosis letal de 1x10° unidades
formadoras de placas de lisis. Todos los ratones vacunados (lineas de colores)
mantuvieron su peso (grafica de la izquierda) y sobrevivieron (grafica de la de-
recha) al desafio con el virus virulento, confirmando la eficacia de la vacunacion
con una sola dosis de antigeno administrada por via intranasal.

En ensayos preclinicos realizados en ratones transgénicos humani-
zados, estos replicones RNA han mostrado la induccién de una inmu-
nidad esterilizante, por lo que no solo protegen frente a la enfermedad,
sino que la inmunizacién con ellos induce una respuesta inmune que
bloquea la transmision del virus entre distintas células (Fig. 17).
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Figura 17. Induccién de una inmunidad esterilizante por la administracién de
una dosis de la vacuna para el MERS-CoV. Esta vacuna se basa un replicon
RNA derivado del genoma del virus, utilizando técnicas de ingenieria genética
que lo atenutan, y hacen que el RNA resultante no se pueda propagar a las
células vecinas vy, por tanto, sea bioseguro. Para la generacién de este replicon
se han delecionado los genes 3, 4a, 4b, 5, y E. Las columnas negras indican el
nivel de replicacién del virus del desafio en los ratones no vacunados, mientras
que las columnas naranjas muestran el crecimiento del virus (que es nulo) en
los animales vacunados.

Desarrollo de vacunas para el SARS-CoV-2 basadas en repli-
cones RNA derivados de CoVs

El desarrollo de una vacuna frente al SARS-CoV-2 se ha basado en los
mismos principios que el de una vacuna para el MERS-CoV, es decir,
en la construccion de replicones RNA deficientes en propagacion que
se administran en el interior de particulas andlogas a virus (VLPs, virus
like particles), que no pueden salir de la célula y no se propagan. Sin
embargo, los objetivos esenciales de estos replicones, es que fuesen
atenuados y deficientes en propagacion, requirieron la delecion de en-
torno a ocho genes que se localizaban a lo largo del todo el genoma del
virus, con el fin de evitar que un solo evento de recombinacion con otro
virus circulante diese lugar a la generacion de un virus competente en
replicacion y propagacion (Fig. 18). Los genes que se delecionaron en
el genoma del SARS-CoV-2, fueron distintos a los que se eliminaron
en el caso del MERS-CoV. Estas deleciones de genes afectaron a cinco
dominios del genoma del SARS-CoV-2 que se distribuyeron por toda su



longitud. Ademas, en el caso del SARS-CoV-2, se introdujeron muta-
ciones complementarias en otras proteinas como la N para aumentar el
titulo del replicon RNA al ser rescatado dentro de las VLPs.
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Figura 18. Diseno de una vacuna frente al SARS-CoV-2. El disefio de un
replicon RNA como una vacuna para la proteccién inmunoldgica frente al SARS-
CoV-2, es un proceso complejo, del cual solo se proporcionan en esta revision
algunos detalles esenciales, por estar este desarrollo en un proceso para paten-
tarlo. Ello ha hecho que a varios genes se les haya dado un nombre codificado.
En sintesis, por ingenieria genética se han delecionado total o parcialmente
entorno a 10 genes del SARS-CoV-2. Estos genes se agrupan en cuatro zonas
del genoma indicadas por las zonas dentro de recuadros rojos, que contienen
dominios del genoma incluidos en recuadros con trazos discontinuos. En estas
zonas se han eliminado total o parcialmente distintos genes, lo que ha llevado
a la atenuacion o deficiencia en propagacion del replicén RNA generado.

Los replicones RNA que constituyen la vacuna para el SARS-CoV-2
son mutantes de delecion derivados del genoma del virus, que se pue-
den propagar cuando se complementan proporcionandoles en frans las
proteinas que se les han delecionado para generar el replicon. Estas
proteinas se pueden suministrar expresandolas con plasmidos que se
cotransfectan a la célula donde se amplifica el replicon RNA, que se
encapsida en una VLP o, alternativamente, se pueden producir en cé-
lulas establemente transformadas que expresan de una forma estable o
inducible estas proteinas. Los trabajos realizados en nuestro laboratorio
se han basado inicialmente en el primer sistema, expresion de las pro-
teinas complementadoras mediante plasmidos. No obstante, para la fa-
bricacion de la vacuna en grandes cantidades lo ideal es crecer las VLPs
que encapsidan el replicon, en células establemente transformadas en
las que se han integrado los genes necesarios para la propagacion del



virus defectivo en propagacion que sintetizan. Una de estas proteinas es
la E (envuelta del virus). La construccion de las lineas celulares estable-
mente transformadas requiere la terminacion de un trabajo en marcha
para la identificacion y eliminacion de los dominios toxicos de estas
proteinas para aumentar su estabilidad y supervivencia. Estas lineas ce-
lulares establemente transformadas permitiran la produccion masiva de
la vacuna. Aunque ya se han obtenido algunos prototipos, se necesita
mejorar su estabilidad y, en consecuencia, el nivel de produccion del
replicon RNA.

En el disefo de vacunas su seguridad es muy importante dado que
se pueden administrar a varios millones de personas. Por ello la in-
troduccion de cambios genéticos atenuantes en posiciones distales del
genoma del virus es esencial. Par asegurar que los cambios que se intro-
duzcan no se puedan revertir en un solo evento de recombinacion, nos
propusimos introducir modificaciones en el extremo 5’ del genoma del
replicon siguiendo la observacion que habiamos hecho anteriormente
en nuestro laboratorio, mostrando que la introduccioén de pequefias de-
leciones de entorno a ocho aminoacidos en dominios conservados del
gen nspl en CoVs lo atenuaban (Regla-Nava et al., 2015). Hemos estu-
diado el efecto atenuador de una coleccidon de deleciones en la virulen-
cia del virus y se ha seleccionado una combinacion de dos deleciones
que atenuan al virus (Marchena-Pasero et al., 2023). Esta atenuacion se
ha combinado con otras cuatro para garantizar la construccion de una
vacuna basada en un replicon RNA atenuado.

Las distintas modificaciones que hemos introducido en el replicon
deficiente en replicacion, se han combinado en un Unico o varios re-
plicones y se seleccionaron los que reunieron una lista de propiedades:
proporcionar proteccion en el modelo experimental del raton humani-
zado y del hamster, ser estables, y no causar efectos secundarios en
las células seleccionadas para su crecimiento ni en los modelos ani-
males experimentales evaluados. Los ratones transgénicos utilizados se
construyeron esencialmente por Paul McCray y Stanley Perlman de la
Universidad de Iowa, con los que hemos colaborado a lo largo de los ul-
timos 20 afios en proyectos de los Institutos Nacionales de Salud (NIH)
de EE. UU. A este consorcio, los equipos norteamericanos contribuye-
ron con el modelo animal experimental, ratones transgénicos suscepti-
bles al SARS-COV-2, y nuestro grupo disefid y construyo los replicones
RNA inductores de la proteccion.
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Figura 19. Dos versiones para la administracién de la vacuna especifica para
el SARS-CoV-2. Se representa la generacion de los dos prototipos de vacunas
basados en el replicon RNA del SARS-CoV-2 disefiados en el Laboratorio de
Coronavirus del CNB-CSIC. En la figura de la izquierda se representa la formacion
de particulas andlogas a virus (VLPs) que incorporan en su interior el replicon
RNA. En la figura de la derecha se representa la encapsidacién de los replicones
RNA en nanoparticulas que pueden constar de mezclas de lipidos, proteinas u
otras substancias (Gutiérrez-Alvarez et al., 2021).

Un aspecto relevante de la induccidon de inmunidad con las vacunas
es la ruta de administracion. Se ha comprobado ampliamente que el
mejor modo para la induccion de inmunidad en las mucosas respirato-
rias, es la presentacion de los antigenos en estos tejidos, con el fin de
inducir inmunidad local en las vias respiratorias, que es la via de entra-
da de virus respiratorios como los CoVs. Una sola dosis de una vacuna
basada en adenovirus, administrada por via intranasal a ratones protege
el tracto respiratorio superior e inferior frente al SARS-CoV-2, algo
que no sucede cuando esta administracion es intramuscular (Hassan et
al., 2020). De hecho, la vacuna que hemos disefiado en el Laborato-
rio de Coronavirus del CNB-CSIC, se administra intranasalmente, y
da una proteccion esterilizante frente al MERS-CoV, después de admi-
nistrar una sola dosis (Gutiérrez-Alvarez et al., 2021). La induccion de
inmunidad en mucosas tiene la ventaja de inducir inmunoglobulinas del
isotipo IgA en gran cantidad, en las mucosas respiratorias de las vias
de entrada, y en el tejido pulmonar. Por la proximidad de la via nasal
al cerebro, un requerimiento que se solicita a las vacunas intranasales
es mostrar que esta via de administracion es segura y que no facilita la
entrada de componentes de la vacuna que produzcan efectos secunda-



rios en el cerebro, por atravesar la barrera hematoencefalica (Bernstein
et al., 2020). En nuestro laboratorio hemos mostrado que la inmunidad
inducida cuando el replicon RNA generado es administrado por via in-
tranasal es muy superior a cuando la administracion es intramuscular.

Los replicones RNA generados se administraron como VLPs. Es-
tas particulas se producen en menor cantidad en el citoplasma de las
c¢lulas infectadas en relacion con la cantidad producida por los virus
completos, aunque aparentemente, tienen la misma morfologia (Fig.
19). Cuando la eficacia de la administracion de los replicones encapsi-
dados en VLPs se comparé con la inducida por nanoparticulas basadas
en combinaciones de lipidos, la eficacia de las VLPs en la induccion de
una respuesta inmune fue muy superior.

Ensayos preclinicos de induccion de proteccion realizados en rato-
nes transgénicos humanizados que expresan el receptor ACE-2 (hem-
bras K18-hACE-2 C57BL/6J) (McCray et al., 2007) mostraron que una
sola inmunizacién con los replicones RNA, en los que se habian dele-
cionado cuatro genes del SARS-CoV-2, y eran defectivos en propaga-
cion y atenuados, indujeron una inmunidad esterilizante, que confirio
resistencia frente al desafio con una dosis letal del virus (cien millones
de particulas infectivas) (Fig. 20).
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Figura 20. Evaluacion de la proteccion frente a infecciones por el SARS-
CoV-2 en ratones inmunizados con replicones RNA en los que se han dele-
cionado diversos genes en cuatro zonas del genoma. Grupos de cinco ratones
de 20 semanas se inmunizaron por inoculacion intranasal con el replicon RNA
derivado del SARS-CoV-2, y tres semanas después se sometieron a un desafio
con 10° unidades infectivas y se evalud la pérdida de peso y supervivencia de
los ratones durante 12 dias. Los resultados mostraron una ligera pérdida de
peso, que se recuperd posteriormente y que la supervivencia de los ratones
inmunizados fue del 100%.



Caracteristicas de la proteccion inducida en la vacunacion
con los replicones RNA disefiados en nuestro laboratorio

La vacuna obtenida basada en replicones RNA derivados del genoma
del SARS-CoV-2 proporcion6 una proteccion completa con una sola
dosis, porque induce elevadas respuestas por anticuerpos neutralizantes
y linfocitos T de varios tipos, protege frente a todos las estirpes del virus
que se han impuesto a lo largo de la pandemia (alfa, beta, gama, delta
y dmicron), y proporciona una inmunidad esterilizante, dado que en los
ratones inmunizados, cuando se realiza el desafio con una dosis letal su-
perior a 100 mil dosis infectivas, el virus es eliminado completamente.
La vacuna, evaluada en ensayos realizados en modelos experimentales
(ratén y hamsters “programado’) no produce efectos secundarios signi-
ficativos. En este momento estan en curso pruebas complementarias de
estabilidad in vitro e in vivo, niveles y cinéticas de produccion, neutra-
lizacion de variantes virales, etc., para completar la caracterizacion de
los prototipos de vacuna disefiados. Un resumen de las caracteristicas
mas relevantes de la vacuna disefiada para el SARS-CoV-2 se muestra
en la Tabla 4.

El estado actual y perspectivas en el desarrollo de la vacuna para el
SARS-CoV-2 se resumen en que se estan programando los ensayos pre-
clinicos en monos macacos. Las evaluaciones en primates no humanos
son viables para nuestro laboratorio. Sin embargo, los estudios clinicos
en humanos requeriran la incorporacion de una compaiiia multinacional
y la colaboracion del Estado.

BASADA EN UN REPLICON RNA DERIVADO DEL GENOMA DEL VIRUS
RNA COMPETENTE EN REPLICACION Y DEFICIENTE EN PROPAGACION
ESTABLE EN CULTIVOS E IN VIVO

EXPRESA VARIAS PROTEINAS VIRALES

INDUCE ANTICUERPOS NEUTRALIZANTES Y RESPUESTA T CELULAR
ADMINISTRACION INTRANASAL

INDUCE INMUNIDAD ESTERILIZANTE EN EL MODELO DEL RATON
INMUNIZA FRENTE A LAS VARIANTES DEL SARS-CoV-2

Tabla 4. Caracteristicas mas relevantes de la vacuna disenada para el SARS-
CoV-2 en el laboratorio de CoV del CNB-CSIC.
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Etapas para mejorar los prototipos de la vacuna para el
SARS-CoV-2 desarrollado en nuestro laboratorio

Las vacunas que se desarrollan pueden ser excelentes, pero es necesario
que alcancen un titulo minimo igual o superior a 107 unidades infecti-
vas por mililitro para que sean rentables en su produccion y aplicacion.
Estos titulos los hemos alcanzado con nuestra vacuna basada en repli-
cones RNA, mediante una concentracion de en torno a cien veces. En
la actualidad estamos desarrollando varias estrategias en paralelo incor-
porando mutaciones en el genoma del replicon, que elevan los titulos de
los CoVs. Asi mismo, se ha delecionado el sitio de corte por la proteasa
furina, situado hacia el medio de la proteina S del virus, que en varios
sistemas celulares aumentan mas de veinte veces el titulo del virus vy,
previsiblemente, del replicon RNA (Johnson et al., 2021). Ademas, es-
tamos introduciendo modificaciones en la nucleoproteina (N) del virus,
0 en otros genes, cuya naturaleza es confidencial en este momento, con
el fin de incrementar los titulos del virus.

La inmunizacion con las vacunas disponibles hasta el afio 2022
incluian variantes del SARS-CoV-2 que emergieron durante los afios
2020-2022 de la pandemia y estimulan una alta proteccion frente a es-
tas estirpes. Sin embargo, la proteccion frente a la variante dmicron se
ha visto significativamente reducida (He et al., 2022). En contraste, la
inmunizacion con la variante Gmicron protege efectivamente contra esta
variante, pero da una baja proteccion frente a las variantes anteriores
(alfa, beta, gama y delta), debido a que esta variante ha mutado mas
de 44 residuos de su proteina S respecto a estirpes virales anteriores
(Miller et al., 2023). Al mismo tiempo, la inmunizacioén con la variante
omicron, en personas previamente inmunizadas con las variantes ante-
riores del virus, también induce una fuerte proteccion frente a las ce-
pas anteriores por el denominado “pecado inmunolédgico original”, que
hace que se amplifiquen los clones de linfocitos B y T memoria, pro-
cedentes de anteriores inmunizaciones (Aguilar-Bretones et al., 2023;
Brown and Essigmann, 2021). Con el fin de inducir una inmunidad que
proteja eficazmente frente a las variantes del virus 6micron, que son
dominantes en la actualidad, pero también contra las anteriores, que
todavia circulan, las vacunas disefiadas en nuestro laboratorio incluyen
una mezcla de dos replicones RNA, uno que lleva la proteina S de un
virus anterior, como la variante delta, y otro que incluye la variante
omicron XBB, que en este momento los epidemidlogos moleculares
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consideran que es la que se va a imponer en todo el mundo (Callaway,
2022b). No obstante, mas recientemente también estamos produciendo
una vacuna especifica para una variante muy reciente de la variante
Omicron exclusivamente.

Estrategias complementarias en progreso en nuestro laboratorio para
mejorar los replicones RNA disefiados son: aumentar su seguridad, re-
ducir costes de produccion aumentando los titulos durante su produc-
cion, y reducir el tamafio de estos replicones. Para ello se ha construido
una coleccion de replicones RNA derivados del SARS-CoV-2 de dis-
tintos tamafios, con el fin de encontrar una combinacion de genes que
codifiquen un replicon eficaz y con un tamafio minimo.

Nuestro laboratorio ha presentado patentes para proteger los re-
plicones RNA desarrollados tanto para vacunar frente al MERS-CoV
como al SARS-CoV-2. La actualizacién de los modelos de vacunas
obtenidos debera de ser constante. La realidad nacional e internacio-
nal ha mostrado que ademas del esfuerzo cientifico, los laboratorios
de investigacion basica y traslacional necesitan el apoyo decidido y
centrado en una serie de proyectos con posibilidades de desarrollar
vacunas novedosas y eficaces. Ademas del trabajo de investigacion,
estos laboratorios tienen que ser conscientes de los grupos de presion
que influyen a los gobiernos para atraer la financiacion mas elevada
para sus proyectos. Los grupos de investigacion deben de ser multidis-
ciplinares para llegar a un desarrollo eficaz de la vacuna, que debera
de ser actualizada anualmente.

La vacunacion de la poblacion espafiola se ha llevado a buen ritmo,
dado que en estos momentos mas del 94% de la poblacion ha recibido
entre 2 y 4 dosis de una de las vacunas disponibles. Esperemos que en el
futuro préximo las vacunas administradas en Espafia se hayan disefiado
y fabricado en nuestro pais. Consideramos que para que ello sea posi-
ble, es necesaria la creacion de equipos de investigacion grandes, con
estabilidad laboral, con tecnologias complementarias y que dispongan
de infraestructuras actualizades. Laboratorios de alta seguridad (BSL
3 y 4) como los requeridadd para el manejo de agentes infectivos tales
como los coronavirus mortales para las personas, requieren para su de-
sarrollo y activacidn varios afios, sin embargo, las epidemias y pande-
mias se presentan de pronto y no pueden a esperar a su planificacion,
construccidon e implementacion de lo los protocolos requeridos.



Queremos finalizar este articulo reiteramos nuestro agradecimiento
a nuestros colaboradores, a la Real Academia de Ciencias de Espafia
por su noble e interesante trabajo en favor del desarrollo y difusion
cientifica, al Ministerio de Ciencia, al CSIC y en particular al Cen-
tro Nacional de Biotecnologia donde se ha desarrollado nuestro trabajo
fundamentalmente. Asimismo, agradecemos la colaboracion de todas
las personas e instituciones que han facilitado nuestra investigacion.
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DISCURSO DE CONTESTACION
DEL
EXCMO. SR. D. ESTEBAN DOMINGO SOLANS



Excmo. Sr. Presidente,
Excmos. Sres. Académicos,

Sefioras y Sefiores

Es para mi un honor y un momento gratisimo dar la bienvenida como
Académico Numerario a esta Real Academia de Ciencias Exactas, Fi-
sicas y Naturales, al Excmo. Sr. Luis Enjuanes Sanchez, quien ya des-
de 2008 ha sido Académico correspondiente de nuestra corporacion.
Quiero expresar a esta Academia y a su Presidente el Prof. Jesus Maria
Sanz-Serna mi agradecimiento porque se me haya asignado la tarea de
contestar al discurso del Dr. Enjuanes. Lo voy a hacer situando sus mé-
ritos cientificos en el contexto de los problemas que tiene planteados
la virologia actual y que se conectan con otras disciplinas, algunas cer-
canas y otras aparentemente alejadas del estudio de los virus. Algunas
de las areas relacionadas son de gran impacto social, como es la salud
publica, mientras que otras disciplinas aparentemente dispares, como
son la ecologia o la computacioén avanzada, también ejercen influencia
sobre la virologia. La satisfaccion de pronunciar este discurso se refuer-
za por los numerosos afios de amistad y colaboracion cientifica que me
unen al Profesor Enjuanes, asi como por ciertas vivencias paralelas en
el mundo de la investigacion espanola.

Permitanme empezar con una simplificacion. Tras sus afios de es-
tudiante en Valencia y las etapas pre-doctoral y post-doctoral cursadas
en laboratorios de primerisimo nivel en Espafia y en Estados Unidos,
su formacion se cimentd en dos areas complementarias de cuya con-
juncion han salido importantes avances en las ciencias biomédicas: la
inmunologia y la virologia. Este bagaje formativo, que subyace en el
encadenamiento de logros que ha relatado en su discurso, unido a su in-
nata perseverancia, capacidad de trabajo, entusiasmo ilimitado y perspi-
cacia para encontrar espacios de originalidad, fueron tejiendo la carrera
exitosa que hoy celebramos.



Recuerdo, como parte de la aventura en paralelo en la que nos em-
barcamos hace cinco décadas, una conversacidon cuasi-clandestina y
nocturna en un bar penumbroso de Colmenar Viejo, rumiando las es-
trategias que uno debia perfilar para formar un grupo de investigacion.
El primer paso de su decidida apuesta por empezar su propio grupo
de trabajo fue la decision de investigar sobre un virus poco conocido
y practicamente sin representacion en la ciencia espafiola de la época,
que se llama virus de la gastroenteritis transmisible del cerdo, un repre-
sentante de los coronavirus, un grupo de virus con acido ribonucleico
(ARN) como material genético. En la época este grupo de virus tenia
un perfil sanitario y econdémico discreto, y pocos sospechaban que al-
bergaba un tremendo potencial evolutivo. Efectivamente, a la postre se
han manifestado como un grupo de virus diestros tanto en saltar de una
especie de hospedador a otra, como de infectar distintos 6rganos y teji-
dos dentro del mismo individuo infectado. Albergaba, en definitiva, la
posibilidad de desencadenar la gran pandemia del siglo XXI que todos
hemos sufrido.

El primer laboratorio de Luis Enjuanes como investigador indepen-
diente a su regreso a Espafia desde los Estados Unidos en 1980 fue
realmente diminuto. Estaba situado en el pabellon C-V de la Facultad
de Ciencias de la Universidad Autonoma de Madrid, en el Campus de
Cantoblanco, donde se instalo el Centro de Biologia Molecular, poste-
riormente denominado Centro de Biologia Molecular “Severo Ochoa”,
tras el fallecimiento del Dr. Ochoa, uno de los mentores clave del pro-
yecto CBM. En ese diminuto laboratorio de Luis se agrupaban (mas
precisamente se agolpaban) estudiantes, ayudantes, visitantes, equipos,
reactivos, conversaciones, silencios, inspiracion, ideas y mucho trabajo.
Alli se estaban sentando unas bases so6lidas para el estudio molecular
de los coronavirus. El traslado en 1986 a un laboratorio de dimensiones
normales del Centro Nacional de Biotecnologia lo imagino para Luis
y su grupo como una liberacion fisica y mental, asi como un estimulo
intelectual para seguir ahondando en torno al mismo motivo: entender
a los coronavirus en cuanto a su estructura, material genético, modo de
interactuar con la célula y las consecuencias para entender la enferme-
dad. Todo ello sin dejar de seguir lo que ocurria en ambitos colindantes
de la ciencia de entonces.

Efectivamente, en la década de los afios 1980, cuando todo esto ocu-
rria, se estaba cimentando una de las revoluciones mas importantes que
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hayan visto las ciencias bioldgicas y que empezo6 a fraguarse en la déca-
da precedente. Se trata de las técnicas de la ingenieria genética, también
denominadas de recombinacion de acido desoxirribonucleico (ADN)
in vitro. Es decir, la capacidad de aislar, sintetizar, mutar y reorganizar
ADN en el tubo de ensayo. Se abria la posibilidad de convertir ARNSs,
tanto de células como de virus, en copias de ADN para poder plantear-
se, por vez primera, preguntas sobre el comportamiento de formas alte-
radas de los genomas originales. Lo que se denominé genética inversa
fue una explosion de oportunidades que no se escaparon a Luis y a su
grupo de investigacion.

En paralelo, y como consecuencia también de avances acontecidos
en la década anterior, se estaba generalizando la preparacion y uso de
anticuerpos monoclonales cuya especificidad de reconocimiento de
epitopos individuales ofrecia a los vir6logos una herramienta unica para
entender la respuesta inmune a los virus. De nuevo surge la sinergia
entre virologia e inmunologia.

En cuanto a la aplicacion de las técnicas de ingenieria genética, los
coronavirus presentaban un desafio importante, en cierto modo disua-
sorio, para la copia de su ARN en ADN, paso previo para introducir
cambios moleculares y preguntarse acerca de sus consecuencias funcio-
nales. El desafio para aplicar la genética inversa a los coronavirus era el
tamano de su ARN genomico, que ronda los treinta mil nucleétidos (o
monoémeros que forman el mensaje heredable del virus). Esta longitud
en nucleotidos es entre tres y diez veces superior a la de los otros virus
con una molécula de ARN como material genético que se conocen hasta
este momento. El problema de convertir el RNA gendémico de corona-
virus en una copia de ADN, asunto altamente competitivo en la época,
fue resuelto por primera vez por el grupo del Dr. Luis Enjuanes, gracias
a la aplicacion de una técnica de clonaje molecular que empleaba cro-
mosomas artificiales de bacterias, los denominados BACs de los que
nos ha hablado en su discurso. Este sistema permitia obtener, ensam-
blar y manipular copias de ADN de gran tamafio, evitando toxicidades
para la célula. Este hito abrio las técnicas de recombinacion de ADN in
vitro a los coronavirus, con una enorme repercusion para entender los
mecanismos de multiplicacion de estos virus y buscar estrategias para
prevenir y tratar las enfermedades que producen. Esta es, a mi entender,
la contribucién clave de Luis Enjuanes y su grupo, en esa época inicial
de aplicacion de técnicas de ingenieria genética.
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La puesta a punto para coronavirus de la metodologia de recombi-
nacion de ADN in vitro representd un avance importante en el campo
de la virologia y permitio al grupo de Luis diseccionar y entender los
mecanismos que subyacen a la multiplicacion de los coronavirus en las
células infectadas. Entre los descubrimientos se hallan el mecanismo
de transcripcion (formacion de moléculas de ARN necesarias para la
sintesis de proteinas viricas), la identificacion de factores clave para
la virulencia del virus, o las vias de sefializacion celular que permiten
la multiplicacion del virus. Estos avances en el conocimiento de las
interacciones que tienen lugar entre virus y célula, asi como los fac-
tores desencadenantes de la respuesta inmune del hospedador infecta-
do, sentaron las bases para el disefio de las primeras vacunas frente a
enfermedades producidas por coronavirus. El grupo de Luis Enjuanes
desarroll6 vacunas de nueva generacion para MERS-CoV, uno de los
coronavirus patogenos humanos surgidos este mismo siglo XXI, y, mas
recientemente, vacunas frente a SARS-CoV-2, el agente causal de la
COVID-19, basadas en replicones de ARN defectivos en propagacion,
con capacidad para inducir una inmunidad que evite la infeccién y no
solamente la enfermedad, como nos ha explicado en su discurso.

Todos estos desarrollos recientes son la consecuencia de la perspi-
cacia en la eleccion inicial de un virus para su linea de investigacion,
el atrevimiento para abordar el clonaje molecular de un virus complejo,
sin temor a competir con grupos mejor financiados. Todo ello en el
marco de seguir una linea coherente de entendimiento tedrico de un
problema, como punto de arranque de aplicaciones practicas.

Luis Enjuanes ha publicado unos 250 articulos en las revistas cien-
tificas mas prestigiosas de biologia molecular, biomedicina y virologia
y 58 articulos para libros. Es, ademas, un activo conferenciante y di-
vulgador de conceptos cientificos que abarcan desde la virologia mole-
cular a la salud publica. Viajero infatigable, sus colaboraciones se han
extendido a grupos de distintos paises de Europa, de Estados Unidos y
de China. Sus logros han sido reconocidos con numerosas distinciones
nacionales e internacionales, entre las que destacan ser miembro de la
Academia Americana de Microbiologia y de la Academia Nacional de
Ciencias de Estados Unidos, el Premio Nacional de Biotecnologia y de
Investigacion Cientifica de Espaia, Premio al Virologo Sénior Distin-
guido de la Sociedad Espafiola de Virologia, Distincion especial en el
primer concurso de Patentes de Madrid, otorgado por la Direccion Ge-

— 102 —



neral de Universidades e Investigacion de Madrid y la Encomienda de la
Orden Civil de Sanidad. Ha recibido varios premios en reconocimiento
a su contribucion a la lucha contra la COVID-19, como es la distincion
“Iniciativa Ciencia e Investigacion”, compartido con el Dr. Mariano Es-
teban por liderar proyectos en torno a la preparacion de vacunas contra
el SARS-CoV-2, el premio TELVA a los investigadores espafioles de la
vacuna para prevenir la COVID-19, el premio de la Fundacion Neumo-
madrid de la Sociedad Madrilefia de Neumologia y Cirugia Toracica,
o la insignia de Oro y Brillantes de la Asociacion de Quimicos y de
Ingenieros Quimicos de Madrid, por su carrera en bioquimica y viro-
logia y el desarrollo de una vacuna frente a la COVID-19, entre otras
distinciones que podran encontrar en sus biografias. También figuran
premios de varias comunidades espanolas y de su Valencia natal como
es el otorgado por la Junta Mayor de la Semana Santa Marinera de Va-
lencia, una iniciativa que rinde homenaje a colectivos y personalidades
valencianas cuya labor contribuye al bienestar de la sociedad. También
recibio el premio del diario Las Provincias de Valencia al Valenciano
del siglo XXI como lider del equipo que disefié una vacuna para la CO-
VID-19. Es consultor experto de los Institutos Nacionales de la Salud
de Estados Unidos y de la Organizacion Mundial de la Salud. Ha sido el
Editor-Jefe de la revista Virus Research. Desde 2008 ha sido Académi-
co correspondiente de esta Academia y ha participado activamente en
nuestras actividades de difusion de la cultura cientifica.

No puedo terminar estas palabras de bienvenida a nuestra (tu) casa,
estimado Luis, sin recordar una anécdota, que creo no conoces, que
ocurrié hace unos cuarenta afios pero que ahora adquiere un significado
singular. Fue durante uno de los Congresos de virus ARN de polaridad
positiva, en Utrecht, Paises Bajos, unas reuniones que sin duda recuer-
das ya que has sido activo participante en varias de ellas. En una de las
tipicas conversaciones durante el descanso para tomar café, en las que
los congresistas tratamos de distanciarnos de tensiones acumuladas,
coincidi con el prestigioso inmunoélogo neerlandés, a quien conoces
bien, el Profesor Rob Meloen, uno de los pioneros del empleo de pépti-
dos sintéticos en los estudios de inmunologia de los virus. No recuerdo
a cuenta de qué, ciertamente no inducido por mi, Rob Meloen expre-
s6 comentarios acerca de los virdlogos espafioles que conocia, quizas
por cierto sentido de exotismo que transmitimos a nuestros colegas del
norte. Fue una especie de revision improvisada de trabajo y logros de
varios de nosotros, una situacion algo insolita. Al llegar a tu nombre,
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tras ensalzar tus investigaciones, dijo algo como “... pero el problema
que tiene Luis Enjuanes es que a los virus con los que trabaja les falta
una verdadera enfermedad”. Esta afirmacion se relaciona con el perfil
relativamente bajo de los coronavirus humanos que se habian descrito
en la época y también con la controversia, que recuerdo bien, de si la
gastroenteritis transmisible del cerdo (la enfermedad de tu virus mode-
lo) tenia suficiente entidad. Aunque, efectivamente, puede ser mortal
para los lechones, la cuestion era si alcanzaba el rango de enfermedad
respetable, como las enfermedades de las que presumiamos otros vird-
logos (fiebre aftosa, gripe, peste porcina africana), fundamentalmente
para conseguir fondos de la entonces llamada “Comisién Asesora”, pre-
cursora del actual Plan Nacional (o Estatal), para, de este modo, poder
investigar las cuestiones que nos interesaban. Dudo de que Rob Meloen
recuerde esa conversacion, pero yo la he revivido varias veces, sobre
todo durante el confinamiento iniciado en marzo de 2020, viniendo a
mi mente algo como “jVaya con la enfermedad que le faltaba a Luis!”.

Ahora si, termino dandote la bienvenida, Luis, como Académico
Numerario de esta Real Academia, en el nombre de todos los Académi-

cos y en el mio propio, deseando que tu estancia entre nosotros resulte
mutuamente fructifera y estimulante.

Muchas gracias.
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