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Durante las dltimas dos décadas, tres epidemias de gran
magnitud, causadas por tres distintos tipos de coronavirus, han
impactado a la humanidad. La mas reciente, conocida como
COVID-19, ha provocado en tan solo cinco meses, méas de
340 000 muertes en todo el mundo. Conocer la biologia de los
coronavirus es fundamental, tanto para enfrentar la pandemia
actual, como para prepararnos para futuras epidemias. En este
contexto, el presente articulo esta enfocado en la biologia de
los coronavirus con énfasis en el SARS-CoV-2, agente causal
de COVID-19. La tematica que se incluye es muy amplia,
abarca desde la biologia general de los virus y su taxonomia,
hasta aspectos muy puntuales de la biologia molecular de
SARS-CoV-2, asi como de sus mecanismos de accion y la
respuesta inmune. También presentamos distintos aspectos
clinicos de COVID-19, de los métodos para su deteccion y
algunos enfoques terapéuticos, incluyendo tratamientos
antivirales y vacunas.
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During the last two decades, three different epidemics, caused by
three different coronaviruses, have affected humankind. The most
recent, known as COVID-19, has caused in only five months, more
than 340,000 deaths worldwide. Knowing the biology of
coronavirus is key, not just to face the current pandemic, but to
prepare ourselves for future epidemics. With this in mind, this article
is focused on the biology of coronaviruses emphasizing
SARS-CoV-2, the agent that causes COVID-19. This is a
comprehensive review article, which covers different topics, from
the biology and taxonomy of viruses, to the molecular biology of
SARS-CoV-2, its mechanisms of action, and the immune response
this virus elicits. We have also addressed clinical aspects of
COVID-19, its methods of detection, treatment, and vaccines.
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0s coronavirus (CoV) constituyen una familia de
virus de ARN que pueden infectar tanto a aves
como a mamiferos, causando  diversas
enfermedades de tipo entérico y pulmonar. En

vacas y en cerdos pueden provocar trastornos en el tracto
digestivo, mientras que en aves y en seres humanos afectan
principalmente el tracto respiratorio.* Los primeros CoV fueron
descubiertos en aves en la década de 1930 y en la década de
1960 se identificaron los primeros CoV capaces de infectar al
humano.? Desde entonces se han identificado siete tipos de
CoV con capacidad de infectar a nuestra especie.>? Al infectar a
una persona, algunos CoV provocan afecciones leves, como el
resfriado comin, mientras que otros provocan afecciones
graves, como el sindrome respiratorio agudo severo (SARS,
por sus siglas en inglés).

En los Gltimos 20 afios, los CoV han adquirido gran
relevancia debido a su participacion como causantes de
enfermedades que han impactado de manera significativa a
la humanidad. Entre 2002 y 2003 ocurrié una epidemia de
SARS que inici6 en China y se extendi6 a 29 paises de
cuatro continentes. Durante ella se registraron mas de
8000 personas infectadas y alrededor de 800 defunciones. El
causante resulté ser un tipo de CoV al que se denomind
SARS-CoV.® En 2012 surgié una nueva enfermedad
respiratoria, esta vez en Arabia Saudita, y se convirti6 en
una epidemia que se propagoé a 27 paises e infectd a mas de
1700 personas, de las cuales mas de 620 perdieron la vida.
Un nuevo tipo de CoV, denominado MERS-CoV (causante
del sindrome respiratorio del Medio Oriente), fue
identificado como el agente causal.®

En diciembre de 2019, en la ciudad de Wuhan, China, se
detectaron los primeros casos de pacientes con una
enfermedad respiratoria grave, acompariada por fiebre, dolor
de pecho, tos seca y mareo. En pocas semanas, el nimero de
individuos con esta enfermedad se incrementé de manera
alarmante y se empezaron a detectar personas con la misma
afeccion en diversos paises del mundo.* Al analizar el
material obtenido de los pacientes, a través de estudios
gendmicos, moleculares y de microscopia electronica, se
identificd un nuevo tipo de CoV como el agente etioldgico.®
Dicho CoV resultdé ser muy similar al causante del SARS,
por lo que fue denominado como SARS-CoV-2° (este fue el
séptimo tipo de CoV identificado, capaz de infectar al ser
humano). El 30 de enero de 2020, la Organizacién Mundial
de la Salud (OMS) declar6 a la enfermedad causada por
SARS-CoV-2 (conocida como enfermedad causada por
CoV 2019 o COVID-19) como una emergencia de salud
publica de indole internacional y el 11 de marzo del mismo
afio fue declarada como pandemia. De acuerdo con datos
oficiales, al 26 de mayo de 2020, més de 5.4 millones de
personas en todo el mundo (cerca de 200 paises) han sido
infectadas por SARS-CoV-2, de las cuales han fallecido mas
de 340 000. Ante este panorama, entender la biologia de los
CaoV, en particular del SARS-CoV-2, resulta fundamental
para enfrentar esta enfermedad.

En este contexto, el objetivo de este articulo es presentar
una revision amplia, detallada y critica acerca de la biologia
de los CoV, haciendo especial énfasis en SARS-CoV-2. A lo
largo del articulo se trataran diversos aspectos relacionados
con su origen, evolucién, estructura y funcién, asi como
algunos aspectos clinicos y epidemioldgicos de COVID-19.
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Los virus: ¢qué son y cual es su origen?

Los virus han sido definidos como agentes infecciosos
microscopicos, cuya capacidad de reproduccion ocurre
Unicamente cuando se encuentran en el interior de una célula
hospedera.” Sin duda, son las entidades bioldgicas mas
abundantes del planeta y juegan un papel fundamental en la
ecologia global y en la evolucion de la biésfera.® A nivel
estructural estan constituidos por moléculas de &cido
nucleico (ADN o ARN), recubiertas por una estructura
proteica denominada capside. Algunos de ellos pueden tener
ademas una envoltura: bicapa lipidica con proteinas.
Dependiendo de si tienen o no envoltura lipidica, los virus
son agrupados en virus envueltos y virus no envueltos. La
mayoria de los virus que se han estudiado hasta ahora tienen
un diametro de 10-300 nandmetros, es decir, son,
5-100 veces mas pequefios que las bacterias.® Sin embargo,
existen virus que pueden llegar a medir 500-1000 nm, como
el Acanthamoeba polyphaga mimivirus (APMV), que es
visible bajo el microscopio 6ptico®y es uno de los virus
maés grandes que se conocen.

Los virus presentan caracteristicas propias de todo ser
viviente, pues contienen &cidos nucleicos y proteinas con un
aporte genoémico Unico; son capaces de colonizar a un
organismo  hospedero, convirtiéndose en  parasitos
intracelulares estrictos; infectan a células animales,
vegetales, bacterias, hongos e incluso a otros virus; pueden
reproducirse; responden a estimulos ambientales; adquieren
mutaciones y causan enfermedades.”*!! Sin embargo, estos
entes no son auténomos; necesitan de su hospedero, pues no
producen energia propia, ni pueden autorreplicarse fuera de
la célula a la que infectan. Estas son dos de las razones por
las que se discute si en realidad son seres vivos o
simplemente, estructuras macromoleculares replicadoras.'?*3
La gran poblacion de virus existentes, combinada con sus
altas tasas de replicacion y mutacién, los posiciona como
elementos esenciales para la evolucion de la vida en nuestro
planeta.’* En este sentido, es importante hacer hincapié en
que, en general, las tasas de mutacion de los virus son
elevadas (en los virus de ARN, dichas tasas son superiores a
las observadas en virus de ADN). Este es un elemento
fundamental para entender el surgimiento continuo de
nuevas especies de virus y es un factor que debe
considerarse para el desarrollo de vacunas.

¢Como surgieron los virus? Su origen ha sido
controversial y todavia no existen respuestas concluyentes.
Durante los Ultimos treinta afios se han propuesto diversas
hipétesis para explicar como aparecieron los primeros virus
en nuestro planeta®* y tres de ellas destacan por su
factibilidad. La primera es conocida como la hipétesis del
“virus temprano” y establece que los primeros virus
derivaron de los replicones (segmentos o unidades de acido
nucleico que contienen los elementos necesarios para
replicarse) ancestrales originados incluso antes del
surgimiento de las primeras células. Por otro lado, la
hipoétesis de “la regresion” sostiene que los primeros virus
fueron resultado de la degradacion de células
extremadamente primitivas que, ante la incapacidad de
llevar a cabo su propia autonomia, se volvieron parésitos
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intracelulares obligados. Finalmente, la hip6tesis de los
“genes fugados” sugiere que ciertas secuencias codificantes
(genes) de células bacterianas y eucariotas se separaron del
resto del genoma, adquiriendo (cuasi) autonomia. Esta
Gltima hipdtesis explicaria la similitud entre virus
bacterianos y genomas bacterianos, asi como virus
eucariotas y genomas eucariotas.

La cercania bioldgica entre los virus y sus hospederos
queda de manifiesto no solo a nivel del material genético,
sino también a nivel de las proteinas que codifican. Esto
quiere decir que el reconocimiento especifico entre virus y
células y la consecuente internalizacion estan mediados por
moléculas proteicas (receptores) presentes en la membrana
plasmética celular, las cuales reconocen proteinas de la
capside viral. Esto hace que los virus infecten solo ciertos
organismos y que una vez que ingresan en ellos, en el caso
de organismos multicelulares, se dirijan a tejidos
especificos. Por ejemplo, el virus de la polio afecta al
sistema nervioso, mientras que los CoV afectan al sistema
respiratorio. Esta propiedad se conoce como tropismo. 56

Independientemente de si son seres vivos 0 no, los virus
constituyen entidades moleculares de gran importancia
biolégica, no solo para entender procesos como el
ensamblaje molecular y la evolucién temprana en la Tierra,
sino por su impacto en la salud de plantas (agricultura), de
animales (veterinaria) y del ser humano (medicina).

Taxonomia viral

Las técnicas bioinformaticas han permitido llevar a cabo
la secuenciacion de los genomas de una gran cantidad de
especies de seres vivos, lo que ha revolucionado diversos
campos de la biologia, incluida la taxonomia (ciencia que
trata de los principios, métodos y fines de la clasificacion
para la ordenacién jerarquizada y sistematica de grupos
bioldgicos). En este sentido, la taxonomia de los virus no ha
sido la excepcion.’®* La taxonomia “universal” de virus
—basada en estudios gendmicos y moleculares—
proporciona una clasificacion respaldada por datos
verificables y consenso de expertos!”181% y constituye un
marco para el estudio de las especies reconocidas y la
caracterizacion de especies emergentes.?

El International Committee on Taxonomy of Viruses
(ICTV) clasifica los virus con base en su estructura
gendmica y sus relaciones filogenéticas y a la fecha ha
establecido 98 grupos de estudio internacionales? que
cubren a los virus animales, bacterianos, arquea, flngicos,
protistas y vegetales.'” Estos grupos de estudio cuantifican y
dividen la variacion de las proteinas replicantes mas
conservadas codificadas en el genoma viral, para identificar
umbrales de distancias evolutivas por pares que demarcan
grupos de virus en diferentes rangos, es decir, la
reconstruccion filogenética de estos.

Los estudios moleculares y estructurales (y, mas
recientemente, los gendmicos) han demostrado una
extraordinaria diversidad dentro del mundo de los virus. Al
igual que los seres vivos, los virus se clasifican de manera
taxondmica por reino, filo, clase, orden, familia, género y
especie (figura 1).22 Actualmente se han identificado mas de
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100 familias de virus, incluyendo aquellos de ADN de doble
cadena (ds-DNA, como los adenovirus), de una cadena (ss-NA,
como los parvovirus), ss-DNA-positivo (sentido 5°-3"),
ss-DNA-negativo  (antisentido 3-5") 'y  ds-DNA-
transcriptasa reversa (ds-DNA-RT, como los hepadnavirus).
Entre los virus de ARN se encuentran ds-RNA (como los
reovirus), ss-RNA(+) (como los picornavirus), ss-RNA(-)
(como los ortomixovirus), los ss-RNA-RT (como los
retrovirus) y los viroides (pequefias cadenas circulares de
ARN, carentes de proteinas y lipidos).*

El tamafio del genoma viral es muy variable, pudiendo
ser de uno a cientos de kilobases. En cuanto a su morfologia,
existe también gran diversidad: icosaédrica, esférica, en
forma de botella, baciliforme, ovoide, alantoidea, forma de
barra, forma de limén, forma de gota, filamentosa,
pleomorfa, etcétera. Existen virus con envoltura y aquellos
que no la presentan. Sumado a todo lo anterior, se ha
observado una gran diversidad en los organismos que sirven
como hospederos virales, incluyendo algas, arquea,
bacterias, hongos, invertebrados, plantas, protozoarios y
vertebrados.*

En el cuadro | se muestran las diferentes familias de
virus que infectan a los vertebrados. En nuestro pais, las
infecciones virales humanas mas frecuentes son las de vias
respiratorias, segun los reportes del Boletin Epidemioldgico
de la Secretaria de Salud.” Entre los virus causantes de
estas, estan los adenovirus (familia Adenoviridae),
metapneumovirus (familia Pneumoviridae), virus
parainfluenza (familia Paramyxoviridae), virus influenza
(familia Orthomyxoviridae), orthopneumovirus o virus
sincicial respiratorio (familia Pneumoviridae),
rhinovirus/enterovirus (familia Picornaviridae) y los CoV
(familia Coronaviridae).

La familia de los CoV ha adquirido gran relevancia durante
las Ultimas dos décadas por las epidemias y pandemias que han
aguejado a la humanidad. La clasificacion actual de los CoV
reconoce 46 especies en 26 subgéneros, cinco géneros y dos
subfamilias que pertenecen a la familia Coronaviridae.”* Se
trata de una familia de virus con envoltura, una cadena positiva
(sentido 57-3") de ARN con morfologia esférica que infecta a
vertebrados.!” El SARS-CoV-2, causante de la pandemia actual
(COVID-19), es un CoV del reino Riboviria, orden Nidovirales,
suborden Cornidovirineae, familia Coronaviridae, subfamilia
Orthocoronavirinae, género Betacoronavirus, subgénero
Sarbecovirus, especie Coronavirus 2 del Sindrome Respiratorio
Agudo Grave (figura 1).%

Estructura molecular del SARS-CoV-2

Los CoV son virus envueltos, es decir, presentan una
membrana lipidica que forma particulas de entre
100-160 nm de didmetro. Su genoma consta de una sola
cadena de ARN positiva, que les permite llevar a cabo la
traduccidon de manera directa después de la infeccién, sin
necesidad de ningln intermediario. La cadena de ARN
contiene entre 27 y 32 kb; son los virus de ARN con los
genomas mas grandes pero esto representa un genoma
100 000 veces menor que el genoma humano. Los viriones
son esféricos y su particular caracteristica son las



Cuadro | Familias de virus que infectan a vertebrados
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ADN
Doble cadena Una cadena Doble cadena-transcriptasa reversa
Adenoviridae* Anelloviridae Hepadnaviridae*
Asfarviridae Circoviridae

Alloherpesviridae
Herpesviridae*
Iridoviridae
Papillomaviridae*
Polyomaviridae*

Poxviridae*

Parvoviridae*

ARN

Una cadena (-)

Una cadena (+/-)

Mononegavirales

Arenaviridae*

Filoviridae*

Bornaviridae

Paramyxoviridae* Rhabdoviridae*

Pneumoviridae*

Deltavirus Orthomyxoviridae*

Bunyaviridae*

Una cadena (+)

Nidovirales

Doble cadena

Una cadena-transcriptasa
reversa

Arteriviridae

Coronaviridae*

Astroviridae*

Caliciviridae

Flaviviridae* Hepeviridae*

Nodaviridae
Picornaviridae*

Togaviridae*

Birnaviridae
Picobirnaviridae

Reoviridae*

Metaviridae

Retroviridae*

*Familias de infecciones virales humanas vigiladas por las autoridades sanitarias®

(=) cadena antisentido 3'-5"; (+/-) cadena sentido 5 -3" con un segmento antisentido 3"-5; (+) cadena sentido 5°-3". Los genomas virales
de cadena sencilla de ARN se clasifican en sentido negativo o positivo dependiendo de si las secuencias del genoma coinciden o no
con las secuencias de los ARN mensajeros. Tomado y modificado del Décimo Reporte del ICTVY y la lista maestra de especies

2018b.v2 del ICTV
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Figura 1 Ubicacién taxonémica del SARS-CoV-2
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La familia Coronaviridae posee dos subfamilias, cinco géneros, 26 subgéneros y 46 especies en total. El género Betacoronavirus
contiene cinco subgéneros, en uno de ellos, Sarbecovirus, se encuentra la especie Severe Acute Respiratory Syndrome-related
coronavirus, a la cual pertenece el SARS-CoV-2

Alphacoronavirus Betacoronavirus

12 subgéneros

5 subgéneros

Sarbecovirus

SARS-COV-2
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proyecciones en forma de espiculas que emanan de la
superficie, lo que les da una apariencia de corona solar y de ahi
su nombre.?® En general tienen de seis a 11 marcos de lectura
abiertos (ORF, por sus siglas en inglés). El primer ORF
representa aproximadamente 67% del genoma y codifica
16 proteinas no estructurales (nsp); los restantes ORF codifican
proteinas accesorias y estructurales, que son especie-especificas
e indispensables para la replicacion viral 52

El nimero de proteinas accesorias puede variar dependiendo
de la especie. Las proteinas estructurales principales son la
glicoproteina de superficie, conocida como espicula o “Spike”
(S), la proteina de envoltura (E), la proteina de membrana (M)
y la proteina de la nucleocéapside (N). Las proteinas nsp7,
nsp13y E parecen ser las més conservadas y los genes Sy orf8
son los mas variables. En general los coronavirus usan
peptidasas como receptores. Especificamente los SARS-CoV
usan la enzima convertidora de angiotensina 2 (ACE2) como
receptor principal, aunque moléculas como CD26 y CD209L
pueden actuar como receptores secundarios.?’%

El SARS-CoV-2 es un virus de ARN de alrededor de 28 800
bases. Al ser virus de ARN su tasa de mutacion es muy alta; se
estima que en promedio, ocurren 1-2 mutaciones por mes.?
Contiene 14 ORF que codifican 27 proteinas (figura 2). El
orflab y orfla (localizados en 5°) codifican a las proteinas
pplab y ppla, respectivamente; juntas comprenden 15 nsp:
nspl a nspl0 y nspl2 a nspl6. En el extremo 3" se encuentran
las cuatro proteinas estructurales S, E, My N y ocho proteinas
accesorias 3a, 3b, p6, 7a, 7b, 8b, 9b y orfl4. En los primeros
aislados se identificaron diferencias respecto a SARS-CoV, por
ejemplo, no posee la proteina 8a; la 8b es mas grande
(121 aminoécidos [aa] frente a 84 aa) y la 3b es més corta
(22 aa frente a 154 aa); nsp3 y nsp2 tienen 102 y 61
sustituciones de aa, respectivamente, mientras que en las nsp7,
nspl3, E, M, p6 y 8b no se encontraron sustituciones de aa.*
De manera global, la diferencia con SARS-CoV es de 380 aa.
Sin embargo, se requieren mas estudios para conocer las
implicaciones funcionales de dichas diferencias, asi como de la
variabilidad que va adquiriendo a través del tiempo y su
relacién patogénica. En el cuadro Il se resumen las principales
caracteristicas de los marcos de lectura abiertos y las proteinas
del SARS-CoV-2.

Una de las proteinas més caracterizadas de SARS-CoV-2 es
la proteina S, la cual contiene 1273 aa y se ensambla en
trimeros para su interaccion con el receptor de la célula
hospedera. Dicha interaccién ocurre por medio del dominio de
union al receptor (RBD) con el dominio peptidasa (PD) de la
ACE2.® La proteina S se divide en dos subdominios: S1, que
contiene el RBD, y S2, que participa en la fusion de
membranas celulares. La proteina S esta mas relacionada con el
SARS-CoV de murciélago y contiene 27 sustituciones de aa;
seis residuos en la regién 357-528 dominio RBD, seis en el
dominio 569-655 y cuatro en el C’-terminal de la subunidad S1
que se une al receptor, 30313238

El RBD parece ser la region mas variable del virus. Seis
residuos de este dominio son criticos para la union a ACE2
(L455, F486, Q493, S494, N501 y Y505), cinco de los cuales
son distintos al SARS-CoV. Los estudios bioquimicos han
mostrado alta afinidad del RBD a ACE2 de humanos, hurones,
gatos y otras especies, aunque los andlisis computacionales no
predicen una interaccion ideal. Esto dltimo sugiere que la
eficiencia de interaccion se da en funcion de la seleccion
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natural y esto, a su vez, descarta el que SARS-CoV-2 haya
surgido como un producto de la manipulacién viral. En la
unién S1-S2 existe un sitio de escision polibasico por
insercion de 12 nucledtidos que permite una escision
eficiente por furina y otras proteasas, lo que impacta en la
infecciosidad viral y en la gama de hospederos. Tanto la
insercion del sitio polib&sico como la optimizacion del
dominio RBD parecen ser caracteristicas distintivas del
nuevo CoV.? La region de la proteina S entre los residuos
330-500 es altamente conservada entre las distintas
secuencias de SARS-CoV-2 y la regiéon genémica que la
codifica se encuentra enriquecida en cadena doble, lo que
podria limitar su variabilidad.** Sin embargo, se han
identificado mutaciones en esta region, como la V354F,
cuyos estudios estructurales de acoplamiento ligando-
receptor determinaron que podria tener mayor afinidad a la
ACEZ2, lo cual supone una potencial capacidad de inducir
una “superinfeccion”.%®

Finalmente, los estudios filogenéticos derivados de las
primeras secuencias gendmicas caracterizadas determinaron
que el SARS-CoV-2 esta méas relacionado con el CoV de
murciélago BatCov-RaTG13 (96% de identidad) que con el
SARS-CoV humano (80% de identidad) y que los
murciélagos son los hospederos naturales de SARS-CoV-2.%
Ademas, es posible que exista un hospedero intermedio entre
estos y los humanos.®>% El analisis de la estructura genémica
y molecular de los aislados de SARS-CoV-2 de diversas
regiones geogréficas ayudara a conocer su variabilidad y
relacion patogénica, asi como el disefio e identificacion de
farmacos que ayuden a controlar la infeccion.

Contagio, infeccién y mecanismos de accién

Hasta principios del presente milenio, se habia considerado
que las infecciones por CoV en seres humanos se enfocaban en
las vias aéreas superiores. Asi, se les ubicd como causantes de
una proporcién considerable de los cuadros gripales comunes
que con frecuencia afectan en la infancia,¥®%® infecciones
autolimitadas, sobre las que existe cierta evidencia que sugiere
un efecto benéfico en el hospedero.* Los cuatro CoV causantes
de estos cuadros comunes —229E (género alfa), NL63 (género
alfa), OC43 (género beta) y HKU1 (género beta)— circulan
ampliamente entre los humanos.**4%4! Sin embargo, a partir del
2002 este patrdn ha cambiado y tres nuevos CoV (SARS-CoV,
MERS-CoV y ahora el SARS-CoV-2) ya han causado tres
epidemias de infecciones a vias aéreas inferiores y estan
asociados a fallas respiratorias graves.*?

Los CoV responsables de estas epidemias tienen sus
reservorios en otras especies animales, como el murciélago,
y han “saltado” al humano a través del proceso de zoonosis,
en el que especies domésticas pueden haber funcionado
como intermediarias.! Estas migraciones parecen estar
ligadas a procesos de urbanizaciéon especificos, con
practicas de cultivo de especies menores que han facilitado
procesos de evolucion acelerada de ciertos CoV.** Entre
humanos, los CoV son transmitidos fundamentalmente
mediante aerosoles respiratorios directos pero también por
medio de fomites y a través de la ruta fecal oral, aunque esta
ultima es la via de contagio menos frecuente.
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Figura 2 Estructura del genoma de SARS-CoV-2
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En color azul se representan los marcos de lectura abierta (ORF) y proteinas no estructurales; en color naranja se muestran las

proteinas estructurales y en color verde, las proteinas accesorias

Una vez efectuada la inhalacién, ingestion, inoculaciéon o
autoinoculacion, los CoV infectan las células epiteliales de las
mucosas respiratorias y  digestivas. También se ha
documentado, aunque de manera mucho menos frecuente,
infeccion a tejido neural, endotelial, y linfoide.** Como ya se ha
mencionado, la incorporacion de los CoV a la célula hospedera
se inicia cuando proteinas especificas de la envoltura (proteina
S) entran en contacto con sus receptores, los cuales estan
presentes en la membrana celular; para SARS-CoV vy
SARS-CoV-2 se ha identificado la peptidasa ACE2 como la
proteina receptora.*#*> Para el caso del MERS-CoV, el receptor
es la dipeptidil peptidasa-4 (DPP4, por sus siglas en inglés).*®

La entrada del SARS-CoV-2 a la célula receptora depende de
la interaccion del complejo S con dos proteinas celulares: ACE2
y la proteasa de serina TMPRSS2.® La ACE2 actlia como
proteina de unién, mientras que TMPRSS2 facilita la entrada
del virus a la célula. Una vez efectuada la union entre ACE2 y
la proteina S viral, especificamente el dominio S1 del complejo,
la TMPRSS2 desencadena cambios conformacionales en todo
el complejo S de proteinas, lo que activa el complejo Sy facilita
que el dominio S2 pueda iniciar la fusion entre la membrana
celular y la viral. 23447 Esta unidén ha sido considerada
determinante en la eficiencia para la infeccion y, asi, la
distribucién de los receptores en los tejidos celulares
correlaciona con la distribucién de los cambios y dafios
generados por la infeccién. 84

Una vez dentro de la célula, se efectua la biosintesis, fase en
la que el genoma viral utiliza la maquinaria celular del
hospedero para la replicacion, la transcripcion y la traduccion, y
de este modo se forman las copias de su material genético y de
sus componentes proteicos. Los genomas recién producidos
funcionan como moldes para nuevas rondas de transcripcion,
con lo cual dan lugar a la amplificacion. Se integran entonces
estos genomas con las proteinas producidas, en el proceso
conocido como ensamblaje, y finalmente estas nuevas
particulas virales son liberadas al medio extracelular, en donde
pueden repetir este ciclo en nuevas células hospederas.**

Si bien el tracto respiratorio, en particular el tejido pulmonar,
es uno de los blancos principales del SARS-CoV-2, existen
evidencias de que no es el tnico, pues todos aquellos tejidos
que sean ricos en la proteina ACE2 son susceptibles a la
infeccion por SARS-CoV-2, como es el caso del tracto
intestinal (mas del 20% de pacientes infectados presentan
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diarrea). De hecho, particulas virales han sido detectadas en
las heces fecales de sujetos infectados. Otros Grganos que
también se ven afectados en pacientes con COVID-19
incluyen higado, corazon, rifiones y cerebro. Si bien se ha
detectado la presencia de SARS-CoV-2 en estos tejidos, es
importante distinguir entre el dafio causado directamente por
el virus y el dafio causado por reacciones inmunoldgicas del
hospedero que, como veremos a continuacion, pueden ser
exacerbadas en este tipo de pacientes.®® En el caso del
higado, la gran cantidad de medicamentos que son
administrados a los pacientes con COVID-19 parece influir
en el dafio causado a este 6rgano.

Respuesta inmune ante infeccién por

SARS-CoV-2

Para que una célula infectada por un virus inicie la respuesta
inmune innata, es necesario que produzca interferon (IFN), una
proteina perteneciente a la familia de las citocinas que favorece
la maduracion de las células presentadoras de antigenos y la
produccion de citocinas proinflamatorias por parte de
neutrofilos y monocitos-macréfagos. Dichas citocinas inducen
el reclutamiento y la secrecion de anticuerpos por las células B
y amplifican la funcién de los linfocitos T efectores, ambos
componentes de la respuesta inmune adaptativa.>

Diversas moléculas virales pueden inducir la produccion de
IFN, como el ARN viral que activa los factores de transcripcion
(IRF3/NF-kB y RIG-I/MDAB5) que regulan su expresion.® El
IFN secretado induce la sintesis de proteinas con actividad
antiviral, como enzimas, quimiocinas, proteinas involucradas
en la presentacion de antigenos, factores de transcripcion,
proteinas de chogue térmico y proteinas apoptéticas.>® Ademas,
en el efecto del IFN se involucran vias intracelulares antivirales
que pueden inhibir uno o varios puntos del ciclo de replicacion
de los virus (efecto acumulativo), como la penetracion de los
virus a las células del hospedero, la transcripcion de su ARN
mensajero, la replicacion de su genoma, el ensamble y la
liberacién de los viriones, ademas de que pueden eliminar las
células infectadas mediante el proceso de muerte celular
programada o apoptosis.>*
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Cuadro Il Caracteristicas de los marcos de lectura abiertos y las proteinas codificadas por SARS-CoV-2

ORF Posicién Proteina Residuos Funcion
nspl 181 Degradacion de ARNm celular por interaccion con la subunidad ribosomal
P 40s, inhibicion de la sefializacion de IFN
nsp2 819 Modulacion de la via de sefializacion de supervivencia celular por
homologo p65 interaccién de PHb y PHB2
Escision N-terminal de la poliproteina replicasa. Junto con nsp4 participa en
el ensamble de vesiculas de doble membrana, las cuales son necesarias
nsp3 NP - .
2764 para la replicacion viral. Bloqueo de la respuesta inmune innata por bloqueo
PL2-PRO T -
de la fosforilacion, dimerizacion y traslocacion nuclear de IRF3. Promueve la
expresién de citosinas
nsp4 3264 Participa en la formacién de vesiculas de doble membrana
la i2283 nps5 3570 Proteinasa tipo 3C. Proteasa principal (MP), proteasa parecida a
3CL-PRO quimotripsina, escisioén de polipéptidos, inhibicion de sefializacion IFN
nsp6 3860 Restriccion de la formacion del autofagosoma, formacion de vesiculas de
p doble membrana
Forma un complejo hexadecamérico con nsp8.* Participa en la replicacion
nsp7 3943 . ;
viral al actuar como primasa. Cofactor con nsp8 y nsp12
nsp8 4141 Primasa cofactor nsp7 y nsp12
nspo 4254 Participa en I_a replicacion viral; actia como proteina de unién a ARN de
cadena sencilla
nspl0 Forma heterodimeros con nspl4 y nspl6 para estimular la actividad 3"-
4392 h . ; :
GFL 5 exorribonucleasa y O-metiltransferasa respectivamente
lIShte 5325 ARN polimerasa dependiente de ARN
RdRP
nspl3 5926 ARN helicasa, 5trifosfatasa
13468 Exorribonucleasa, N7-MTasa. Adiciona 5 cap al RNA viral; es importante
L3 21,555 ol e para la edicién del genoma viral*
nspl5 6799 Endoribonucleasa, evasién de sensores de dsRNA
2’-o-ribosa MTasa, evasion del reconocimiento MDADS, regulacién negativa
NS e de la inmunidad innata
Forma homotrimeros en la superficie viral y es la responsable del aspecto en
S 21563-25384 S 1273 espicula, asi como de la unién a ACE2 mediante el dominio RBD para
infectar a la célula hospedera. 150 kDa*
Forma homotetrameros para formar canales de potasio. Modula la liberacion
: del virus, regula la expresién de subunidades de fibrin6geno FGA, FGB y
£5) AERRERASAY || €5 275 FGG. Regula a la baja al receptor de interferon tipo 1. Induccién de
apoptosis via caspasa 8/9
3b 3b 22 Activacion de AP-1 via ERK y JNK. Induccién de apoptosis via caspasa 3
E 26,245-26472 | E 75 F_acmta el ensamble y la liberacion de los virus 8-12 KDa; es altamente
divergente
Ensamble del viridn. Interactla con las proteinas N y E. Proteina estructural
i ATl i 222 mas abundante 25-30 KDa con tres dominios transmembranales*
27202-27387 61 Factor de virulencia. Inhibe la sintesis de IFN y la traslocacion de STAT1*
7a 27394-27759 7a 121 Protelng transmembranal tipo 1 mvo_lucrada en el ensamble viral, activa la
liberacion de citocinas proinflamatorias*
7b 27756-27887 7b 43 Proteina integral de membrana*
8 27894-28259 8 121 Modulacion de la replicacion viral, activacion de caspasa-3*
Nucleoproteina que empaqueta el genoma viral, interactta con la proteina
N 28274-29533 N 419 M. Participa en la eficiencia de la transcripcion de RNA viral subgenémico y
en la replicacion viral
14 73 No caracterizada, funcién desconocida
10 29,558-29674 | 10 38

ORF y proteinas no estructurales (nsp;

en color azul). ORF y proteinas estructurales (en color naranja). ORF y proteinas
accesorias (en color verde). En las poliproteinas 1la y 1b se anota la posicion subsecuente de aminoacidos, mientras que
en las proteinas accesorias y estructurales se anota el tamafio total. Tomado de las referencias 27, 32y 33

*Funciones descritas en general para los SARS-CoV. Cabe mencionar que de acuerdo con el autor y aislado, los ORF y
proteinas presentan diferencias
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Lo que a la fecha sabemos de la respuesta inmune contra el
virus SARS-CoV-2 (figura 3) se basa en los estudios de dos
virus que tienen un porcentaje de identidad alto con él, el
MERS-CoV y el SARS-CoV.% Con base en ello se ha
propuesto que el SARS-CoV-2 se une a células alveolares
tipo 2.3 Posterior a esta interaccion, el virus es endocitado en
una particula endosomal y puede ser reconocido debido a sus
patrones moleculares asociados a patdgenos (PAMP) en la
forma de ARN gendmico, o sus intermediarios, durante la
replicacion viral (dsRNA). Los PAMP son reconocidos por
receptores endosomales de ARN, TLR3 y TLR7, y sensores
citopldsmicos de ARN (RIG-I/MDAD5). El reconocimiento de
los PAMP inicia una cascada de activacion de proteinas, como
NF-kB e IRF3, factores de transcripcion que inducen la
expresion de IFN y otras citocinas proinflamatorias, lo cual
constituye la respuesta inicial antiviral. Asimismo, el IFN se
une a su receptor IFNAR y ello activa la via JAK-STAT, en la
que las cinasas JAK1 y TYK2 fosforilan las proteinas STAT1y
STAT2. STAT1y2 forman un complejo con IRF9 y en
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conjunto se translocan al nucleo para iniciar la transcripcion de
genes estimulados por IFN (ISG) al unirse a las secuencias
promotoras ISRE.5

Estos mecanismos iniciales de respuesta inmune deberian ser
suficientes para suprimir la replicacién viral; sin embargo, se
especula que asi como el SARS-CoV utiliza estrategias para
modular dicha respuesta, el SARS-CoV-2 puede interferir con
el inicio de la respuesta inmune innata mediante la inhibicion
del reconocimiento de los PAMP, el bloqueo de la via de
sefializacion para producir IFN y la translocacion de STAT1/2
(activados tras la interaccion IFN/IFNAR), para evitar la
produccion de citocinas proinflamatorias.>’

Una disminucion de la respuesta inicial antiviral trae como
consecuencia la replicacién viral y el reclutamiento de
neutréfilos y monocitos-macréfagos, asi como la disminucién
de linfocitos, lo cual se ha observado en pacientes con
COVID-19 que desarrollan la enfermedad de manera severa e
incluso con consecuencias fatales.%” La presencia de un niimero
elevado de células de la respuesta inmune innata incrementa los

Figura 3 Mecanismos de respuesta inmune propuestos durante la infeccién por SARS-CoV-2
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El SARS-CoV-2 se transmite por secreciones respiratorias e infecta las células alveolares tipo 2. Las etapas
involucradas en la progresion de la infeccion incluyen una baja produccion de INF (1), que favorece la replicacién viral
(2) y un estado de neumonia que resulta en una condiciéon proinflamatoria y en el reclutamiento y activacion de
neutréfilos y monocitos-macrofagos (3). Estas células amplifican la respuesta inmune mediante la secrecion de
citocinas, fendmeno denominado “tormenta de citocinas” (4). Finalmente se favorece una respuesta Th1/Thl7 y una
baja produccion de anticuerpos antivirales (5). Los pasos 4 y 5 se relacionan con un estado critico en aquellos
pacientes mas susceptibles por su condicion debido a enfermedades asociadas. Figura modificada a partir de la

referencia 14
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niveles en plasma de citocinas como IP-10, MCP-1, MIP-1A'y
TNFalfa, lo cual trae como consecuencia una “tormenta de
citocinas” que se relaciona con la gravedad de la enfermedad.™®
Més adn, se ha postulado que en este microambiente
proinflamatorio, linfocitos especificos Th1/Th17 podrian ser
activados y contribuir a la amplificacion de la respuesta
inflamatoria,> aunque también se puede observar una respuesta
disminuida de produccién de anticuerpos especificos capaces
de reconocer al virus, que podrian ayudar a su neutralizacion.
No obstante, la presencia de citocinas antiinflamatorias Th2
(IL-4, IL-5, IL-10) puede favorecer la replicacion viral.®® Se
considera que una respuesta inmune deficiente en la
produccion de IFN y, por lo tanto, la falta de control viral en
etapas iniciales, es uno de los mecanismos responsables del
desarrollo de estados criticos en aquellos pacientes con
diabetes, hipertension y enfermedades cardiovasculares.5

COVID-19: sintomas y tratamiento

En general, la propagacion de los virus puede ser por medio
de contacto directo, aerosoles (goticulas de saliva), fluidos
corporales (sangre, semen), orina, heces, o bien, por superficies
y objetos contaminados. Por esta razén, la higiene personal y
mantener una distancia apropiada entre personas son formas de
evitar el contagio. En el caso particular del SARS-CoV-2, se ha
determinado que la propagacion ocurre a través de goticulas de
saliva (al hablar o toser), al estornudar, por el contacto directo
entre individuos y a través de superficies contaminadas. En las
personas infectadas por SARS-CoV-2, el periodo de
incubacion, es decir, el tiempo transcurrido desde que la
persona es infectada por el virus hasta que manifiesta sintomas,
es de cinco a seis dias, aunque puede ser tan corto como dos
dias o tan largo como 14 dias. La mayoria de las personas
infectadas presenta sintomas leves, que son los tipicos del
resfriado comdn; incluso algunos pueden ser asintomaticos.
Solo entre 15 y 25% de los sujetos infectados presenta sintomas
que ameriten hospitalizacion. La mayoria de los pacientes con
COVID-19 que han sido hospitalizados presentan una
enfermedad respiratoria severa, acompafiada por fiebre, dolor
de pecho, tos seca y mareo. Ademas de estos sintomas, algunos
pacientes presentan fatiga, dolor muscular, diarrea, dolor de
garganta, pérdida del olfato, dolor de cabeza y dolor
abdominal 5263

A la fecha, no existe un medicamento especifico y eficaz
para el tratamiento de COVID-19; tampoco existe una vacuna.
Por lo tanto, el tratamiento de soporte (oxigenacién, ventilacion
y el manejo de fluidos) es por ahora la mejor opcion que se
tiene para aquellos pacientes que requieren hospitalizacion.®
También ha sido reportado el empleo de dosis bajas de
corticoesteroides,  antivirales  (incluyendo  oseltamivir,
ganciclovir, lopinavir y ritonavir) e interferon.®% Incluso en
algunos hospitales de China se ha empezado a explorar el uso
de la medicina tradicional china.t”

Dado que en este tipo de pacientes el principal 6rgano
afectado es el pulmdn, el soporte respiratorio es prioritario. %
Existen varios grados de soporte respiratorio, los cuales
dependeran del grado de insuficiencia respiratoria. A su vez,
esta es determinada con base en las manifestaciones clinicas y
los estudios de gabinete.

10
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Paciente con disnea moderada

La/el paciente puede deambular; su frecuencia respiratoria es
de 32 a 40 y no hay datos de cianosis. Se recomienda oxigeno
(4L por minuto). Si el/la paciente no responde en una hora,
debe ir al siguiente paso.

Paciente con disnea grave

El/la paciente no puede deambular; su frecuencia respiratoria
es mayor de 40 y existen datos de cianosis. Se debe administrar
oxigeno en forma directa. En estas circunstancias, existen
varias opciones:

a) Oxigeno supletorio por medio de canula nasal: esta
modalidad tiene varios problemas: resequedad y
posible dafio en la mucosa nasal, asi como aspersion
de liquidos nasales que pueden infectar al personal de
salud.

b) Uso de oxigeno por métodos no invasivos; uso de
mascarilla nasal cerrada. Se recomienda cuando el
paciente, ademas de los datos clinicos, tiene una
saturacion de oxigeno <90%, pero sin datos de
acidosis metabdlica grave (pH = 7.25-7.35). Si en una
hora el paciente no mejora, es necesario intubarlo.

c) Intubacién: desafortunadamente, el 90% de los
pacientes con insuficiencia respiratoria requiere este
tipo de respiracion asistida. El tiempo de duracion es
muy variable y puede ser de cinco a 15 dias. Es
importante tomar en cuenta las siguientes
consideraciones: se deben usar filtros antimicrobianos
en el equipo, con el objetivo de disminuir el riesgo de
infecciones  bacterianas, asi como medidas
antisépticas diarias en el equipo. Idealmente, estos
pacientes deben estar semisentados y se les debe
cambiar de posicion entre cada cuatro y seis horas,
con el fin de evitar las Ulceras de decubito. Debe
hacerse movilidad pasiva de los miembros inferiores,
con el objeto de disminuir las posibilidades de
tromboembolismo venoso, asi como el sindrome de
neuropatia posterior a choque. Los pacientes
intubados generalmente estdn en un estado de
agitacion que dificulta el procedimiento; sin embargo,
puede usarse algin tipo de sedacion leve que sea
administrada y monitoreada por un anestesiélogo.

Debido a la rapidez con que esta infeccion pasa de estado
estable a muy grave, se recomienda que cualquier
procedimiento mencionado se haga en un hospital debidamente
preparado. Esto implica que debe contar con unidades de
cuidados intensivos (UCI), con el personal médico, de
enfermeria y de apoyo (camilleros) bien capacitado, que
ademas cuente con el equipo necesario para evitar la
transmision de la infeccion.

Tomando en consideracion que se tienen identificados
diversos factores pronosticos, no debe olvidarse que las
comorbilidades contindian su curso natural y, por lo tanto, se les
debe seguir controlando. La diabetes mellitus se debe
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monitorear diario, sobre todo en pacientes que hayan recibido
corticoesteroides, como la metilprednisolona, en el tratamiento
de la neumonia. La presion arterial debe seguir controlandose
de acuerdo con las cifras diarias. Pacientes inmunosuprimidos,
por enfermedad o trasplante, deben evaluarse conjuntamente
con un médico especialista del &rea respectiva, sobre la
conveniencia de seguir, reducir o suspender dicho tratamiento.
Aunque se han informado muy pocos casos con neoplasia en
tratamiento, el consenso es que el tratamiento se puede retardar,
sin que se afecten las posibilidades de obtener una buena
respuesta de la neoplasia.”® Como es légico, alin no se tienen
pacientes con seguimientos largos después de la infeccion, por
lo que se desconoce si quedan dafios en algdn érgano.

Terapias antivirales

El desarrollo de una terapia antiviral es un proceso que puede
tomar alrededor de 10 a 15 afios, lo que representa un problema
cuando una poblacién se enfrenta a enfermedades emergentes.”™
Este tipo de patologias no cuentan con una terapia especifica, lo
que lleva a emplear, a partir de experiencias previas,
tratamientos ya utilizados para otras patologias y que pudieran
ser efectivos para su pronto uso ante una emergencia.” En la
actualidad, se proponen mas de 20 tratamientos para palear la
COVID-19,” los cuales van desde agentes ya conocidos, como
las aminoquinolonas, hasta la trasferencia de inmunidad a
través de la transfusion de plasma convaleciente.

Uno de los farmacos que ha sido recomendado por la OMS
es la hidroxicloroguina, conocida por su uso en el combate del
paludismo, pero que también ha demostrado tener eficacia en el
tratamiento de otras enfermedades emergentes, como el Zika.™
Este compuesto aumenta el pH de las vacuolas intracelulares,
incluyendo los lisosomas, lo que bloguea la degradacion
proteica por hidrolasas; también perturba las modificaciones
postraduccionales en el complejo de Golgi, lo que incluye la
modificacion de los patrones de glucosilacion de los receptores
que el virus emplea para infectar las células.” Recientemente,
la administracion de hidroxicloroquina en una pequefia cohorte
de pacientes que padecian COVID-19 demostrd la reduccion de
la carga viral y se tuvo registro de esto desde el dia tres del
tratamiento. En este mismo estudio se incluyé un grupo de
pacientes a los que se les coadministrd azitromicina,
tratamiento que pronuncié ain mas la disminucion de la carga
viral.”® Cabe destacar que no es atin conocido el mecanismo de
accion por el cual este antibidtico podria surtir efecto ante la
COVID-19.

Otros medicamentos ya empleados en el tratamiento del
sindrome de inmunodeficiencia adquirida (SIDA) son el
lopinavir y el ritonavir, mismos que solos o0 en combinacion
con el interferon beta-1b (IFN-beta-1b) han demostrado, en un
modelo animal de infeccion que semeja al sindrome
respiratorio de Oriente Medio, inducir una mejor resolucién de
la enfermedad.” El lopinavir es un inhibidor de la aspartato
proteasa del virus de la inmunodeficiencia humana (HIV) que
se combina con el ritonavir para incrementar su vida media a
través de la inhibicion de las enzimas del sistema citocromo
P450.7 Por su parte, al ser reconocido por su receptor, el IFN-
beta-1b induce la produccién de proteinas que bloguean la
replicacion viral, en parte debido a la inhibicion de la
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traducciéon del ARN viral.® In vitro, el IFN-beta-1b ha
demostrado tener mayor actividad antiviral contra el
MERS-CoV que el lopinavir/ritonavir solos o en combinacion.
En un modelo de infeccion por MERS-CoV en ratones, se ha
demostrado que lopinavir/ritonavir, en combinaciéon con el
IFN-beta-1b, reduce discretamente la carga viral, pero no
mejora los signos de dafio pulmonar agudo.® EIl primer ensayo
que utilizd la combinacién de lopinavir/ritonavir para la
COVID-19 reportd que su administracion no confirié ventaja
alguna en la mejora clinica en comparacién con pacientes con
tratamiento estandar, incluyendo la mortalidad a 28 dias.™

Originalmente creado para el tratamiento del Ebola, el
remdesivir (GS-5734) es un andlogo de la adenosina que
requiere del anabolismo intracelular para generar un metabolito
activo que interviene en la actividad de la ARN-polimerasa
ARN viral-dependiente.8! Este agente antiviral no resultd ser
efectivo contra el Ebola; sin embargo, esta probando ser eficaz
contra otro tipo de infecciones virales, como las causadas por
los CoV.2€ De hecho, el primer caso de la COVID-19
reportado en Estados Unidos fue un caso agudo al que se tratd
con remdesivir y el paciente mostré una notable mejoria al
poco tiempo.®® En la actualidad, este agente estd siendo
probado en cientos de pacientes para evaluar su efectividad
ante la emergencia actual.® Otros analogos de la ribosa, como
el EIDD-1931, han mostrado tener efecto antiviral in vitro
contra distintos CoV, incluido el SARS-CoV-2, mientras que
su homologo, el EIDD-2801, especificamente disefiado para su
administracion oral, ha demostrado que inhibe la replicacion
viral en ratones, ademas de que mejora los signos de dafio
pulmonar agudo. Este efecto se asocia con la alta tasa de
mutaciones que el virus adquiere en su intento de replicacion.®®

Otro agente que se estd sumando a los candidatos para
pruebas clinicas contra la COVID-19 es la ivermectina, un
agente antiparasitario cuyo mecanismo de accion consiste en la
inhibicion de la interaccion entre la proteina integrasa del VIH
y la importina alfa/beta-1, responsable de la importacion del
VIH al nicleo y en consecuencia su replicacion. Aunque su
mecanismo de accion en otras enfermedades no ha sido
demostrado, su eficacia ha sido comprobada contra la
replicacion viral en la fiebre del Nilo, el dengue® y la
influenza. Los primeros ensayos in vitro para probar su
efectividad contra la COVID-19 demuestran que el
SARS-CoV-2 disminuyd dréasticamente su tasa de
replicacion.®’

La inmunizacion pasiva por la transferencia de plasma de
sujetos que se han recuperado de enfermedades respiratorias
causadas por CoV ha sugerido también eficacia. Por ejemplo,
por medio de un metaandlisis se ha propuesto que la transfusion
de plasma de convalecientes derivados de sujetos que cursaron
con influenza o con sindromes respiratorios causados por CoV
redujo la mortalidad y no se reportaron efectos secundarios de
consideracion.® Recientemente, un estudio preliminar con
cinco pacientes que padecian COVID-19 en su forma severa,
fueron tratados con plasma de sujetos recuperados a la par con
agentes antivirales y prednidsolona. Después de tres dias,
cuatro pacientes (80%) mostraron ausencia de fiebre y todos se
recuperaron de manera paulatina.®

A pesar de estas prometedoras pero preliminares
observaciones, este y todos los demas ensayos aqui citados
requeriran de un mayor nimero de pacientes para corroborar o
descartar la eficacia de estos agentes contra la COVID-19. De
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manera global, existen mas de 600 ensayos clinicos registrados,
de los cuales México participa con nueve hasta la fecha. Para
profundizar en la informacidn de todas las terapias que se estan
probando en la actualidad, y descubrir las nuevas propuestas de
tratamiento que se estan llevando a cabo, el lector siempre
puede referirse al siguiente sitio web: www.clinicaltrials.gov.

Métodos de deteccion

La primera estrategia para diagnosticar la enfermedad
generada por el virus SARS-CoV-2 fue confirmar la exposicion
o0 el contacto con pacientes previamente diagnosticados. Sin
embargo, derivado de la rapida dispersion de la enfermedad, la
Comision Nacional de Salud de China formul6 un programa de
diagndstico y tratamiento de la nueva neumonia por CoV. Este
documento se sustentd en las recomendaciones emitidas

Pifia-Sanchez P et al. Biologia del SARS-CoV-2

previamente por la OMS para el SARS y el MERS y en él se
considerd que la confirmacion de neumonia viral por medio de
tomografia computada era evidencia suficiente para el
diagndstico de la infeccién. Sin embargo, fue hasta el 17 de
febrero de 2020 que la OMS acepto este diagnéstico, siempre y
cuando estuviera acompafiado de la evaluacion de la presencia
del virus, por medio de la reaccién en cadena de la polimerasa
con transcripcion inversa (RT-PCR), ya que esta representa una
herramienta experimental de biologia molecular altamente
sensible y poderosa que permite analizar la presencia de
secuencias de ARN con muy alta especificidad.® De manera
general, la estrategia metodolégica consta de los siguientes
pasos (figura 4):

e  Obtencién de ARN total, en el que esta incluido el ARN
mensajero (ARNmM), a partir de una muestra proveniente
de un sujeto con sospecha de enfermedad COVID-19.

Figura 4 Reaccion en cadena de la polimerasa con transcripcion reversa
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Amplificacion exponencial del gen de interés por medio de PCR

A partir de una muestra de un sujeto con sospecha de enfermedad COVID-19, se obtiene ARN para proceder (mediante transcripcion
reversa) a la sintesis de un ADN complementario (cDNA), el cual servira de molde para amplificar (utilizando primers especificos) las
secuencias virales de interés, mediante la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR). En el caso de la PCR en tiempo real, el gen de
interés es amplificado junto con una sefial fluorescente que permite distinguir si la muestra es positiva 0 negativa en relacion con una

linea basal
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e Sintesis mediante transcripcion reversa (RT) de una
copia de ADN complementario (cDNA) de cadena
sencilla, a través de la accion de una enzima retroviral
transcriptasa reversa, misma que utiliza un juego de
oligonucledtidos iniciadores (primers), que se alinean al
ARN y comienzan la sintesis del cDNA, extendiéndose
hacia el extremo 5 terminal. Este paso permite
maximizar el nimero de genes que pueden ser evaluados
a partir de la muestra inicial.

e Amplificacion de una alicuota del cDNA obtenido en la
RT por medio de la PCR, la cual se basa en procesos
ciclicos de cambios de temperatura, en donde se permite
la desnaturalizacion, alineacion y elongacién de
secuencias especificas que son reconocidas por juegos de
primers, previamente disefiados, para reconocer los
genes de interés.®>*? Considerando que para este caso el
objetivo es determinar la presencia de genes de
SARS-CoV-2 dentro de las células humanas, la
secuencia del genoma viral ha sido usada para disefiar
primers especificos, entre los que se encuentran proteinas
estructurales del virus, que incluyen: glicoproteinas de
espicula (S), de la envoltura (E), de la membrana (M) y
nucleocapside (N), o bien, genes accesorios
especie-especificos requeridos para la replicacion viral,
como ARN polimerasa dependiente de ARN (RdRp),
hemaglutinina-esterasa (HE) y marcos de lectura abierta
(ORFla y 1b). En este sentido, diferentes paises han
establecido el uso de diferentes juegos de primers y la
OMS recomienda utilizar los genes E y después la
confirmacion con el gen RdRp. %%

e Deteccion de los productos amplificados, al
cuantificar en tiempo real los productos obtenidos en
cada ciclo de amplificacion, lo cual se logra por la
incorporacion de una molécula fluorescente que se
asocia con el producto amplificado (PCR en tiempo
real o Q-PCR). En algunos casos, la deteccion se
podria hacer al incorporar colorantes intercalantes (o
moléculas radioactivas), detectados mediante un
analizador de imagenes en lo que se conoce como RT-
PCR en punto final -9

Un aspecto importante en la deteccién de secuencias virales
es el origen y el momento de la toma de muestra para el
diagndstico, ya que se ha descrito que después de cinco o seis
dias de haber presentado sintomas, los pacientes tienen altas
cargas virales en el tracto respiratorio superior e inferior, de
manera que al inicio de la enfermedad, un exudado
nasofaringeo u orofaringeo es recomendable, mientras que en
etapas avanzadas se sugiere obtener esputo del tracto
respiratorio inferior o bien un lavado bronquioalveolar.
Muestras provenientes de heces fecales pueden también ser
utilizadas en el caso de pacientes con neumonia COVID-19%y
a partir del 27 de enero de 2020 también se permite el uso de
muestras sanguineas para la deteccion del virus. En este sentido,
es importante recalcar que debe tenerse especial atencion en los
pacientes sintomaticos atipicos, asi como en sujetos
asintomaticos, ya que al momento la clasificacion de los
pacientes basados en el riesgo necesita ser verificada.®

En relacién con la bioseguridad, una vez que la muestra ha
sido tomada, su procesamiento de lisis previo a la RT-PCR
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debe realizarse en un gabinete de bioseguridad clase Il y una
vez que el amortiguador de lisis (usualmente hecho a base de
guanidina y detergentes) es afiadido a la muestra, se puede
considerar que el virus queda inactivo.*

Dos aspectos fundamentales para la validacion de pruebas
moleculares Utiles para el diagnostico de SARS-CoV-2 son: el
limite de deteccion (el cual puede llegar a 10 equivalentes
virales gendmicos/ul) y que no haya reactividad cruzada con
otros coronavirus. De acuerdo con la informacion publicada el
5 de junio por el Instituto de Diagndstico y Referencia
Epidemioldgicos (INDRE) (https://www.gob.mx/cms/uploads/
attachment/file/556189/Listado_de_pruebas_moleculares__tiles
_para_el_diagn_stico_de_SARS-CoV-2.pdf), son 27 las
pruebas que actualmente han sido validadas en México, todas
basadas en la RT-PCR. Entre ellas se encuentran las siguientes:
Berlin Test, que es la prueba de referencia, todavia no
disponible comercialmente; Cobas SARS-CoV-2 qualitative
(Roche); Detection kit for novel 2019 Coronavirus RNA (Daan
Gene Co.); VIASURE SARS-CoV-2 (cerTest Biotec); TagMAN
2019-nCov Assay kit (Applied Life Technologies Co.);
DeCov19 kit, DeCoV19 kit triples y WoV19 kit (Genes Life Sapi
de CV). En cuanto al nimero de pruebas moleculares
diagndsticas que debe realizarse en cada pais, hay que recalcar
gue no existe un nimero definido, pues esto depende del
modelo de vigilancia y el seguimiento que cada pais adopta.

Es importante mencionar que a nivel internacional se han
aprobado otras pruebas, incluso mas rapidas que las
mencionadas, como real-time RT-PCR rapid test
XpertSARS-CoV-2  (Cepheid) y Vivalytic COVID-19
(Randox), las cuales realizan la deteccién en 45 minutos y
2.5 horas, respectivamente. Recientemente Abbot desarroll6
ID Now™ COVID-19, la cual puede llevar a cabo la
deteccion entre 5 y 13 minutos y estd basada en la
tecnologia de amplificacién isotérmica de &cidos nucleicos,
dirigida al gen RdRp. Cabe mencionar que varias de las
nuevas pruebas desarrolladas tienen aprobacién para
diagndstico solo durante la emergencia sanitaria, por lo que
aun estarian sujetas a validaciones futuras.

Si bien es cierto que actualmente el diagndstico de la
enfermedad causada por coronavirus se basa en la deteccion por
RT-PCR, también han sido planteadas otras estrategias para
detectar la presencia viral. Una de ellas es la secuenciacion del
genoma viral completo, en la que se analiza el nivel de
homogeneidad de la muestra problema con la secuencia del
nuevo coronavirus. Esta prueba, ademas de aportar informacion
diagndstica, también genera importantes datos sobre la
epidemiologia molecular del virus.* Otra estrategia diagndstica
se basa en el desarrollo de inmunoensayos para la deteccion
rapida de anticuerpos especificos, IgM o IgG, contra
SARS-CoV-2 en el suero de pacientes. Aunque estos ensayos
pueden proveer una ventaja en el tiempo de diagnostico y en el
costo de la deteccion, tienen una sensibilidad significativamente
inferior a la deteccién por RT-PCR.* De acuerdo con las
recomendaciones internacionales, una prueba diagnostica debe
tener una sensibilidad > 80% y la sensibilidad de los
inmunoensayos estd por debajo. De hecho, se han reportado
varios casos en Espafia, Italia y RepUblica Checa, en donde este
tipo de pruebas arrojaron fallos analiticos importantes, debido a
la imposibilidad de detectar anticuerpos en los primeros
5-11 dias de la infeccion.
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Hacia el desarrollo de vacunas

Las vacunas son preparaciones desarrolladas para generar
inmunidad contra  enfermedades  determinadas.® Dicha
inmunidad (denominada inmunidad adquirida) consiste en la
generacion de anticuerpos por parte del organismo vacunado
contra el agente infeccioso (por ejemplo, una bacteria 0 un
virus). Por lo general, las vacunas se producen a partir de
formas muertas o debilitadas del agente infeccioso o bien a
partir de uno de sus productos (por ejemplo, una toxina) o de
una de las proteinas de su superficie (de la capside, en el caso
de virus).® A lo largo de los ultimos 220 afios se han
desarrollado de manera exitosa vacunas para mas de 30
enfermedades infecciosas que en otros tiempos causaban miles
o millones de muertes.

Durante la pandemia del virus de la influenza AHIN1 en
2009, los productores de vacunas cambiaron rapidamente sus
estrategias de produccion de vacunas trivalentes contra el virus
de la influenza estacional, a wvacunas monovalentes
pandémicas. Aunque esto solo implico un cambio de cepas y
procesos establecidos y aprobados para la liberacion y
distribucion de la vacuna, pasaron seis meses para que la
vacuna estuviera disponible y esta también llegd tarde para
afrontar la segunda ola de la pandemia, que tuvo lugar en
Estados Unidos en otofio de 2009.% En esta ocasion, ante la
pandemia de COVID-19, nos enfrentamos a un extraordinario
desafio ante un virus que acaba de emerger y que es capaz de
infectar a los humanos. La respuesta es muy complicada
porque en la actualidad no existen vacunas contra CoV.

La tecnologia de vacunas ha evolucionado significativamente
en la Gltima década, incluido el desarrollo de varios candidatos
de vacunas de ARN y ADN, y de vacunas con vectores (por
ejemplo, Ervebo, una vacuna contra el virus Ebola, con vector a
base del virus de la estomatitis vesicular [VSV], el cual ya cuenta
con licencia en la Union Europea), vacunas de proteinas
recombinantes (por ejemplo, Flublok, una vacuna contra el virus
de la influenza, hecha en células de insectos, con licencia en los
Estados Unidos) y vacunas basadas en cultivos celulares (por
ejemplo, Flucelvax y una vacuna contra el virus de la influenza,
hecha en células de mamiferos).*

El virus SARS-CoV-2 se identificd en un tiempo récord y su
secuencia genomica la puso a disponibilidad el grupo de
investigadores de China,® lo que permiti6 conocer la alta
identidad que guarda con SARS-CoV y MERS-CoV. Ademas,
por estudios sobre SARS-CoV y las vacunas relacionadas con
MERS-CoV, se sabe que la proteina S de la superficie de
SARS-CoV-2 es un blanco idéneo para una vacuna.!® La
estructura de la proteina S del SARS-CoV-2 se resolvi6 a alta
resolucion en un tiempo extraordinariamente corto, lo que ha
generado grandes expectativas para el desarrollo de la
vacuna.’® En SARS-CoV y SARS-CoV-2, esta proteina
interactdia con el receptor ACE2, y los anticuerpos dirigidos
contra la glicoproteina de SARS-CoV han sido capaces de
inhibir la entrada de SARS-CoV-2 a las células blanco.*? Por
lo tanto, se cuenta con un antigeno que puede ser
potencialmente incorporado en distintas plataformas para el
desarrollo de vacunas, ya sea a base de ARN, ADN, vectores
virales, 0 como vacunas subunitarias, empleando las proteinas
recombinantes, o bien utilizando el virus de forma atenuada o
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inactiva (cuadro 111).%8 Por otro lado, se tiene disponible un
total de 188 patentes de vacunas registradas contra SARS y
MERS, cuya inmunogenicidad ha sido probada en varios
modelos experimentales,’® lo cual podria representar un apoyo
importante para el disefio de vacunas antiSARS-CoV-2. Es
importante mencionar que aunque la mayoria de estas vacunas
ha reducido la carga viral y mostrado una mayor supervivencia
y menor morbilidad en los animales vacunados, respecto a los
no vacunados,®% se debe asegurar que las vacunas para
SARS-CoV-2 sean suficientemente seguras y mantengan titulos
de anticuerpos capaces de neutralizar el virus durante un largo
plazo, con la finalidad de evitar reinfecciones,'® e incluso
brindar suficiente proteccién a personas mayores de 60 afios,
toda vez que el SARS-CoV-2 causa los efectos patoldgicos mas
drasticos y la mayor tasa de mortalidad en estas personas.'®

Mientras tanto, ensayos clinicos de fase | con voluntarios se
han iniciado con una vacuna basada en ARNm que codifica
para la proteina S de SARS-CoV-2 (clinicaltrials.gov:
NCT04283461);' y otra basada en vectores no replicantes que
contiene la proteina S de SARS-CoV-2 (CanSino Biologics
[ChiCTR20000 30906]) para ser aplicada en la poblacion de
China en abril del presente afio (cuadro 111).1% Sin embargo, se
necesitan muchos pasos adicionales antes de que estas vacunas
puedan usarse en la poblacién mundial y este proceso puede
llevar alrededor de 12-18 meses. Por lo tanto, el paradigma de
la pandemia requiere que se realicen multiples actividades, con
riesgo financiero para los desarrolladores y fabricantes, sin
saber si el candidato a la vacuna serd seguro y efectivo, incluida
la ampliacion de fabricacién muy temprana a escala comercial
antes del establecimiento de fases clinicas 11y Ill.

La pandemia de COVID-19: datos y reflexiones

En diciembre de 2019, en Wuhan, capital de la provincia de
Hubei en China, se detectaron los primeros casos de pacientes
con COVID-19. Esos primeros contagios estuvieron asociados
al mercado de pescados y mariscos de dicha ciudad; sin
embargo, no se tiene clara la ruta de contagio del primer
individuo infectado.®® La enfermedad comenzé a propagarse
con gran rapidez, de tal suerte que en unas cuantas semanas,
practicamente toda China estaba “contagiada”. A finales de
enero de 2020, se detectaron personas infectadas en diversos
paises europeos, en Iran y en los Estados Unidos de América.
La COVID-19 no tardd en extenderse hacia el resto de Europa,
Asfa, Oceania, América Latina y Africa. El crecimiento en el
ndmero de personas infectadas ha sido excepcional.

Se estima que el primer caso de infeccion ocurrié entre el
6 vy el 8 de diciembre de 2019 (en Wuhan, China; el paciente
fue hospitalizado el 12 de diciembre); para el 22 de enero de
2020, el nimero de casos registrados por la OMS a nivel
mundial era de 580; para el 30 de enero era de 9823; para el
29 de febrero era de 86 604; para el 30 de marzo era de
786 006, y al momento de escribir este articulo (26 de mayo de
2020), més de 5.4 millones de personas, en cerca de 200 paises,
habian sido confirmadas como infectadas. En cuanto al nimero
de fallecimientos, el panorama es igualmente alarmante:
17 fallecidos para el 22 de enero; 213 para el 30 de enero;
2977 para el 29 de febrero; 37 783 para el 30 de marzo, y para
el 26 de mayo la cifra sobrepasa los 340 000 fallecimientos.

Rev Med Inst Mex Seguro Soc. COVID-19. 2020



Pifia-Sanchez P et al. Biologia del SARS-CoV-2

Cuadro Il Plataformas y tecnologias enfocadas a la produccién de vacunas contra SARS-CoV-2

Vacunas Vacunas contra
Plataforma Blanco antigénico licenciadas para Ventajas Desventajas SARS-CoV-2 en fase
humanos clinica |
ARNmM Proteina S No Féacil de disefiar; Altamente inestables Moderna/NIAID
alto grado de en condiciones
adaptabilidad: fisiologicas (NCT04283461)
inducen
respuestas
inmunes fuertes
ADN Proteina S No Féacil de disefiar; Baja respuesta
alta seguridad; inmune en humanos;
titulos altos de repetidas dosis
anticuerpos causan toxicidad
neutralizantes
Proteinas Proteina S Si, para Alta seguridad; Alto costo; menor
recombinantes baculovirus produccién inmunogenicidad;
(influenza, consistente; requiere de
., inducen . .
VPH) y expresion respuestas dosis repetidas y de
en levaduras inmunes celulares | adyuvantes
(VHB, VPH) y humorales;
titulos altos de
anticuerpos
neutralizantes
Vectores virales Proteina S Si, para VSV Seguras; inducen | Lainmunidad contra el | CanSino Biologics
(Ervebo), perono | respuestas vector podria afectar )
para otros inmunes celulares | negativamente la (ChiCTR20000
vectores virales y humorales efectividad de la 30906)
vacuna
Virus atenuados Virién entero Si Desarrollo rapido; | Posible reversion
inducen fenotipica o
respuestas genotipica; pueden
inmunes fuertes generar alguna
enfermedad
Virus Virién entero Si Facil de preparar; | Potencial inapropiado
inactivados seguras; titulos para individuos
altos de inmunosuprimidos
anticuerpos
neutralizantes

VPH: virus de papiloma humano; VHB: virus de hepatitis B; VSV: virus de estomatitis vesicular

La COVID-19 no serd la Ultima pandemia que enfrentemos.
La pregunta es si estaremos mejor preparados para las
proximas. En 2009, la Agencia Estadounidense para el
Desarrollo Internacional (USAID) inici6 el proyecto piloto
PREDICT, el cual forma parte del Proyecto de Amenazas
Pandémicas Emergentes (EPT) a escala global.®® Dicho
proyecto tuvo como objetivo evaluar la posibilidad de mitigar
las amenazas de pandemias, a partir del descubrimiento de
nuevos virus en reservorios de vida silvestre, asi como la
caracterizacion de los factores ecol6gicos, sociales vy
econémicos que promueven su capacidad de propagacion, a fin
de mitigar su potencial amenaza en la poblacién.
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Este proyecto fue iniciado en respuesta a la crisis de gripe
aviar H5N1 de 2005 y originalmente fue planeado para
10 afios, con una inversiébn de 170 millones de dolares
(15-20 millones anuales).® Se trabajé en mas de 30 paises de
Africa, Asia y América Latina y se impulsé el desarrollo de
capacidades para identificar enfermedades zoonéticas (aquellas
que se transmiten de animales a humanos) en mas de
60 laboratorios y se capacito a mas de 6800 personas. Se
colectaron muestras de mas de 164 000 animales y humanos.
Mediante las técnicas de PCR y de secuenciacién masiva de
nueva generacion, se descubrieron 949 nuevos tipos de virus y
se confirmé la presencia de 217 ya conocidos, entre los que se
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encontraron virus zoonoéticos, tales como CoV parecidos a
MERS y SARS.1® La fase piloto del proyecto terminé en 2019
y en octubre de ese afio se hizo la peticién de que este proyecto
se extendiera por 10 afios mas. Desafortunadamente, la
respuesta del gobierno del presidente Trump fue negativa.'*°

Con base en experiencias previas, a partir de los brotes de
SARS, Ebola y Zika, en 2018 naci6 el Proyecto del Viroma
Global (GVP) con el objetivo de identificar y caracterizar las
amenazas virales desconocidas en nuestro planeta, asi como
para dar respuestas y generar intervenciones oportunas de
salud publica ante brotes pandémicos futuros. Los expertos
estiman que existen alrededor de 1.67 millones de especies
virales aln por descubrir, cuyos hospederos principales son
mamiferos y aves. De estos, se estima que entre 631 000 y
827 000 tienen la capacidad para infectar a humanos.''! En
apoyo de lo anterior, se ha demostrado una gran diversidad
de SARS-CoV en murciélagos, por lo que se espera
identificar nuevas variantes virales debido a su estrecha
coexistencia y eventos de recombinacion.!*?
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