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PERFIL ACADEMICO

LevrRe FLAMARIQUE PErez (Madrid, 1994) es graduada en Psicologia de formacién, pero
periodista y comunicadora de profesiéon. Durante sus estudios de grado en la UNED
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Espanola de Psicologia Comparada. Su formacién curricular continué con el master en
Periodismo BCN NY de la Universidad de Barcelona y la de Columbia de Nueva York,
tras el cual se incorporé al canal de ciencia Big Vang del periédico catalan La Van-
guardia. La trayectoria de la periodista fue reconocida en el 2021 con la concesion de
una de las | Ayudas CSIC-Fundacién BBVA de Comunicacion Cientifica. El desarrollo
durante un afno de estancias periodisticas en varios centros del Consejo Superior de
Investigaciones Cientificas le ha permitido conocer de primera mano la labor cientifica
del organismo publico, asi como el desarrollo de la actividad investigadora. En la actua-
lidad trabaja como periodista freelance y trata de canalizar su formacién en Psicologia
virando su produccién periodistica de la ciencia hacia contenidos que aborden la salud
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PROLOGO

La actividad cientifica, basica o aplicada, se debe a la sociedad que la financia y tiene
gue volcar sus resultados en ella. Dicha maxima, en la que todos podemos estar de
acuerdo, con mas o menos matices, se convierte en una verdad absoluta cuando la so-
ciedad busca respuestas porque esta abrumada por los acontecimientos y angustiada
por la incertidumbre. Esta es la situacion que se produjo cuando, en marzo de 2020, se
declaré la pandemia causada por un virus mindsculo, de aproximadamente 0,1 micras,
conocido mundialmente como SARS-CoV-2. Los cimientos de la sociedad se tambalea-
rony los acontecimientos demostraron que nadie esta a salvo de estas infecciones y que
la enfermedad puede afectar a cualquier persona en cualquier lugar del mundo sin que
las fronteras lo puedan detener.

En el dltimo siglo hemos asistido a una explosion de conocimiento cientifico mediado, en
gran medida, por el desarrollo de avances tecnolégicos e informaticos. Quizas por esta
razon, los humanos nos creiamos capaces de responder con prontitud a cualquier urgen-
cia que nos afectase como sociedad y de encontrar soluciones rapidas y efectivas. Sin
embargo, la reciente pandemia ha hecho tambalear muchos conceptos que creiamos ina-
movibles. Nos ha trastocado normas, costumbres, habitos, hasta el punto de llevar a mu-
chos a pensar que el miedo a una infeccién y muerte indiscriminada nos ha cambiado para
siempre, aunque hayamos ya normalizado la enfermedad y aprendido a convivir con ella.

Aunque ha causado un drama social, desde el punto de vista cientifico, el SARS-CoV-2
ha representado un enorme reto, una oportunidad que pocas veces la carrera cientifi-
ca ofrece. Ha sido la ocasion perfecta para romper moldes, para sacar a los cientificos
de sus ambitos habituales del conocimiento y organizarse para aportar experiencia y
colaboracion ante un reto comun. Hemos aunado esfuerzos interdisciplinares que nos
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han permitido conocer el virus desde una éptica caleidoscépica y aportar soluciones
para resolver los problemas complejos que ha generado. La informacién obtenida por
los cientificos se ha compartido a muchisima velocidad por lo que hemos accedido casi
instantaneamente a datos que hasta hace poco tarddbamos meses en conocer. Este
esfuerzo colectivo nos ha obligado ademas a compartir nuestros propios avances con el
resto del mundo cientifico y ello ha redundado en importantes avances en beneficio de
todos, auin a costa de no ser los primeros en conseguir el éxito.

El Centro Nacional de Biotecnologia (CNB) es un instituto de investigacion multidiscipli-
nar del Consejo Superior de Investigaciones Cientificas (CSIC) que incluye casi 700 traba-
jadores agrupados en 71 grupos de investigacion, unidades de apoyo cientifico y personal
de servicios y administracion. En él se desarrollan proyectos muy variados que incluyen,
entre otros, analisis de la estructura atémica de las proteinas, evaluacién de distintos as-
pectos microbiolégicos, infecciones virales, analisis de las condiciones de cultivos de plan-
tas, estudios de enfermedades inflamatorias y de procesos tumorales o investigacion de
los organismos entendidos como poblaciones complejas. Una visién simplista de la inves-
tigacion que realizamos en el CNB puede considerar que es un instituto excesivamente
atomizado vy, por lo tanto, débil a la hora de responder ante este tipo de eventualidades
complejas. Quien mucho abarca poco aprieta se dice, sin embargo, podéis creerme, nada
mas lejano de la realidad. Los cientificos del CNB han desarrollado una enorme actividad
colaborativa para conocer el SARS-CoV-2, atacarlo y apoyar a las autoridades a planificary
evaluar las medidas que imponian a la sociedad a la vez que intervenian en los medios de
comunicacion para dar su opinion y explicar sus actividades. Este trabajo colectivo y co-
laborativo de los grupos de investigaciéon y de los servicios que los apoyan ha convertido
al CNB en uno de los centros de vanguardia en la investigacion contra la covid en Espana.

El CNB presenté en el primer trimestre de 2020, justo cuando se declaraba la pande-
mia, un proyecto de investigacion colectivo y recibié una importante financiacién del
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Ministerio de Ciencia e Innovacion para ponerse en cabeza de la investigacion sobre la
covid. Con ilusion colectiva y conocimientos en distintas especialidades para afrontar el
problema desde diferentes puntos de vista, desarrollamos nuestro trabajo coordinado
en siete areas: desarrollo de vacunas contra el SARS-CoV2, desarrollo de tratamientos
antivirales, generacion de anticuerpos para neutralizar el virus, puesta a punto de en-
sayos para evaluar la seroprevalencia, analisis de las proteinas del virus para localizar
zonas con potencial terapéutico, estudios de la evolucion de la infeccién en la sociedad
y procesado de imagenes de la estructura de las proteinas del virus.

En perfecta coordinacion con el Ministerio de Ciencia e Innovacién y con la direccion
del CSIC, exploramos campos y vias no abordados conjuntamente hasta la fecha. Ello
nos llevd a disenar, por ejemplo, un ensayo clinico en fase | para un prototipo vacunal
qgue depositamos en la Agencia Espanola del Medicamento y Productos Sanitarios o a
ceder los derechos de un ensayo de analisis de seroprevalencia a la Organizacién Mun-
dial de la Salud para su uso en paises en vias de desarrollo.

Este libro es en realidad un diario de bitacora que no pretende relatar los éxitos indivi-
duales, sino contar los acontecimientos y cdmo los vivimos desde el CNB. En él se reco-
ge cOmo nos organizamos en la emergencia, los proyectos generados y la envergadura
de muchas de nuestras actividades. Sirva también para destacar y agradecer la actividad
de muchos actores cientificos y no cientificos, de dentro y fuera del CNB, cuya genero-
sidad fue fundamental para desarrollar nuestro trabajo. El presente texto representa a
su vez un homenaje a instituciones, fundaciones y donantes publicos y privados que, en
un ejercicio de altruismo nunca antes vivido en el centro, nos posibilitaron financiar toda
la actividad y sentir muy cerca el apoyo de la propia sociedad.

Mario Mellado Garcia
Director del Centro Nacional de Biotecnologia (CNB), CSIC
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NOTA AL LECTOR
El proceso de escritura de este libro empezé en septiembre del 2022 y acabé en febrero

del 2023, por lo que, desde ese momento hasta su publicacién, se han podido producir
algunas actualizaciones en las investigaciones incluidas.
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UN NUEVO VIRUS ENTRA EN EL CNB

«Misterioso brote de neumonia en China». Estas palabras empaparon las noticias duran-
te la primera semana del afio 2020. Supusieron la carta de presentacion del ya archico-
nocido SARS-CoV-2, que entraba en nuestras vidas como un conglomerado de casos de
neumonia en la lejana ciudad asiatica de Wuhan.

Los primeros contagiados habian sido reportados a finales del 2019. De ellos se re-
cogieron muestras para su posterior analisis. El microorganismo detras de la fiebre, la
dificultad para respirar y las lesiones en los pulmones no coincidia con nada conocido.

El 7 de enero del 2020 las autoridades chinas determinaron que se trataba de un
nuevo coronavirus, el séptimo con capacidad para infectar a humanos. Primero fue co-
nocido como 2019-nCoV o WH-Human 1 coronavirus (WHCV) hasta que finalmente
se nombrd SARS-CoV-2 y quedd incluido en la categoria de primo hermano del SARS-
CoV o coronavirus del sindrome respiratorio agudo grave, que pasé a denominarse
SARS-CoV-1. El nombre de la mortal neumonia derivada de su infeccion, COVID-19,
o su version lexicalizada y simplificada «covid», es otro término mas de nuestro voca-
bulario actual.

Si alguna palabra podia definir la situacién durante aquellos momentos esa era la de
incertidumbre. Se elucubraba sobre el posible devenir de la historia, la cual tenia de re-
ferencia al SARS-CoV-1, aparecido también en China en el 2002. Este cercano pariente
del nuevo virus se habia cobrado cerca de un millar de victimas mortales y habia infec-
tado a menos de una decena de miles de personas. Pero ya era historia.

Asi que, pocos previeron la magnitud del problema. La transmisién por aire del SARS-
CoV-2 llevé a un crecimiento exponencial de los casos, que rapidamente escaparon de
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China. En menos de un mes el nuevo coronavirus arribé a Espana y a finales de febrero
Italia se convertia en el epicentro en Europa de la ain epidemia.

Esta era la situacion cuando la direccidon del Centro Nacional de Biotecnologia (CNB)
recibié la llamada del organismo que lo ampara, el Consejo Superior de Investigaciones
Cientificas (CSIC), que marcaria el devenir del centro: «vuestro instituto retine a algunos
de los mayores expertos sobre coronavirus del Consejo y queremos asesoramiento».

Entre los grupos del CNB se encuentra el Laboratorio de Coronavirus, cuyo jefe, Luis
Enjuanes, lleva ya 40 anos investigando sobre este tipo de virus y lidera un equipo de
referencia a nivel mundial en su campo. El grupo trabajaba en SARS-CoV-1y MERS-CoV
o coronavirus del sindrome respiratorio de Oriente Medio. Este ultimo emergié en el
2012 en la regién que lo nombra y, aunque muy letal, solo ocasiona brotes locales. Am-
bos representaban la diada de coronavirus humanos mortales hasta que llegé el SARS-
CoV-2, el cual incorporaron inmediatamente a sus investigaciones.

Pocos dias después de aquella llamada, la cupula directiva del CSIC recibié a la direc-
cién del CNB, con Mario Mellado y Fernando Rojo, recién nombrado director y anterior
director, respectivamente, ademas de los representantes del mencionado laboratorio.
Enjuanes, la codirectora del grupo Isabel Sola y la investigadora senior Sonia Zuniga
informaron sobre el nuevo coronavirus y la situacidon de la pandemia. En esa reunién
también explicaron el trabajo realizado hasta la fecha sobre el virus emergente y cuales
eran las necesidades del laboratorio al respecto. El CSIC se ofrecid a ayudarles en lo
que necesitaran.

Empujado, en parte, por el papel del Laboratorio de Coronavirus en el Instituto y ya con

la evidente situacién de futuro colapso mundial, el CNB presenté al Consejo un proyec-
to destinado al Ministerio de Ciencia e Innovacién: un plan de trabajo a dos afios vista
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gue recogia varios proyectos cientificos, en el contexto de la epidemia, basados en la
experiencia de algunos grupos de investigacion.

Las tematicas a abordar incluyeron estudios sobre la estructura del virus, desarrollo de
vacunas, busqueda de antivirales y otros tratamientos para tratar la enfermedad derivada
de la infeccion, kits de diagndstico, y estudios computacionales. El borrador se redacté
en un fin de semana, el del 8 de marzo, a las puertas del estado de alarma que mandaria
a casi toda la poblacion espanola a casa durante tres meses, y estuvo montado en la es-
tresante manana del lunes siguiente. La escritura se realizdé basandose en la informacion
gue, con urgencia, enviaron los distintos laboratorios, coordinados por el comité directivo.
Este estaba integrado por el director, Mario Mellado, el vicedirector, Fernando Rojo, y el
vicedirector técnico, Peter Klatt.

La propuesta salié publicada en el Real Decreto-ley de medidas urgentes extraordina-
rias frente a la covid aprobado por el Consejo de Ministros el 17 de marzo. El resultado
supuso una inyeccion de 3,9 millones de euros al centro de investigacion, de un total de
4,45 millones de euros otorgados al CSIC, para hacer realidad el proyecto, cuyo pistole-
tazo de salida tuvo lugar el 31 de marzo de ese mismo afo.

Pero el virus ya habia entrado en el CNB mucho antes, figuradamente hablando. Lo
primero, las noticias, que atravesaron las paredes del centro con su correspondiente
inquietud entre el personal, al igual que ocurrié para el resto de la ciudadania. Algunos
cientificos vivian las nuevas mas desde la barrera, bien porque su linea investigadora es-
taba alejada de las infecciones virales, bien porque lo alejado era una eventual emergen-
cia mundial. Otros seguian mas de cerca el curso de los acontecimientos. Por si acaso.

La publicacion el 11 de enero de la secuencia genética del SARS-CoV-2 por cientificos chinos
supuso contar con su carnet de identidad, que venia a confirmar el tipo de patégeno que era,
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e iniciar las investigaciones sobre el recién llegado virus. En este momento movieron ficha en
el CNB el ya mencionado Laboratorio de Coronavirus junto con el de Poxvirus y Vacunas. De
lo que sabe el primer grupo es de reconstruir virus sintéticos y trabajar a partir de ellos para
desvelar sus secretos, por lo que las instrucciones sobre cémo hacerlo eran clave. Y estas
instrucciones van en los genes de los patégenos. Por su parte, el Laboratorio de Poxvirus y
Vacunas, liderado por Mariano Esteban, se ponia en marcha para el desarrollo de una vacuna.
El equipo cuenta con una plataforma de desarrollo de estos sueros frente a enfermedades in-
fecciosas humanas, habiendo trabajado en candidatos vacunales dirigidos a virus emergentes
como el Ebola, y no podia obviar el patégeno que empezaba a infectar el mundo.

Timidamente, otros grupos del CNB empezaron a centrarse también en el nuevo prota-
gonista con la incertidumbre de si iba a haber financiacion. La partida millonaria del Mi-
nisterio aun ni se concebia en enero. Si que se pusieron en marcha algunos de los deno-
minados Proyectos Intramurales Especiales (PIE) para dotar econémicamente con fondos
propios del CSIC a las primeras aproximaciones a la comprension del SARS-CoV-2, en las
que entraron las dos mencionadas en el parrafo anterior y alguna otra del Consejo.

Pasaron los dias y el clima que acabd por imponerse entre el personal del centro era el
de querer ayudar como fuera a revertir la situacién. Asi que, cuando el 11 de marzo se
declaré la pandemia, algunos laboratorios tenian ya su proyecto iniciado o esbozado
antes de la organizacién formal a cargo de la direccion del CNB. En ese contexto llegd
el dinero y el estado de alarma. Toda experimentacion no relacionada con coronavirus
quedo paralizada. EI CNB se vacié. Solo mantuvieron su presencia los pocos elegidos de
cada laboratorio con proyectos relacionados con el SARS-CoV-2 vy los servicios minimos
para que dicha labor pudiera desempenarse.

No empezar a investigar no excluyd de no haberse puesto a pensar en ello. Otros lo
hicieron ya en sus casas, con la cuarentena de por medio. Conversaciones con la familia

21


http://libros.csic.es

EL RETO DEL SARS-COV-2

o grupos de WhatsApp informales con colegas sirvieron de lluvia de ideas para dar con
la forma de arrimar el hombro. Entre medias, voluntarios se ofrecian para ayudar a los
equipos ya en marcha con las investigaciones sobre el nuevo virus o incluso para hacer
pruebas PCR de diagnostico si hiciera falta. Las intenciones estaban, por tanto, ahi. Solo
guedaba el cémo llevarlas a cabo.

El CSIC organizé para ello un foro que puso en contacto a personal investigador de todos
sus centros. Estos canales de intercambio de informacion fueron el germen de la Platafor-
ma Tematica Interdisciplinar (PTI)" Salud Global lanzada por el CSIC para dar respuesta a
la pandemia, la cual auné proyectos a lo largo del territorio nacional organizados en varias
areas tematicas. Al frente de la coordinacion de los mas de 300 grupos de investigacion que
la componen se sitUa la investigadora Margarita del Val, del Centro de Biologia Molecular
Severo Ochoa (CBM, CSIC-UAM). Nacia asi una segunda oleada de investigaciones del CNB
sobre el coronavirus que se sumaba a los proyectos ya iniciados, los cuales fueron integra-
dos también en la PTI Salud Global. De esta manera, el resto de las fichas de dominé fueron
cayendo hasta que el virus de las mil incégnitas permed todas las plantas del edificio.

PUESTA APUNTO DEL CENTRO

La inquietud previa al estado de alarma bullia a fuego lento. Ciertas noticias como la can-
celacion del Mobile World Congress en Barcelona, el primer gran evento que se anulé en

1 Las PTI son un instrumento mixto de investigacién e innovacién del Consejo consolidado en el plan Estratégico
CSIC 2021 para abordar retos multidisciplinares relativos a los Objetivos de Desarrollo Sostenible, establecidos por
la Organizacién para las Naciones Unidas (ONU). En su seno trabajan equipos interdisciplinares de investigacion que
prestan su colaboracién con la clinica y el sector industrial. El proyecto de la PTI Salud Global estaba adscrita a la
pandemia y finalizaba el 31 de diciembre del 2022, aunque ha sido prorrogado un ano.
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Espana por la emergencia sanitaria, la segunda semana de febrero del 2020, o las varias
localidades italianas aisladas presagiaban el futuro colapso mundial. Ante semejante go-
teo de informacion, resultaba casi imperativo preparar el centro para un posible cierre.

El CNB es como un iceberg donde la punta equivale al personal cientifico, mantenido
a flote gracias a la gruesa base del resto de la plantilla, que abarca desde el equipo de
Direccion hasta Almacén, pasando por Comunicacion, el Servicio de Limpieza o el de
Administracion y Finanzas. Todo ese entramado de personas debia seguir trabajando
durante la pandemia. Como unas hormiguitas, fueron organizando los diferentes gru-
pos, de tal forma que antes del confinamiento ya estaba todo preparado para afrontar la
excepcional y sobrevenida situacion.

En el proceso emergié un conflicto. Por un lado, era absolutamente estratégico que las
lineas de investigacién en coronavirus, sobre todo las relacionadas con vacunas, con-
tinuaran en marcha. Pero, por otro, gran parte del personal probablemente no podria
acudir al centro. Ello implicaba decidir quiénes debian quedarse en casa, la mayoria, y
coémo se organizarian aquellas personas cuya presencialidad resultaba imprescindible,
para las cuales habia que garantizar unas condiciones adecuadas de seguridad y un plan
de accién ante los posibles casos positivos.

Desde el Ministerio de Ciencia e Innovacioén se establecié que el CNB contaba con la
mismas especificaciones y restricciones que un centro sanitario, lo que permitié que
mantuviera sus puertas abiertas durante el confinamiento. Acotar la presencialidad de
los laboratorios cientificos resulté esencial en aquellos con proyectos covid que ya re-
quirieran labor experimental y unicamente el personal minimo. Durante las primeras
semanas de confinamiento practicamente acudieron solo los jefes e investigadores mas
senior de cada laboratorio, quienes volvieron a remangarse las batas para coger pipetas
y desarrollar largas jornadas de solitaria investigaciéon. No obstante, también pudieron
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finalizarse los proyectos experimentales sobre otras tematicas iniciados con anteriori-
dad a la pandemia para evitar tirar meses de trabajo.

Pero la actividad presencial requeria no solo del personal cientifico, sino también de
personas que limpiaran las instalaciones o esterilizaran los utensilios, que recibieran pe-
didos de material, que manejaran microscopios para leer resultados...servicios de apo-
yo a la investigacion cuyos integrantes se incluyeron como trabajadores esenciales. La
idiosincrasia de cada servicio supuso una cirugia mas fina en cuanto a su organizacion
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interna, si bien solo se mantuvieron en el centro aquellos que precisaban si o si de un
desarrollo presencial. Nuevamente las directrices eran el menor nimero de personas y
con las minimas interacciones posibles entre ellas.

Un caso ilustrativo es el del Servicio de Animalario. EIl CNB dispone de un animalario
dedicado a la produccion y mantenimiento de ratones con fines experimentales —los
animales de experimentacion resultan una pieza fundamental en la investigacion, pues
sirven de modelo de los seres humanos y sus enfermedades—. En un servicio como este,
no cabe el teletrabajo. Diariamente, los trabajadores, con Angel Naranjo al frente, deben
acudir al centro para asegurarse del bienestar de los ratones.

Las instalaciones del CNB pueden albergar hasta 20.000 ejemplares cuyo nimero se
decidio reducir. La incertidumbre acerca de si iba a ser posible mantener a tantos anima-
les por la falta de suministros o de personal que pudiera acceder al centro dada la proba-
ble, y finalmente realizada, medida de confinamiento motivé la medida. Se mantuvieron
estrictamente aquellos relacionados con la investigacion sobre SARS-CoV-2 o aquellos
animales modificados genéticamente que luego fuera dificil recuperar. Estos animales
resultan Unicos y su propio mantenimiento se considera legalmente un experimento.

El desempenio del equipo de Bioseguridad ha sido clave para poder funcionar en medio
de la pandemia. Este servicio es el encargado de controlar los riesgos derivados de la
actividad experimental, que pueden incluir riesgos quimicos, radioldgicos, por microrga-
nismos o fuentes de calor. Asi que en cuanto hubo que empezar a organizar el centro,
el equipo, dirigido por Fernando Usera, generd un protocolo de actuaciéon y de toma de
decisiones para contener al virus y proteger a los trabajadores presenciales.

La idea fundamental para proceder pasé por el establecimiento de grupos burbuja.
Los responsables de cada laboratorio o servicio organizaron turnos para que no coin-
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cidiera todo el personal a la misma hora. De esta forma se reducia la posibilidad de
infeccion al disminuir el nimero de personas por metro cuadrado y se evitaba que,
en caso de un positivo, todo el equipo se contagiara de covid y hubiera que parar el
trabajo. Mas adelante llegaron directrices por parte del Area de Prevencion de Ries-
gos Laborales del CSIC, a partir de la cuales Bioseguridad generdé un plan de contin-
gencia donde quedaban especificadas las normas de higiene, el rastreo de casos o
como acceder al centro. Gracias a los protocolos, en todo el 2020 solo hubo un caso
de transmisién interna.

Con todo ello, cuando Pedro Sanchez, presidente del Gobierno, anuncié la implantacién
del estado de alarma en aquella famosa rueda de prensa del 13 de marzo del 2020, los
deberes ya estaban hechos: todos los servicios necesarios se encontraban preparados y
las decisiones sobre como proceder, al menos durante las proximas jornadas, tomadas.
El mismo dia del anuncio se celebré una reunién en el salén de actos de CNB con los
servicios y Administracién para ponerse en marcha.

Gracias a la organizacion previa, el centro no cerré sus puertas ningun dia, si bien quedé
bajo minimos en personal. Llegaron a acudir solo unas pocas decenas de personas de
las 656 que integraban la plantilla en esos momentos. A partir de ahi los ritmos se bifur-
caron. El trabajo de quienes marcharon a casa no paré con su partida. Llegaron tiempos
de ordenar datos, escribir articulos o solicitar proyectos. En definitiva, de continuar con
la tarea de otra forma, aprendiendo a gestionar confinamiento y trabajo en remoto, asi
como las plataformas de videollamadas.

En Gerencia, que ya en febrero empezo a gestionar la compra de ordenadores de cara al
posible teletrabajo del personal administrativo, los ritmos se aceleraron. Con la partida
millonaria del Ministerio de Ciencia e Innovacién habia entrado mucha financiacién de
golpe y las gestiones debian ser muy agiles. Este trabajo en la sombra implicd generar
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todo el apoyo necesario a los investigadores para que pudieran ejecutar sus fondos lo
antes posible. Asi que ademas de la gestién econdmica, el departamento integrado por
Isabel Sevillano se encargd de coordinar los contratos de personal de refuerzo, las com-
pras de nuevos aparatos para hacer mejor y mas rapido el trabajo o la adquisicién de
todo lo imprescindible para llevar a cabo las investigaciones en un momento en el cual
ciertos productos escaseaban. El Real Decreto del 17 de marzo incluyé también medi-
das extraordinarias, como abrir la contratacion de emergencia, lo que ofrecié un poco
de flexibilidad al facilitar las operaciones.

Bioseguridad constituyé uno de los servicios reforzados dada su demandada labor. Al
equipo se sumod un nuevo miembro y pasados los meses se incorporaria una unidad de
Prevencién de Riesgos Laborales, cuya responsable es Nuria Martin. Esta unidad se
encargo de la gestidon de riesgos no relacionados con las actividades experimentales,
y que, por tanto, no entran dentro de las competencias del Servicio de Bioseguridad,
lo que incluyé la coordinacién de los servicios de empresas externas, como la plantilla
de Limpieza. Prevencién de Riesgos Laborales también colaboré en la importante tarea
durante aquellos dias de rastreo y seguimiento de posibles casos de covid. Por otro lado,
los Servicios Generales del centro, dirigidos por Gabriel Sanchez de Lamadrid, tuvieron
el arduo trabajo de senalizar el recinto y generar caminos de entrada y salida evitando
los cruces entre trabajadores, con el objetivo de minimizar los riesgos de contagio.

Respecto a algunos de los demas servicios con presencialidad, el Animalario reorganizé
a todo el personal para asegurar su funcionamiento, reduciendo al maximo las horas
presenciales sin que afectara ni al trabajo de los investigadores ni al bienestar de los ani-
males. Tareas como dar pienso y agua a los ratones, limpiar las cubetas en las que viven o
hacer los chequeos correspondientes sobre su estado fisico quedaron concentradas en
las cuatro o cinco horas intensivas a las que hubo que comprimir la jornada laboral como
medida para evitar contagios. Con ello, algunos companeros pasaron meses sin verse.

27


http://libros.csic.es

EL RETO DEL SARS-COV-2

El equipo de Limpieza se torné mas esencial si cabe todavia. Si bien muchas zonas del
centro se cerraron porque sus ocupantes se trasladaron a sus casas, ello no supuso
un descenso en la faena. Mas bien al contrario. Su trabajo, liderado por Pilar Cutillas,
conllevaba un mantenimiento diario de casi todos los espacios del centro, lo que incluia
también el laboratorio de bioseguridad de nivel 3, un espacio con acceso restringido
y estrictas medidas de contencién donde se llevaban a cabo los experimentos con el
SARS-CoV-2. Los protocolos de limpieza y desinfeccién cambiaron a unos mas estrictos
que implicaban varias repeticiones, lo que los llevé también a reforzar el personal. Por
otra parte, se dejaron de usar productos mas basicos y se empezd a trabajar con viricidas
por todas las areas para su desinfeccién.

Otros equipos vieron reducida su carga laboral en paralelo al descenso de investigacio-
nes. La poca actividad experimental en marcha exigia un minimo de utensilios limpios,
como frascos de vidrio o placas de Petri, de cuya limpieza se ocupa el Servicio de La-
vado, Esterilizacion y Medios de Cultivo, organizado por Rosa Bravo, que pasé a acudir
solo una vez a la semana al centro en turnos rotativos. En una semana normal se progra-
man 75 ciclos de lavado de material de laboratorio. En el primer mes de la pandemia el
nuimero se redujo a dos semanales.

Instrumentaciéon también quedd en servicios minimos. Su papel es asegurarse de que
el personal investigador cuenta con los equipos que necesita, como por ejemplo ter-
mocicladores, las maquinas para realizar pruebas de PCR,? y los tiene a punto. De esta
manera, ademas de hacer de nexo de unién entre Gerencia y los laboratorios para la

2 La prueba PCR (del inglés polymerase chain reaction, reaccion en cadena de la polimerasa) se conocid por la ciu-
dadania como método de diagndstico de la covid, pero es una prueba rutinaria en cualquier laboratorio de biologia
molecular. La técnica permite localizar y amplificar fragmentos de material genético, de ahi que se haya usado para
la deteccion del ARN del SARS-CoV-2.
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compra de nuevos equipos, Instrumentacion también se encarga de dar apoyo técnico
y reparar todo lo que esté en su mano. Los requerimientos del Servicio, coordinado por
Ismael Gémez, disminuyeron, por tanto, al haber en esos momentos menos personas
con experimentos en marcha.

Un caso parecido es el de Mantenimiento, dirigido por Antonio Duenas y encargado del
bienestar del centro. Su misién consiste en mantener las instalaciones en unas condicio-
nes 6ptimas de funcionamiento y que haya los menos problemas posibles, que siempre
los hay. Elementos como la electricidad pueden fallar igual que ocurre en cualquier casa.
Por ello siempre debe haber alguien en el centro para solucionar los incidentes que se
sumen a las revisiones rutinarias. La reduccién de personal trajo consigo el descenso
de avisos y la consecuente disminucion de carga de trabajo. Una actividad vital para la
seguridad de las personas llevada a cabo por el servicio consistié en modificar los flujos
de aire del edificio con el objetivo de multiplicar la ventilacion del centro. De ese modo
se disminuia la potencialidad de infeccién de un virus de transmision aérea como el que
nos amenazaba.

En el Departamento de Almacén y Compras, que también fue declarado esencial, se
llevé a cabo un especial esfuerzo de cara a la investigacion sobre la covid. Este equipo
adquiere cualquier elemento necesario para la investigacion, desde ratones a folios. La
pandemia priorizo la investigacion sobre SARS-CoV-2 a nivel global, asi que las necesi-
dades eran comunes en muchos centros de investigacion de todo el mundo, a la par que
la produccion habia bajado. El equipo, que coordina Julio Diez, tuvo que poner todo su
empenfo para conseguir los suministros que llegaban con retrasos de meses.

Otros servicios se mantuvieron en su linea, como Seguridad, con Sécrates Gutiérrez al

mando. Sus funciones se extienden a las 24 horas del dia, fines de semana incluidos,
y asi se mantuvo durante el confinamiento, aunque con el minimo personal posible. Si
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que hubo un cambio en cuanto al control de acceso, pues se paso a con-
tabilizar en todo momento las personas dentro del edificio. Toda
entrada o salida al CNB pasé por ello a hacerse por la puerta
principal del centro.

Era evidente que el CSIC también tenia que estar presen-
te de alguna manera en la gestion del CNB. Otras tan-
tas personas pertenecientes al Consejo, a destacar las
adscritas a la Vicepresidencia de Investigacién Cien-
tificay Técnica (VICYT), que abarcaria casi todos los
elementos necesarios para hacer efectiva la cien-

cia del CNB, teletrabajaron jornadas maratonianas
para que las investigaciones sobre coronavirus
salieran adelante. En su caso, el trabajo hubo de

ser repartido también para los demas centros del
CSIC pues, aunque en la mayoria el SARS-CoV-2

no tenia un peso tan importante en la investiga-
ciény casi todo el trabajo era remoto, mantuvieron

sus proyectos en marcha.

UN LABORATORIO A PRUEBA DE COVID

La manipulacién segura de un agente bioldgico requiere res-
petar unos protocolos de seguridad en funcion de las caracteris-
ticas del microorganismo. Estos se dividen en cuatro niveles segln
los estandares internacionales y van de menor a mayor exigencia en
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correlaciéon con el riesgo potencial de los patégenos. Por ser un virus
potencialmente mortal, incluso para adultos sin afecciones previas,
gue se transmite facilmente por el aire, el SARS-CoV-2 requiere
de un manejo dentro del nivel tres de contencion biolégica
(NCB3). Ello implica una zona totalmente aislada, con sis-
temas de gestion de residuos y de filtrado del aire, don-
de llevar a cabo una escrupulosa manipulacion de las
muestras que precisa de trajes especificos para ello.
Quien contara con un laboratorio de bioseguridad
con estas caracteristicas durante la pandemia te-

nia, por tanto, un tesoro.

El CNB dispone de uno, como ya se ha adelantado

en el apartado anterior, no especialmente espa-

cioso, pero que ha permitido agilizar las investi-

gaciones sobre el peligroso virus sin esperas de

acceso en otras instituciones. La autorizacién para

el trabajo con SARS-CoV-2, lo que comprendia el

manejo de virus modificados genéticamente, se in-

cluyé en la cartera de medidas especiales de caraa la

pandemia recogidas en la publicacién del BOE del 17
de marzo.

Con el coloquialmente denominado P3 se persigue que ni el
trabajador se contagie ni el virus salga del recinto. Esto quie-

re decir muchas medidas de contencién solapadas. La zona ocupa
parte de la primera planta del centro, pero una puerta de cierre hermé-
tico, cuya apertura solo es posible previa identificacion de la persona usua-
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ria, la separa del espacio comun. Los ojos de buey que asoman al pasillo representan todo
lo cerca que alguien no autorizado puede estar de su interior. A través de ellos se observa
la zona comun con ultracongeladores donde guardan los patégenos?®y las entradas a los
tres sublaboratorios cerrados e independientes, uno de los cuales es de uso exclusivo
para el grupo de Coronavirus. En estos laboratorios existen a su vez unas cabinas, que es
donde realmente ocurre la manipulacién de los virus, las cuales generan un flujo de aire a
modo de barrera fisica extra para que el agente infectivo no escape de ellas.

En el interior del laboratorio se trabaja completamente «disfrazado» con un equipo de
proteccion individual que requiere un orden de puesta especifico y haberse quitado an-
tes toda la ropa. Otro paso de contencion fisica para esquivar a los patégenos. Dentro
de los sublaboratorios la indumentaria aumenta su parecido al de un traje espacial, pues
también resulta obligatorio el uso de una escafandra con un circuito de aire limpio para
evitar respirar alguna particula viral que salga de la cabina.

La descontaminacion es el otro gran pilar de contencion. Una vez acabado el experimen-
to, la propia persona ha de limpiar con desinfectante absolutamente todos los materia-
les empleados y la zona de trabajo, y encender unas lamparas de radiacién ultravioleta
gue completaran la tarea. Todo lo que salga de dentro también requiere ser escrupu-
losamente desinfectado, lo que incluye a las personas, que tendran que ducharse con
esmero. Por ello, el personal no puede entrar con nada prendido al cuerpo. Ni horquillas,
ni relojes, ni piercings. Incluso, quien use gafas debera tener dos pares, uno externo y
otro en el laboratorio.

3 EI P3 es espacio de manejo también de los virus de la hepatitis B y C, el dengue o los coronavirus de alto riesgo
SARS-CoV-1y MERS-CoV.
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Practicamente todos los proyectos de investigacion del CNB que necesitaban hacer ex-
perimentos con SARS-CoV-2 han pasado por el P3 del centro. El estudio sobre cémo el
patégeno infecta a las células implica llevar a cabo infecciones dentro de este laborato-
rio. Comprobar si posibles antivirales en desarrollo protegen del coronavirus requiere a
su vez de células infectadas y, por tanto, de recurrir a la seguridad del P3. También exige
de pruebas con el virus conocer si un candidato a vacuna protege de este, las cuales se
llevan a cabo dentro del especial recinto. Hasta la observacion al microscopio del pa-
tégeno lo requiere, pues antes hay que preparar las muestras para ello, tarea que debe
hacerse dentro del laboratorio de nivel 3 de bioseguridad. Pero si bien los experimentos
se llevan a cabo en el P3, el andlisis de los resultados es trasladado a los laboratorios
convencionales. Gracias a unos protocolos de inactivaciéon del virus, que basicamente
lo matan sin interferir en el rendimiento de los ensayos, se puede sacar el SARS-CoV-2
de manera segura.

El P3 es, en definitiva, un laboratorio bastante complejo cuya administracion implica
muchos aspectos a tener en cuenta. Uno de los cometidos esenciales del Servicio de
Bioseguridad consiste precisamente en gestionar su uso, junto con el de los varios labo-
ratorios de nivel 2 repartidos por el centro. La labor del equipo abarca desde la gestién
de residuos hasta instruir a los nuevos usuarios —quien entre en su interior requiere de
una formacion especializada— o velar por su seguridad. Y es que, aunque dentro se tra-
baje aislado, desde el exterior se controla que todo vaya bien a través de camaras junto
con teléfonos fijos en cada sublaboratorio para comunicarse con el exterior, a la par que
se llevan a cabo chequeos médicos. Por ejemplo, a aquellos que trabajan con el SARS-
CoV-2 les hacen un seguimiento rutinario con andlisis para testar la covid.

La demanda de uso del P3 durante el pico de pandemia fue maxima, si bien en la actua-

lidad las aguas han vuelto a su cauce. Aprovechando la situacion, se planea ejecutar una
mejora durante el ano 2023, que parara el laboratorio unos meses, gracias a la finan-
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ciacion otorgada por el Ministerio junto con recursos propios del centro. El P3 del CNB
entrd en funcionamiento en el ano 1997, convirtiéndose en una de las primeras instala-
ciones de su clase en Espanfa. Los estandares de diseiio han cambiado desde entonces, a
lo que se suma la existencia de sistemas bastante usados que requieren una renovacion.

De manera independiente, se ha puesto sobre la mesa la idea de construir un edificio
de nivel 3 de contencién bioldgica en el Campus de Cantoblanco,* el cual pertenece a la
Universidad Autonoma de Madrid (UAM) y es el emplazamiento del CNB. La idea inicial,
impulsada por el CSIC, seria que la plataforma de servicios resulte mixta CSIC-UAM.

El objetivo seria potenciar la investigacion en patdgenos peligrosos, que cada vez causa-
ran mas epidemias o pandemias, al disponer de infraestructuras mas accesibles y mejo-
radas. Un argumento de peso aqui para el CNB implica lograr la independencia respecto
al laboratorio de bioseguridad 3 del Centro de Investigacion en Sanidad Animal del Insti-
tuto Nacional de Investigacion y Tecnologia Agraria y Alimentaria (CISA-INIA, CSIC). En
el NCB3 actual del centro de Cantoblanco se puede trabajar con el SARS-CoV-2 in vitro,
en células, pero no en modelos animales. Para las infecciones realizadas en roedores,
el personal del CNB debe trasladarse hasta las instalaciones del CISA en Valdeolmos, a
unos 35 kilometros del mismo.

4 La futura plataforma CSIC-UAM esta englobada dentro de una estrategia mas amplia del CSIC de apuesta por
este tipo de instalaciones. Actualmente son cuatro los proyectos en marcha, en los que se incluye el edificio de Can-
toblanco. Se trabaja también en la remodelacién del laboratorio del nivel 3 del Instituto de Investigacién Biomédica
de Cantabria (IBBTEC), al Instituto de Biologia de Sistemas (12SysBio) se le dotara de un laboratorio de nivel 3,y por
ultimo, en el Centro de Investigacion en Sanidad Animal (CISA) se trabaja en la construccién de un futuro laboratorio
de nivel 4, el maximo nivel de seguridad.
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LOS RATONES DE ORO

Los investigadores saben de ciencia, pero todo lo relacionado con los animales de expe-
rimentacion se lo proporcionan los servicios de Animalario y Transgénesis, este ultimo
compartido con el CBM y encargado especificamente de ofrecer el acceso a ejemplares
genéticamente modificados. La pandemia les anadio la ardua empresa de conseguir los
ratones para probar vacunas y tratamientos frente al SARS-CoV-2.

El cometido empezd de la mano de las primeras investigaciones del centro sobre el
nuevo virus, las de los grupos de Poxvirus y Vacunas, y de Coronavirus. Animalario y
ambos equipos mantuvieron conversaciones relativas a la parte de las investigaciones
que requiriera de pruebas en animales. Aclararon detalles técnicos sobre como proceder
con los ensayos en ratones que incluian desde ayudar en el diseno experimental hasta
sacar sangre a los roedores. Y es que, ademas de conseguir animales y su posterior man-
tenimiento en las condiciones necesarias para los ensayos, el Servicio también ofrece
apoyo en los requerimientos que deseen aplicar los cientificos a los animales solicitados.

Los dos grupos de investigacion trabajaban en una vacuna y necesitaban ratones a los
que inyectar el suero en cuestién para ver si despertaba el sistema inmunitario de los
roedores. Si esto salia bien, el siguiente paso seria ver si dicha respuesta protegia frente
al virus, es decir, si su candidato en desarrollo realmente actuaba como una vacuna. En
el animalario ya habia miles de ratones, menos de los usuales por aquello de recortar los
recursos al minimo, pero ni uno servia para inocular SARS-CoV-2 y ensayar las vacunas.

Los roedores no disponen en la superficie de sus células del receptor gracias al cual el
virus puede desencadenar la infeccién, el ACE2 —siglas correspondientes al vocablo
inglés de enzima convertidora de angiotensina 2—, por lo que no enferman. O, mejor
dicho, si disponen de él, pero difiere de la version humana por lo que al SARS-CoV-2 no
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le sirve para hacer de las suyas. Y si los ratones no desarrollan la infeccién, no represen-
tan un modelo valido de lo que ocurre en las personas. Hacen falta especimenes que si
tengan un ACE2 util y esto se consigue con animales modificados genéticamente.

La primera actuacion del equipo de Animalario consistid en buscar los ratones tan pron-
to como los investigadores los solicitaron, lo que ocurrié muy al inicio de la pandemia.
El Unico distribuidor de estos animales era un laboratorio estadounidense especializado
en el mantenimiento y la venta de ratones de experimentacion llamado Jackson. Pese a
ello, el equipo de Animalario revisé en sus propias bases de datos.

Y es que la historia es caprichosa. Con la epidemia del SARS-CoV-1, el Laboratorio de
Coronavirus del CNB trabajo con ratones modificados precisamente para que dispusie-
ran del receptor ACE2 humano, pues también es la cerradura de entrada de dicho coro-
navirus a nuestras células. Esos animales habian sido disefiados por investigadores de
la Universidad de lowa, en Estados Unidos, liderados por Stanley Perlman, con quienes
colaboraba el laboratorio de Enjuanes. Precisamente esa linea de animales era la que
ahora todo el mundo cientifico buscaba para la investigacién en SARS-CoV-2. Asi que
se revisaron todos los ficheros, sin éxito, en busca de embriones o esperma congelados
con los que revivir y criar los ansiados roedores.

Al igual que el CNB, ningun laboratorio del mundo habia guardado los animales tras la
epidemia del SARS-CoV-1. Solo el equipo de Perlman tenia bajo su custodia esperma
de los ratones mutantes, del cual dond parte a Jackson con la llegada de la pandemia.
El laboratorio debia ahora generar una colonia de animales para distribuirlos segun el
orden de solicitudes y asi satisfacer las necesidades de la comunidad cientifica. La fecha
mas temprana que se manejaba para recibir a los ratones en el CNB era julio. Con todo
ello, el Servicio de Animalario los solicitd, dispuso la documentacién para poder traerlos
y estuvo preparado para la recepcion.
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En paralelo, el Servicio de Transgénesis se puso en marcha para «fabricar» los ratones.
Si habian podido generarlos una vez para SARS-CoV-1, podian hacerlo una segunda vy,
empezando en marzo, era posible que para finales de verano tuvieran los animales igua-
lando tiempos, o incluso recortandolos, a aquellos en camino. Pero esta vez fue distinto.
No solo se limitaron a replicar los roedores de la Universidad de lowa, sino que el equipo
disend sus propios ratones mutantes para dar con animales que reprodujeran lo mas
fielmente la patologia causada por el nuevo coronavirus.

Lo ultimo se explica, en parte, por la incertidumbre sobre si los ratones de Jackson real-
mente iban a funcionar para modelizar la enfermedad. Técnicamente llamados K18-hA-
CE2, estos animales habian sido disefados para trabajar con la infeccién producida por
el anterior SARS, de tal manera que el virus era capaz de matar a los ratones. Esto
permitia probar la eficacia de antivirales y vacunas para salvar la vida de los animalillos.
Sin embargo, esos ratones no reproducian fielmente la enfermedad causada por SARS-
CoV-1. El virus se dirigia fundamentalmente a su cerebro, puesto que era en

esas células donde encontraba el receptor ACE2 humano, y no tanto al
pulmdn, cosa que no ocurre en las personas. Por lo tanto, existia la
preocupaciéon de que pasase lo mismo con SARS-CoV-2.

Entre Belén Pintado, responsable del
Servicio, y Verénica Dominguez,
de la parte del CBM, desarro-
llaron tres modelos diferentes.
Primero reprodujeron los ra-
tones de Jackson gracias a que,
como el Laboratorio de Coronavirus
del centro habia trabajado con esos
ratones hace anos, dispo-

CELULA
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nia del gen modificado a introducir en el genoma del raton. El objetivo era dirigir el virus
a las vias respiratorias, principalmente en los pulmones, haciendo para ello que expre-
saran ACE2 humano en la superficie de las mismas. Esos ratones estan actualmente en
evaluacién para ver si resultan un modelo mejor, igual o peor que los de Jackson.

El segundo modelo generado expresa la proteina ACE2 humana en todas las células del
cuerpo. En vez de abrir un boquete en la pared para que entrara el virus, como pasa
en los ratones de Jackson, optaron por tirarla directamente y dar con un modelo super
sensible a la enfermedad.

Por dltimo, ambas expertas buscaron qué alterar en los pequenos roedores para que
reprodujeran fielmente la enfermedad causada por el SARS-CoV-2. Si ocurria lo mismo
gue con el coronavirus anterior, los ratones de Jackson no resultaban una buena simula-
cion de la enfermedad porque ni el virus se dirige al cerebro en las personas ni todas las
gue se infectan de covid fallecen. Pintado y Dominguez querian dar con un tercer tipo
de ratén que representara un modelo mas fino, mas realista.

El equipo modifico para ello el receptor ACE2 de los ratones sustituyendo una minima parte
de su estructura por la homéloga humana gracias a la técnica CRISPR® de edicion genética.
Era un cambio conformacional minimo, pero suficiente para que el ratén se infectara con
SARS-CoV-2. O sea, que ni abrieron un boquete ni tiraron la pared, sino que fabricaron una
puerta especial para que el virus entrara. El grupo ha conseguido probar que los ratones se
infectan, que es un modelo que funciona en este sentido, pero desconoce los detalles sobre
coémo expresan la infeccidn los animales. Esta parte de caracterizacion le correspondera a un
laboratorio encargado de tipificar la enfermedad en estos ratones transgénicos.

5 Esta técnica de edicion genética es explicada en el capitulo «Frenar al SARS-CoV-2 cortando sus genes», incluido
en el bloque 3.
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LA ATENCION MEDIATICA

El CNB empezé a recibir con cuentagotas las primeras consultas de algunos avispa-
dos periodistas conocedores de la existencia de un grupo experto en coronavirus en el
centro. Eran principios de enero y estaban interesados en saber qué tipo de virus son
esos cuyo nuevo miembro parecia no dejar a nadie indiferente. La propia responsable
de comunicacion del centro, Susana de Lucas, quien también es doctora en Biologia,
les ayudaba con las dudas del momento y gestionaba las solicitudes para entrevistar al
personal experto en coronavirus.

El goteo de peticiones de la prensa pronto pasé a un arroyo que, en seguida, acabd por
convertirse en un torrente. Ni un mes habia pasado cuando el grupo de Coronavirus
aviso6 a de Lucas de un numero excepcional de entrevistas concertadas. Como expertos
en el tema, todos los medios querian hablar con ellos.

El laboratorio llegd a convertirse durante un tiempo en un desfile de camaras, focos y
periodistas avidos de informacién. Querian conocer mas de los virus, de los coronavirus
y, sobre todo, del ya bautizado SARS-CoV-2. En los primeros momentos el grupo trans-
mitid optimismo, pues no pensaba que la situacion fuera alcanzar las dimensiones a las
que escalé dada la informacién disponible. Con la llegada de nuevos datos cientificos,
como el hecho de que los asintomaticos también contagian, diferencia clave respecto a
otros coronavirus humanos letales, fueron ajustando su discurso. El grupo de Poxvirus
y Vacunas tampoco se libré, aunque su explosiéon mediatica llegaria mas tarde, a media-
dos de abril, con la presentacién de su primer prototipo de candidato vacunal.

Con los primeros logros de las investigaciones en marcha, los ojos se fijaron mas si

cabe en los investigadores de uno y otro laboratorio, para quienes siempre se repetia la
misma cuestiéon: ;cuando va a estar lista la vacuna? A ambos grupos se sumaron otros
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tantos expertos en virologia, inmunologia, contencién de agentes infecciosos, desarro-
llo de tratamientos o biologia molecular que atendieron a periodistas.

El interés mediatico en el Centro fue total, sobre todo al inicio de la pandemia. Los
datos hablan por si solos: en los afios 2020 y 2021, las publicaciones que incluyeron al
CNB como protagonista pasaron de las 2000 en prensa escrita. Las piezas emitidas en
televisidon y radio se encuentran en torno a las 100 en ambos formatos, si bien no estan
contabilizadas en su totalidad. Aquellas en medios digitales resultan «inabarcables» de
medir. Esa es la palabra que emplea el Departamento de Comunicacion del CSIC a la
hora de remitir las cifras.

Este departamento fue el principal encargado de gestionar las peticiones de los medios,
en coordinacion con Susana de Lucas, para aquellas centradas en el CNB. Ni ellos ni
los propios investigadores estaban acostumbrados a semejante avalancha mediatica.
La demanda de entrevistas era tal que, para evitar la cascada de correos electrénicos,
tuvieron que retirar de la pagina web del centro las direcciones de correo de algunos
cientificos. Los expertos y expertas atendian a los medios fuera de su horario laboral,
fines de semanas incluidos, y, ademas, se veian casi obligados a estar al tanto de la ac-
tualidad cientifica al minuto para responder a las dudas de las varias entrevistas diarias
que podian tener en un dia normal.

Llegd un momento en el que un porcentaje muy alto de las peticiones al CSIC eran
para un punado de investigadores, casi todos del CNB, que practicamente incluia a Luis
Enjuanes, Isabel Sola, Sonia Zuniga, Mariano Esteban y Juan Garcia Arriaza, este ultimo
del Laboratorio de Poxvirus y Vacunas. El Consejo establecié un protocolo para evitar
sobrecargar a los cientificos, que ademas debian seguir investigando, y crearon para ello
un segundo grupo de portavoces dispuestos a atender las peticiones de los periodistas.
Si bien era comprensible que las dudas sobre proyectos concretos debieran resolverse
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por los investigadores principales, cuestiones mas abiertas relativas a la inmunidad y
eficacia de las vacunas o a la actuacién de los antivirales o de los virus de ARN como el
SARS-CoV-2 eran abarcables para otro personal experto.

A esta parte mas reactiva se sumé un trabajo proactivo de comunicacién, con especial
atencion a las lineas de investigacion de los candidatos vacunales de los laboratorios
de Coronavirus y de Poxvirus y Vacunas, para sacar notas de prensa y asi actualizar a
la sociedad los avances transmitidos por los investigadores. En conjunto, el esfuerzo
de todos los agentes permitié que se facilitara la informacién requerida y necesaria en
todo momento, a la par que abridé una ventana de comunicacion directa entre aquellas
personas dedicadas a la investigacion y la sociedad.

OLEADA DE DONACIONES

No solo la prensa se intereso por el centro o, precisamente por ello, la sociedad también
se volcé en el CSIC en general y en el CNB en particular. Volcé miedos, dudas, frus-
traciones, energia y solidaridad en forma de correos electronicos y llamadas. El punto
algido se situa en marzo, con el confinamiento en marcha. La situacién habia abrazado
entonces la incertidumbre y pérdida de control absolutos con la necesidad de encarrilar
la situacion como fuera gobernando los pensamientos.

Asi que gente preocupada hacia consultas al centro para las que en ocasiones no ha-
bia respuestas. Otras escribian deseando animo y suerte con las investigaciones, a las
que se sumaban quienes agradecian el esfuerzo puesto en los proyectos en marcha.
Incluso se presentaron voluntarios para probar los candidatos vacunales cuando fuera
necesario. Algunos también lanzaban insultos conspiranoicos. Y entre esos contactos de
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principios de confinamiento, espejo social de las vidas en las casas, aparecié algo com-
pletamente novedoso para el CNB: las donaciones.

Las personas volcaron en la ciencia sus esperanzas y qué mejor que apoyar econémica-
mente los proyectos, aunque fuera con lo minimo. Igual que las llamadas de la prensa,
el goteo se convirtidé en riada. La multitud de muestras de interés se iban gestionando
a marchas forzadas con procedimientos muy farragosos administrativamente cuya apli-
cacion hasta el momento habia sido anecdética. Semejante gesto desde luego no era
algo habitual ni para este ni para los otros centros del Consejo. Ahora resultaba imposi-
ble asumir las donaciones mediante los mecanismos establecidos, por lo que hubo que
aprender a gestionar este nuevo patrimonio.

Para ello se cre6 una entrada especifica en la web del Consejo a través de la cual ca-
nalizar las solicitudes, que llegaban por diversos frentes. También se actualizé la forma
de gestidn y asi absorber y dirigir el flujo de dinero de una manera mas eficiente, tarea
centralizada por la Unidad de Comercializaciéon y Contratos del CSIC. El capital pasé de
tramitarse como un contrato de donacion tras el cual se hacia el ingreso a la cuenta ban-
caria del instituto en cuestion, el CNB en este caso, a que todas las donaciones fueran
destinadas a la cuenta central del CSIC. También se eliminé la necesidad de contrato
para cuantias inferiores a 5000 euros. Con una transferencia a dicha cuenta bastaba.

A qué o quién queria dirigir su dinero el donante dictaba el uso de este. Si la muestra de
interés llegaba al CNB para la investigacion sobre coronavirus, aunque se tramitara de for-
ma centralizada desde el CSIC, el centro se quedaba con la cantidad integra y decidia como
gestionarlo. Si en el asunto se especificaba el grupo o el proyecto al cual queria ir destina-
do, el dinero se redirigia a la cuenta bancaria de ese proyecto. Y si el dinero iba destinado al
CSIC, el Consejo elegia como repartirlo entre sus centros. Precisamente, con estos ingresos
al Consejo se financiaron muchos de los proyectos impulsados por la PTI Salud Global.
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Entre las historias mas personales que riegan el correo de donantes se encuentra el
contacto de Javier Vispe Mur, en aquel entonces maestro del Colegio Rural Agrupa-
do Cinca-Cinqueta, en el Pirineo de Huesca. Como proyecto de clase durante el curso
anterior a la pandemia, su alumnado habia elaborado un libro ilustrado escrito en las
diferentes variedades del aragonés de la zona, que muchos de estos ninos y ninas ya
ni entienden. La tematica era el carnaval, una de las celebraciones mas populares de la
comarca de Sobrarbe, a la que pertenecen las seis escuelas que componen el colegio. Tal
es asi que la festividad resta protagonismo incluso a las fiestas estivales.

El proyecto contaba con una segunda parte enfocada en la educacion en valores del
alumnado. Otros anos habian acudido a ferias locales para vender marcapaginas y do-
nar luego el dinero de las producciones a diversas ONG. En esta ocasion, de la pos-
terior venta de los ejemplares, sobre todo entre familiares y conocidos, disponian de
una pequena cantidad de dinero que, dada la situacién, Vispe Mur vio especialmente
interesante donar a la investigacion contra la covid. Otra motivacion para apostar por la
ciencia era que llevaban un tiempo tratando el tema de los referentes cientificos para las
ninas y, de esta forma, gracias a la donacién podrian hacer mayor hincapié en el asunto.

De cultura tradicional y proyectos literarios trata también la historia en torno a la aportacion
del Ayuntamiento de Verin. Este municipio de la provincia de Ourense organiza desde la
década de los ochenta la Festa dos Maios o Fiesta de los Mayos. Los maios son una tradicion
popular gallega de celebracion de la primavera. Para ello se organiza un desfile por calles
y plazas en torno a una escultura, el maio, elaborada con elementos como hojas o flores a
modo de representacion de la naturaleza. Los festejos se acompanan con unos versos en
forma de coplas en clave humoristica e irénica sobre los acontecimientos del ano. La mani-
festacion ha ido evolucionando en Verin y en la actualidad todas las personas involucradas
en la fiesta participan en una copla conjunta. El Ayuntamiento luego la edita en una publi-
cacién en forma de folleto y la recaudacién por su venta se destina a alguna accién social.
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Con la coyuntura de la pandemia no pudieron hacer realidad la Festa dos Maios en la
forma habitual. Asi que el Concello promovié una copla solidaria con la vacuna contra
la covid que se divulgd en formato digital, a través de un enlace de libre acceso con
éxito de descargas. Con el dinero no gastado en las fiestas en la calle, Verin apoyd la
investigacion del CNB para la vacuna contra la covid. El Ayuntamiento eligié tal causa al
considerarla como la iniciativa mas movilizadora a nivel social, pues buscaba que no solo
la entidad se implicara, sino alentar a la poblacién vy al tejido asociativo del pueblo a que
también lo hiciera. Los dnimos calaron en Verin, pues diversas asociaciones y personas
del municipio también colaboraron.

Moisés Cerezo es otro particular que quiso apoyar al CNB, solo que él lo hizo en forma
de pintura al 6leo. Este pintor y musico autodidacta ha donado un cuadro donde apa-
recen las figuras principales de los dos laboratorios del centro mas citados en la lucha
contra el SARS-CoV-2: los laboratorios de Poxvirus y Vacunas, y de Coronavirus.

La idea surgié en pleno confinamiento, tras haber visto el artista un reportaje en tele-
visién que mostraba la labor de los cientificos durante la pandemia. Cerezo quiso, de
alguna manera, contribuir con sus pinceles a modo de agradecimiento. Se puso en con-
tacto con el centro, explico su historia y, gracias a la intermediacion de Susana de Lucas,
cred la pieza. La obra se llama «Grupo de investigadores del CNB» y representa al grupo
de cientificos inclinado sobre la representacion de una placa con SARS-CoV-2 inactivo.
La creacién se inspira en el cuadro «Una investigacién», de Joaquin Sorolla, una idea de
proyecto que ya llevaba varios afios rondando la cabeza de Cerezo, quien pensaba que
una escena parecida flotaria ahora en el imaginario colectivo.

Al otro lado de los modestos particulares quedan grandes empresas y fortunas que

donaron cantidades muy suculentas para los grupos de investigacion del centro.
Nombres como Ferrovial, Grupo Catalana Occidente a través de la Fundacién Jesus

45


http://libros.csic.es

EL RETO DEL SARS-COV-2

Serra, HP o World Leadership Alliance-Club de Madrid protagonizan algunos de los
mayores pellizcos.

En este apartado de grandes empresas hay espacio también para historias singulares
como Makro, que dond al CNB parte de la cantidad recaudada por la venta de una edi-
cioén solidaria de su vino «La Sastreria» lanzada para la ocasién y de cestas de Navidad.
O Fundacién Multidpticas, la cual llevé a cabo una recaudacion para el Laboratorio de
Coronavirus por la venta de productos solidarios a lo largo del 2020. A la labor de dicho
laboratorio contribuyé a su vez la galerista Helga de Alvear quien, de alguna manera,
estaba relacionada con el grupo. El ya fallecido comisario de la coleccion de Alvear, José
Maria Vifuela, era hermano del investigador Eladio Vifuela, quien a su vez fue jefe del
director del grupo, Luis Enjuanes. La Ganaderia el Pilar, por su parte, sorteé objetos his-
téricos como la cabeza disecada del toro «Pucherero» para contribuir a la investigacion
del Laboratorio de Poxvirus y Vacunas.

La lista no acaba aqui y delimitarla resulta una tarea cuanto menos compleja. Una placa
en la entrada del CNB homenajea a algunas de las empresas e instituciones que apoyaron
econémicamente al centro. Todas ellas y algunos particulares fueron invitados a un acto
celebrado en septiembre del ano 2022, donde se presento el estado de algunos de los
proyectos que habian contribuido a financiar. Los asistentes pudieron asimismo conocer
a los investigadores que los desarrollan y parte de las instalaciones cientificas del centro.

DEL LABORATORIO A LA SOCIEDAD

La ciencia se puso en marcha para dar con soluciones a la pandemia. Pero ;cémo ha-
cer efectivos esos resultados? ;Cémo una posible vacuna en su version mas inmadura
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dentro de un tubo de ensayo acaba siendo comercializada? El engranaje que materializa
la investigacion en respuestas practicas requiere de la participacion de companias que
sepan dar forma y hacer realidad un producto en el mercado.

Aqui entra en accién el personal encargado de la transferencia de conocimiento del CSIC,
cuyo organismo responsable es la Vicepresidencia Adjunta de Transferencia de Conoci-
miento (VATC) dirigida por Ana Castro, y del CNB, integrado por Cristina Merino. Su labor
implic, e implica, gestionar y apoyar los avances cientificos que iban saliendo del centro
para que llegaran a la sociedad lo antes posible. De esta forma, los frutos de las investi-
gaciones podian implementarse y ejercer su papel en la contencién de la pandemia. El
trabajo supuso la proteccion de los resultados, la busqueda de empresas interesadas en su
desarrollo, su comercializacién y la firma de contratos con dichas empresas.

Normalmente el traslado de conocimiento y tecnologia al mercado llega hacia el final de
un largo proceso que comienza con una pregunta cientifica. La transferencia se pone en
marcha una vez van apareciendo ciertos logros en la investigacién sobre los que empe-
zar la partida comercial. Los cientificos responsables contactan en ese momento con las
personas expertas en transferencia, que revisaran los resultados para dar con la forma
mas eficiente de protegerlos mediante patentes o secreto industrial, entre otras. Una
vez seguros de que la invencién esta convenientemente protegida, da inicio la busque-
da de una empresa interesada en continuar su desarrollo al mercado y explotar dichos
resultados cientificos. A partir de ahi se negocia un acuerdo de licencia para la transfe-
rencia de los derechos de explotacion por parte de la compania de ese avance cientifico
del CSIC. Una especie de «alquiler de la ciencia» para que los frutos de la investigacion
lleguen al mercado.

En el caso de la pandemia no fue asi. Habia prisa por lo que las conversaciones con las
companias llegaron desde el minuto uno, sin esperar a tener los datos sobre la mesa. A
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partir de un listado de los proyectos de investigacion relacionados con el SARS-CoV-2
en desarrollo en el CSIC, se empezaron a buscar empresas interesadas en los mismos.
Semejante aproximacién otorgaba dos ventajas principales. Ademas de asegurar las
companias para el futuro desarrollo de los productos, nadie mejor que estas sabe las
exigencias requeridas a la hora de sacar una vacuna, terapia o método de diagndstico al
mercado. Asi que contar con una empresa que colabore con la investigacién desde un
primer momento puede guiar el camino teniendo en cuenta los requisitos comerciales'y,
de esta manera, acelerar el proceso de hacer efectiva la solucién.

En algunos casos, la misién de emparejar compafias y ciencia se llevd a cabo en unas
pocas semanas, las primeras de la pandemia, gracias al ofrecimiento por ambas partes.
Tanto investigadores como empresas contactaban con el personal experto en transfe-
rencia del Consejo y del propio CNB para ofrecer lo que estuviera en su mano. Sinergias
anteriores facilitaron mucho el trabajo presente al haber forjado ya relaciones de con-
fianza previas que allanaban el camino. Por ejemplo, en el desarrollo del test seroldgico
que acabaria por llegar a la Organizacion Mundial de la Salud (OMS),? particip6 la em-
presa Immunostep que, desde hacia afnos, colaboraba con algunos de los investigadores
del proyecto. Asi que en cuanto se ideé la investigacidon, empezaron a trabajar juntos en
este nuevo método de diagndstico.

La busqueda de soluciones para la pandemia se ha traducido en un incremento en el
nuimero de contratos empresariales en el CNB. En el afio 2019, se gestionaron 152 con-
tratos. El total para el ano 2020 ascendié a 256 de los cuales 148 estaban relacionados
con investigaciones covid. Para reforzar el avance de estas invenciones, y otras muchas
del CSIC, se cred en septiembre del 2020 la Oficina de Apoyo al Desarrollo de Terapias

6 Se explica en el capitulo «Un test para la OMS», incluido en el bloque 4.
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y Vacunas COVID-19, liderado por Ana Sanz y adscrito a la VATC. Este departamento
exclusivo para temas relacionados con el coronavirus ha gestionado proyectos al mas
alto nivel, especialmente para las vacunas, que implicaban un seguimiento semanal con
el Ministerio de Ciencia e Innovacién y una estrecha relacién con la VICYT. Eran reunio-
nes muy estratégicas y ejecutivas para analizar el estado de cada proyecto y decidir los
siguientes pasos a dar. El trabajo aqui no se limitaba a buscar empresas que licenciaran
las tecnologias, sino a participar, junto con tales compahias, en su desarrollo hasta al
menos las primeras etapas de los ensayos clinicos.

Para lo ultimo, el CSIC se puso en contacto con la Agencia Espanola del Medicamento y
Productos Sanitarios (AEMPS) y lo hizo ya desde los inicios de la pandemia. La AEMPS
es la encargada de aprobar los ensayos clinicos en Espana, asi que puede marcar qué
datos necesita para ello. Se establecié una relacion muy estrecha con el organismo,
con reuniones bastante frecuentes en las que el equipo de transferencia y el personal
investigador implicado presentaban los avances de los proyectos. Precisamente el ase-
soramiento de la AEMPS reforzé aln mas esta puesta en marcha de dar con companias
que escalaran industrialmente las investigaciones.
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EI SARS-CoV-2 llegd como un coronavirus similar a otros ya existentes, pero nuevo, al fin
y al cabo. Habia que conocerlo. Algunos de los pasos basicos para ello eran comprender
su estructura, cdmo se acopla a la célula para infectarla o qué hace una vez dentro del
organismo. Porque los virus, que practicamente se componen de un libro de instruccio-
nes narrado en sus genes, no son autosuficientes. Requieren de una célula hospedadora
en la que replicarse. Se adentran en ella y secuestran la maquinaria celular para usarla
en su beneficio. De esta manera, pueden generar copias de su material genético, a la
par que crean nuevas particulas virales con las que colonizar mas células arrasando con
todo por el camino. Ello los convierte en entes entre lo muerto y lo vivo que necesitan
de otros organismos para sobrevivir como especie.

Por semejante idiosincrasia, las multiples aproximaciones llevadas a cabo en el CNB
para revelar la naturaleza del novedoso patdégeno han puesto el foco tanto en el virus
en si, como en su interaccidon con nuestro cuerpo. Con ello, buscan arrojar luz sobre el
proceso infectivo. Ciencia basica para llegar al objetivo final donde ha estado hermana-
da globalmente la comunidad cientifica: frenar al SARS-CoV-2 como sea.

RETRATAR EL MOVIMIENTO DE LA FAMOSA PROTEINA S

Una parte clave de la estructura del coronavirus en la infeccién es la proteina S
de su envuelta, también conocida como espicula o spike. Ademas de configurar la
caracteristica corona de pinchos’ alrededor del virus y desencadenar la respuesta

7 La familia coronavirus o Coronaviridae, a la que pertenecen SARS-CoV-1, SARS-CoV2 y MERS-CoV, recibe su
nombre por la apariencia de estos virus en el microscopio electrénico, con numerosas proteinas en su superficie en
forma de una especie de corona.
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inmunitaria® en el organismo, la espicula ejerce de llave para que el SARS-CoV-2 se
adentre en las células. Lo hace mediante la unién al receptor ACE2 de la superficie
de estas, lo que induce la fusién de la membrana del virus a la de la célula con la
consiguiente inyeccién del genoma viral. A partir de ese momento el invasor toma
las riendas. La fabrica de virus esta en marcha.

Entender la estructura de la proteina S ayuda, por tanto, a comprender como el SARS-
CoV-2 inicia la infeccion. Y conocer el funcionamiento de la llave en su cerradura, tal
vez permita bloquearlo para que no se abra la puerta. Una aproximacioén al estudio de
la proteina de la espicula es la llevada a cabo por la Unidad de Biocomputacion del cen-
tro, coliderada por Carlos Oscar Sorzano y José Maria Carazo. Su trabajo consiste en
implementar métodos computacionales para obtener la estructura en tres dimensiones
de la espicula a partir de imagenes, que son bidimensionales, de la proteina. Por un
lado, desarrollan las ecuaciones y algoritmos para dar con programas informaticos que
extraigan dicha informacién tridimensional. Por otro, procesan las imagenes del virus
con estos programas.

Las «fotos» de las que parten se obtienen mediante criomicroscopia electrénica. El vi-
rus es minusculo y la proteina S alin mas. Esta mide unos 10 nandmetros, por lo que ha-
cen falta muchos aumentos para poder visualizarla. Las mayores lupas existentes son
estos enormes microscopios, que alcanzan resoluciones atémicas gracias a emplear
electrones en vez de luz® y requieren la conservaciéon de las muestras a casi -200°C.
Los aparatos producen miles de capturas en forma de rafagas tomadas durante horas.
A partir de estas colecciones de imagenes compuestas por pixeles en blanco y negro, la

8 No es la Unica proteina del SARS-CoV-2 con capacidad para ello, pero si la principal.
9 La explicacion reside en que la longitud de onda de los primeros es menor que la de los fotones de la luz que usa
un microscopio estandar. Y ese tamano de longitud de onda determina el limite del aumento.
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Unidad de Biocomputacién trata de desvelar la organizacién de los atomos y, por ende,
de la proteina.

Antes de la llegada de la pandemia, el grupo trabajaba en el disefio de un nuevo progra-
ma que permitiera estudiar estructuras bioldgicas con una caracteristica compartida por
la proteina S: la flexibilidad. En el caso del SARS-CoV-2 resulta basico entender cémo la
parte que se acopla a las células humanas, el dominio RBD (del inglés receptor-binding
domain, dominio de unidn al receptor celular), interacciona con el receptor celular. Es
como si cada pincho de la corona contara con un dedo en el extremo que se mueve para
buscar las células y engancharse. Dicha interaccion implica cierta flexibilidad.

Tener en cuenta esa caracteristica es un problema matematico complicado de resolver
porque implica entender el movimiento a partir de imagenes y la esencia de las image-
nes es, precisamente, congelarlo. Tanto asi, que la version anterior del programa, dise-
nado en el 2007 por el grupo y ampliamente usado en todo el mundo, asumia que las
macromoléculas se movian a trompicones, a pesar de no ser cierto. Habian simplificado
la cuestion para poder abordarla. Ahora, 15 anos después, se acercaban a captar el mo-
vimiento continuo del mundo microscépico.

Si bien las ecuaciones y algoritmos definitivos aun no estaban listos cuando llegd el
SARS-CoV-2, la Unidad de Biocomputacién pudo aplicar una primera generacion del
nuevo programa, llamado Zernike 3d. El trabajo resultante, desarrollado en plena pre-
sion pandémica, obtuvo la primera informacion sobre la flexibilidad de la espicula. Se
publico en julio del 2020 y en él se revela el movimiento coordinado de diversas partes
de la espicula. En el proceso de buscary acoplarse al receptor ACE2 de la célula, no solo
se mueve la zona que interacciona con esta, el dominio RBD. En cambio, toda una zona
anterior llamada dominio N-terminal acompana el desplazamiento. O sea, no solo se
modifica la llave, la mano que la introduce en la cerradura, también lo hace.
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Los datos de partida del grupo venian de un laboratorio de la Universidad de Texas en
Austin (EE.UU.), liderado por Jason McLellan, el cual ya en febrero del 2020 habia reve-
lado la estructura de la espicula. De hecho, el desarrollo de las primeras vacunas contra
la covid se basé en sus resultados. El programa antiguo de la Unidad del CNB sirvi6 para
qgue McLellan y su equipo procesaran sus imagenes de criomicroscopia electrénica. Ha
sido el reprocesamiento de los mismos datos, pero con las nuevas matematicas, lo que
ha permitido desvelar el movimiento de la espicula.
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El final de los confinamientos supuso la libre circulacion de las personas y con ella la
aparicion de las variantes.”® A principios de verano del 2020 emergié una nueva variante
en Espana, en pocos meses predominante en el territorio y en Europa. El CSIC constitu-
yo un grupo de trabajo’ entre varios institutos del Consejo y coordinado por José Maria
Carazo; una treintena de personas que llevé a cabo un analisis muy profundo de dicha
variante, bautizada 20A.EU1. Especificamente se centraron en una mutacién de su es-
picula que reapareceria un ano mas tarde de manera independiente en la version Delta
del virus. Si la mutacién estaba volviendo, es porque hacia algo importante.

El trabajo, en colaboracion con el Instituto de Biomedicina de Valencia (IBV, CSIC), el
Centro de Investigaciones Bioldgicas Margarita Salas (CIB, CSIC) y el Instituto de Inves-
tigacion Biomédica (IRB Barcelona) mostré que el cambio era minimo: tan solo un ami-
noacido alejado del dominio RBD, pero con un efecto muy claro en la dinamica de este.
La modificaciéon se hallaba precisamente en el dominio N-terminal y provocaba que el
RBD explorara un mayor espacio de conformaciones, es decir, movia mas la mano que
lleva la llave. El grupo hipotetizé sobre el posible efecto de la alteracién en las vacunas
del momento. Los datos sugerian que careceria de impacto, pero realmente no pudo ser
comprobado porque delta y dmicron se hicieron con el mapa.

Omicron es precisamente el objetivo de la Unidad de Biocomputacién en la actua-
lidad, en paralelo al desarrollo de la matematica de Zernike 3d. Puestos en marcha

10 Cuando hay una transmision alta del virus, este tiene mas oportunidades de replicarse y, por tanto, de generar
mutaciones durante el proceso de copia de su genoma. Algunas de esas mutaciones podran ser beneficiosas para el
virus y podran ser seleccionadas.

11 El trabajo se engloba dentro de la red de vigilancia gendmica, impulsada por el Instituto de Biomedicina de
Valencia (IBV), CSIC y el Instituto de Biologia Integrativa y de Sistemas (12SysBio, CSIC-Universidad de Valencia),
establecida para detectar las variantes del virus y caracterizar su posible impacto en salud publica. La identificacion
de la variante 20A.EU1, imprescindible para el posterior estudio, se llevo a cabo gracias al trabajo de ambos centros.
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los mecanismos para estudiar la flexibilidad continua de la espicula, ahora los estan
aplicando a las distintas subvariantes del virus actual. Quieren observar la diferente
flexibilidad en cada una, asi como la de dmicron inicial. La intencién del grupo es
mantener la linea de trabajo para las futuras versiones de coronavirus mas relevan-
tes en cada momento.

Esta investigacion se nutre de un proyecto canadiense que genera datos de criomi-
croscopia electronica liderado por Sriram Subramaniam, de la Universidad de Columbia
Britanica, en Vancouver. Su equipo esta haciendo un seguimiento de las variantes del
SARS-CoV-2y produce unas excelentes imagenes. Gracias al trabajo de los canadienses,
los biocomputadores del CNB no necesitan dar los pasos previos aplicados en el estudio
de la variante espanola, sino que directamente analizan unas imagenes de la mas alta
resolucién, un proceder similar al de su primer estudio.

Al igual que el proyecto canadiense y los trabajos nacionales descritos, numerosos cien-
tificos de todo el globo desarrollaron investigaciones para desenmascarar la estructura
de la proteina S. La informacion se recoge dentro de la base de datos 3DBionotes imple-
mentada por el grupo del CNB. Este portal recopila informacién desde una perspectiva
estructural que conecta con aquella bioquimica y biomédica. Se trata de un recurso para
la integracién e interoperabilidad de datos biomédicos promovido por la infraestructura
bioinformatica europea ELIXIR. Dicha organizacién nacié en el 2013 para coordinar los
recursos de almacenamiento, acceso y desarrollo del software para el analisis de infor-
macion bioldgica de todo el continente.

Durante la pandemia, el grupo del CNB desarrollé una version especifica, 3DBionotes
COVID-19 edition, para informacién relacionada con coronavirus de tal forma que to-
dos los estudios estructurales sobre el SARS-CoV-2 quedaran ahi reflejados. La plata-
forma incluye infografias hiperrealistas del virus, secuencias genéticas o resultados de
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farmacos experimentales. Todo un esfuerzo para unir estructura y funciéon en un portal
accesible para cualquiera.

Cribado virtual de farmacos y analisis genémicos

La biocomputacion tiene multitud de aplicaciones. El equipo del CNB también ha cola-
borado a la causa covid disefando una extensién de un software para cribar antivirales
mediante ordenador. Ha participado a su vez en la identificacion de aquellas mutaciones
del SARS-CoV-2 asociadas con cuadros clinicos graves.

Un cribado experimental de farmacos requiere un montén de recipientes donde cultivar
células a las que infectar con el virus y anadir el compuesto a probar para ver si las prote-
ge de la infeccion. Esta aproximacién, aunque necesaria, tiene en su contra que es cara
y requiere de recursos materiales y temporales. Por su parte, el cribado virtual implica
seleccionar posibles farmacos, pero con un ordenador, con el resultado de evitar la parte
experimental y ser mucho mas rapido.

La Unidad de Biocomputaciéon ha desarrollado para ello Scipion-Chem. Se trata de una
ampliacion del software Scipion, disefiado hace afios por el grupo para el procesamiento
de imagenes de microscopia electrdnica, especifica para el cribado de farmacos. Con
Scipion-Chem el equipo ha logrado un formato de cribado muy facil de utilizar y con re-
sultados fiables. Porque si bien los cribados virtuales cuentan con las ventajas mencio-
nadas anteriormente, también se «equivocan» bastante. Cuando se prueba una serie de
compuestos en un determinado programa informatico, es muy probable que el resulta-
do de potenciales antivirales difiera del obtenido mediante otros programas disefados
con el mismo objetivo. En cambio, si se combinaran muchos programas diferentes seria
mas probable llegar a un punto de acuerdo. Scipion-Chem se encarga precisamente de
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eso al extraer informacidon comun a varios softwares empleados en el cribado de farma-
cos Yy, por tanto, mas robusta.

El segundo proyecto mencionado versa sobre el analisis del efecto de las mutaciones
del SARS-CoV-2 en la gravedad de los pacientes. Cada vez que el virus se multiplica y
copia su informacion genética va introduciendo errores al azar, las mencionadas muta-
ciones, las cuales pueden modificar el comportamiento del virus. Este proyecto, liderado
desde la PTI Salud Global, buscaba dar con aquellas modificaciones ligadas a una mayor
gravedad en las infecciones.

A partir de mas de 27000 secuencias genéticas de SARS-CoV-2 extraidas cada una de
un paciente diferente, el grupo del CNB tuvo que dar con la forma informatica para iden-
tificar aquellas mutaciones relacionadas con los casos graves. El cometido no era nada
trivial pues cada secuencia cuenta con 28000 letras entre las que buscar aquellas mal
copiadasy, de esas, cuales tienen como resultado un efecto perjudicial para las personas.

EL CENTRO DEL SARS-COV-2: ESTRUCTURA DE LA NUCLEOCAPSIDE

Los virus tienen genes. Algunos los escriben en forma de ADN vy otros en forma de
ARN,? como el SARS-CoV-2. En algunos de ellos el material genético se presenta como
una nucleocapside, un complejo que hace las veces de nucleo y donde se producen las
funciones mas importantes de los patégenos. La nucleocapside es responsable de ori-
ginar las copias del mensaje genético vy, a partir de ellas, producir las proteinas para ge-

12 El hecho de guardar su informacién genética en forma de ARN le lleva a mutar con mayor rapidez que si fuera un
virus de ADN, de ahi la velocidad en la aparicién de nuevas variantes.
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nerar la descendencia viral. Por otro lado, las hebras de genes pueden encontrarse des-
parramadas por el interior del virus. O pueden establecerse unidas a proteinas y formar
un complejo conocido como ribonucleoproteina, la forma elegida por los coronavirus.

En entender la nucleocapside con sus ribonucleoproteinas en el SARS-CoV-2 ha cen-
trado su interés el grupo de Ultraestructura de Virus y Agregados Moleculares, dirigido
por Jaime Martin-Benito. La experiencia del Laboratorio sobre este pseudontcleo en el
virus de la gripe A ha hecho posible el nuevo proyecto covid.

La nucleocapside es la parte mas compleja de un virus y estructuralmente muy dificil de
estudiar. De hecho, la primera vez que se vio en el microscopio la del patdégeno de la gri-
pe fue en el afo 1972. Pero hubo que esperar hasta el arno 2012 para que se resolviera
como era esa estructura. Lo hizo el grupo de Martin-Benito y les llevo cinco afos.

El primer motivo para ello es que se trata de una molécula «gigantesca», especialmente
en el caso de los coronavirus. EIl ARN del SARS-CoV-2 tiene unos 30000 nucledtidos
—las piezas que construyen el ADN y el ARN— estructurados en una Unica cadena uni-
da a proteinas. El ARN del virus de la gripe A, en contraste, lo forman 8 segmentos de
diferente tamano con un promedio de 2000 nucledétidos cada uno.

Pero el mayor reto es, de nuevo, la flexibilidad. Se trata de una molécula muy larga que
puede enrollarse de muchas maneras. Como un espagueti. Por ello resulta inviable ha-
cer estudios estructurales sencillos, porque cada vez se toma una imagen de un virus o
de su nucleocapside esta aparece como un ovillo diferente. Hay que estudiarla median-
te fragmentos. ;Cémo? Analizando trozos homogéneos entre si lo mas pequenos posi-
ble para observar bien la unién de las proteinas al genoma. Determinada la estructura
del fragmento individual, que incluye cuatro o cinco de estas proteinas con su trozo de
ARN, se puede deducir la estructura completa de la repeticién del mismo.
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El laboratorio de Martin-Benito es uno de los pocos capaces de lidiar con la estructura
de nucleocéapsides flexibles como la de la gripe A. Por esa razén pensaron en intentarlo
con el SARS-CoV-2. Cuando se empezaba a hablar de un virus en Wuhan de proceden-
cia animal, el grupo se intranquilizé un poco. Los virus zoondticos como este pueden re-
sultar bastante complicados, sobre todo si son de transmisién respiratoria. La poblacion
no tiene anticuerpos protectores contra un patégeno nuevo para su especie, con lo cual
se puede convertir en un problema de salud bastante grave. El equipo lo sabia porque la
gripe A es un virus procedente de aves que afecta a mamiferos como nosotros. Por ello,
cuando en marzo la direccién del CNB contacté con su departamento para solicitar una
propuesta de investigacion, en este laboratorio ya la tenian pensada.

El trabajo ha comenzado como un proyecto piloto con el coronavirus porcino TGEV o
virus de la gastroenteritis transmisible. EIl SARS-CoV-2 ha de manejarse en espacios
especiales con un alto nivel de bioseguridad que complica y ralentiza las tareas que el
TGEV no requiere. Es inocuo para los humanos, por lo que se puede experimentar con
él en laboratorios de menor nivel de seguridad. En cambio, los cerdos sufren unas terri-
bles diarreas cuando se infectan. Pero ambos virus resultan estructuralmente iguales.
Al estudiar primero la nucleocapside del coronavirus porcino, el equipo esta poniendo a
punto la tecnologia para luego abordar la del SARS-CoV-2, pues los mismos pasos dados
con el TGEV, los dara luego con el coronavirus humano, pero en condiciones de mayor
nivel de seguridad biolégica.

El plan es obtener imagenes mediante criomicroscopia electrénica. El Laboratorio lo
harad de dos formas. En una romperan el virus para ver la nucleocapside aislada. La se-
gunda aproximacion supone someter el virus a una especie de TAC, siglas de tomografia
axial computarizada. Igual que en los hospitales nos escanean en tres dimensiones algu-
na parte del cuerpo para retratar su forma, al virus completo se le hace un tomograma
para observar el interior con la nucleocapside.

62



BLOQUE 1 CONOCER AL VIRUS: ESTRUCTURA Y ACTUACION DEL SARS-COV-2

El posterior procesamiento de las imagenes para determinar la estructura correra a
cargo del laboratorio de Jaime Martin-Benito. Esta parte no resulta de hecho nada
banal al ser un proceso de tratamiento de datos realmente complicado. Conseguir las
imagenes del virus es cuestiéon de dias. El trabajo de ordenador se puede extender
durante meses o anos.

Las caracteristicas de la investigacion la convierten en un proyecto a muy largo plazo
y de ciencia basica, por lo que no derivara luego en la busqueda directa de antivirales,
pero si puede valer para sentar las bases de por donde indagar. En el caso de la gripe
A, conocer la estructura de la nucleocapside posibilité al grupo dar con el mecanismo
fisico, cdbmo se movia esta para producir el ARN mensajero, aquel que lleva el mensaje
para hacer las proteinas codificadas en los genes. Pero también les permitié descubrir el
mecanismo de accion del antiviral experimental Nucleozina.

Conscientes del largoplacismo de la investigacién, el Laboratorio se ha involucrado a
su vez en proyectos con resultados mas inmediatos. Uno de ellos trabaja en conseguir
anticuerpos terapéuticos frente al SARS-CoV-2 y lo dirige la también cientifica del CNB
Leonor Kremer." El equipo de Martin-Benito junto con el Servicio de Criomicroscopia
Electrénica del centro se han encargado de retratar la unién al SARS-CoV-2 del mas
prometedor de los anticuerpos terapéuticos generados. Como los anticuerpos se han
originado para ir dirigidos hacia la proteina S y evitar asi la fusion del virus con la célula,
en las imagenes se ve en qué punto se han enganchado a ella. Asi, han logrado recons-
trucciones donde se observa claramente cémo es esta unién.

13 Lainvestigacion se explica con mayor detalle en el capitulo «Un mismo grupo, muchos anticuerpos», incluido en
el bloque 3.
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CADENA DE MONTAJE DE VIRUS

Una vez en el interior de la célula, con las copias del genoma hechas y las proteinas que
van a formar las siguientes particulas virales sintetizadas, un virus debe ensamblar sus
partes. El proceso no queda a merced del azar. Todo esta orquestado para dar con una
progenie perfectamente competente.

El grupo de Determinantes Fisicos y Estructurales del Ensamblaje Viral, dirigido por Car-
men San Martin, trabaja en entender los principios que gobiernan este paso, técnica-
mente conocido como morfogénesis. Con la necesidad de conocer mejor al patégeno
recién llegado, los integrantes del grupo pusieron sus conocimientos al servicio de la
comprension de este. Necesitaban para ello partir de algo que dominaran. Y si una cosa
saben hacer para responder a las preguntas del equipo, esa es la obtencion de imagenes
de virus, adenovirus' en su caso, mediante microscopia electrénica.’ En consecuencia,
montaron un proyecto donde poder aplicar esta metodologia al que suponia un tipo de
virus nuevo para el Laboratorio.

La investigacion sobre SARS-CoV-2 realmente empezé con una persona, la investigadora
Gabriela N. Condezo, quien se ha encargado de llevarla a cabo bajo la coordinacion de San
Martin. Ya con el confinamiento en marchay la partida del Ministerio de Ciencia e Innova-
cion aprobada, Condezo comenzé a estudiar sobre los virus de ARN en general y de este
coronavirus en particular. Queria conocer cudles eran las estrategias que utiliza el patége-
no para su ensamblaje en las células y dar con el nicho donde el grupo pudiera contribuir

14 Grupo de virus de interés tanto en campo de la virologia basica como en el de la biomedicina y que causa muchas
infecciones comunes como resfriados, gastroenteritis o conjuntivitis.

15 La técnica difiere de la criomicroscopia electrénica en que las muestras no se conservan a temperaturas criogé-
nicas y se visualiza con menor detalle.
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a mejorar este conocimiento. Fue una experiencia totalmente nueva para ella porque los
virus con los que trabajaban guardan su informacion genética en forma de ADN.

Las mayores dudas por despejar en la literatura cientifica versaban sobre el recorrido
del ARN del virus dentro de la célula del hospedador. Cuando el virus infecta, su ARN es
reconocido por la célula. De él genera copias completas a la par que replica otros frag-
mentos mas pequenos. Con estos, la propia célula producira las proteinas que haran de
ladrillos para conformar los virus «hijos». El posterior montaje de las copias junto con las
proteinas dara lugar a las particulas virales. Encontrar dénde se acumulan todos estos
tipos de ARN y cémo viaja por la célula el largo ARN gendmico, con las proteinas de la
nucleocapside acopladas, eran las preguntas a responder para el Laboratorio.

Uno de los principales pasos para iniciar el proyecto fue hacerse con el material necesa-
rio: células infectadas por el SARS-CoV-2. Los laboratorios generalmente han empleado
una linea celular® llamada Vero procedente de rindn de mono verde africano. Gracias
a la colaboracién de la investigadora del CNB Marta Lépez de Diego, quien a su vez
formaba parte un proyecto de investigacion en el nuevo patégeno,'” contaron con las
células plagadas de coronavirus y con quien las manipulara. Como agente biolégico po-
tencialmente letal, el manejo del SARS-CoV-2 debe hacerse en un laboratorio con un
nivel de bioseguridad 3 para lo cual el grupo de San Martin no estaba capacitado.

Encontrar un hueco libre en las seguras instalaciones del CNB no resultaba nada facil
en los inicios de la pandemia. La mayoria de los numerosos grupos que se volcaron en
el estudio del nuevo coronavirus requerian en algin momento del manejo del virus vy,
por tanto, del P3. Debido al handicap del lento acceso al laboratorio P3, Carmen San

16 Cultivo de células del mismo tipo que proliferan indefinidamente.
17 Consultar el capitulo «Antivirales a escala nanométrica, incluido en el bloque 3.
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Martin y Gabriela N. Condezo decidieron iniciar una aproximacion paralela que aportara
informacién util sin el engorro de la peligrosidad de SARS-CoV-2. Optaron por estudiar
también el coronavirus porcino TGEV dando comienzo la colaboracion con el grupo de
Jaime Martin-Benito, el cual ya tenia experiencia en el virus.

Para observar en el microscopio electrénico las células infectadas es necesario cortarlas
en rodajitas ultrafinas, de unas decenas de nandmetros de grosor. El problema es que, a
ojos del instrumento, todo resulta en blanco y negro, y un poco difuso por lo que mirar
directamente las secciones no permite discernir qué representa cada mancha. Resulta
necesario marcar el ARN o las proteinas de interés para diferenciarlos del resto.

Las técnicas empleadas para ello se llaman inmunomarcaje, en el caso de las proteinas, o
hibridacién in situ para el ARN. Ambas siguen el mismo principio que es unir una particu-
la de oro, que si se ve claramente en las imagenes como un circulo negro, a la molécula
objeto de la observacién. Pero el oro no se pega directamente a las proteinas o al ARN.
En el caso de la nucleocapside, el metal se acopla a anticuerpos especificos contra ella,
y para el ARN, la particula de oro se pega a una molécula de ARN complementaria que
se hibridara con él.

En este punto surgié un problema que ha paralizado la busqueda de ARN en las células
infectadas por SARS-CoV-2. La estrategia pensada para marcar las moléculas de ARN
no valia porque en este virus sefalaba también otros elementos de las células. Por ello,
junto con los retrasos por la espera para acceder al P3, las investigadoras han decidido
centrar su estudio Unicamente en el coronavirus porcino, manteniendo la colaboracién
con el grupo de Jaime Martin-Benito.

Otra colaboracion fundamental para el desarrollo del trabajo es la del grupo Biologia
Estructural de Fibras Virales. Dirigido por Mark J. van Raaij, este laboratorio estudia
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estructuras de proteinas a las que previamente transforma en cristales dentro de una
técnica llamada cristalografia de rayos X. En el contexto de la emergencia del SARS-
CoV-2, el equipo habia iniciado un proyecto para estudiar en alta resolucién la estruc-
tura del complejo proteina-ARN que constituye la nucleocapside mediante esta técni-
ca, aunque también mediante criomicroscopia electrénica gracias a la ayuda del grupo
de Jaime Martin-Benito. Se trataba de una aproximacién complementaria al trabajo
del este ultimo. Se dispusieron para ello a disefar estos complejos en el laboratorio.
La intencion es que todos fueran iguales, permitiendo estudiar la estructura como si
se tratara de uno solo. Tras varios intentos resulté imposible alcanzar la homogeneidad
requerida y no se continud por esta linea de investigacién a pesar de contar con la ex-
periencia para lograrlo.

Las nucleoproteinas disenadas en el laboratorio si sirvieron para que sus colegas San
Martin y Condezo llevaran a cabo las técnicas de inmunomarcaje. Porque generar un an-
ticuerpo requiere primero de la proteina hacia la cuadl queramos que se dirija el anticuer-
po en cuestion, para luego inyectarla a un animal que produzca anticuerpos contra ella.
En esta investigacion emplearon ratas cuyo organismo, ante la presencia de la intrusa,
produjo los buscados anticuerpos. Mientras que la nucleoproteina del SARS-CoV-2 fue
relativamente facil de producir, la proteina del coronavirus porcino se esta resistiendo y
mantiene ocupado al grupo.

EL SECUESTRO DEL METABOLISMO CELULAR
Nuestro cuerpo, y a pequena escala las células, necesita energia y materiales para llevar

a cabo sus funciones. La consecucion de ambos elementos se produce mediante una
serie de reacciones quimicas que, en conjunto, constituyen el metabolismo.
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Un mecanismo recurrente de la patogenicidad viral es la reprogramaciéon metabdlica.
Los virus modifican el metabolismo de las células en su propio beneficio de tal manera
que los recursos celulares pasan a ser suyos en este secuestro que tanto les gusta a los
dependientes patégenos. De esta forma, consiguen sustancias como nucledtidos, aci-
dos grasos o aminoacidos para la biosintesis de las particulas virales.

Aunque todos los virus llevan a cabo dicha alteracién, cada uno usa estrategias especi-
ficas. Una colaboracion de dos laboratorios del CSIC, liderada por Fernando Almazan y
Francisco Iborra, ha estudiado los cambios que induce el SARS-CoV-2 en el metabolis-
mo celular con la identificacién de nuevas terapias en el horizonte del proyecto. Porque
conocer a fondo la reprogramacion metabélica puede ayudar a identificar los procesos
esenciales para la replicacion del virus y la progresion de la infeccidn, puntos estratégi-
cos a la hora de intervenir farmacolégicamente.

Ambos investigadores habian formado anteriormente un grupo conjunto en el CNB don-
de se focalizaron en la interacciéon de los virus con las mitocondrias —elemento de la
célula responsable de la produccion de energia— usando como modelo diversos corona-
virus y el virus de la gripe, entre otros. Sabian que las mitocondrias tenian cierto papel en
el devenir de la infeccidn viral asi que se pusieron a estudiarlo a fondo. La investigacion
continud hasta que Iborra se mudo al IBV justo antes de la pandemia. Con la llegada del
SARS-CoV-2, volvieron a unir fuerzas para poner en el punto de mira al nuevo patégeno.

Cuando un virus modifica el metabolismo de la célula, lo acopla a su propia productividad
para funcionar lo mejor posible. En este proceso, los patégenos suelen desbaratar la fun-
cion mitocondrial al utilizar la fase de la glucélisis, que es el primer paso de degradacion
de la glucosa. Las mitocondrias, al fin y al cabo, a lo que se dedican es a producir energia
a partir de glucosa. En el proceso se generan productos intermedios como los aminodaci-
dos, acidos grasos o nucleétidos, ladrillos para fabricar proteinas, lipidos y acidos nuclei-

69


http://libros.csic.es

EL RETO DEL SARS-COV-2

cos, respectivamente, todos ellos compuestos esenciales para formar nuevos virus. De
ahi que a estos microorganismos les interese intervenir en la funciéon mitocondrial.

El primer objetivo de este grupo pasaba por estudiar las alteraciones que el SARS-CoV-2
induce en el metabolismo de las células para asi identificar la ruta metabdlica afectada.
El consorcio planted, tras ello, explorar como el uso de farmacos dirigidos a las rutas
identificadas interfiere con la infeccién. Cada virus usa estrategias metabdlicas Unicas.
Debido a esto, a veces es dificil encontrar tratamientos generales, incluso para aquellos
de la misma familia. En el laboratorio de bioseguridad 3 del CNB se desarrollé toda la
parte del proyecto que incluia la utilizacién del SARS-CoV-2 infectivo. Las muestras ge-
neradas, una vez inactivadas, se enviaron al IBV para su analisis.

El trabajo, actualmente finalizado y pendiente de publicar, ha permitido confirmar que
el SARS-CoV-2 induce reprogramacion metabdlica, como ocurre con otros virus, y se
han identificado qué vias y proteinas estan alteradas. Asi que ya tenian la primera parte
solventada para dar el salto a la segunda: revertir este efecto.

Con las alteraciones en el metabolismo inducidas por el SARS-CoV-2, o cualquier virus,
lo que el patégeno intenta en ultimo término es optimizar el ambiente, asegurarse la
energia y componentes de la fabrica de nuevos virus. La estrategia farmacolégica en
este punto pasa por lograr que el virus no se acomode. Se puede o bien corregir la
funcién desregulada, o bien facilitar a las células los productos usados o alterados por
el virus. La idea es que el patégeno se replique lo menos posible para que la carga viral
no se dispare y el organismo, la persona, tenga oportunidad para vencer la infeccién. En
definitiva, ganar tiempo.

En este sentido, la investigacion también resulté exitosa. Analizaron diferentes trata-
mientos dirigidos a las rutas alteradas los cuales mostraron una reduccion de la infec-
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cion viral de entre un 60% y un 70% en cultivos celulares. La estrategia era igual de
eficaz infectando las células antes del tratamiento o después del mismo. Lo ultimo es
especialmente significativo ya que en la aplicacion clinica los farmacos se dan en una
persona ya infectada, no de manera preventiva como ocurre con una vacuna.

Dado el éxito del proyecto, el equipo se planteé ampliarlo y dar el salto a modelos
animales para comprobar si en ratones se frenaba a su vez el curso de la infeccion.
Finalmente han optado por publicar los resultados de la idea original con la intencién
de que resulten utiles para que otros laboratorios puedan llevar a cabo los ensayos en
organismaos Vivos.

UNA IMAGEN HOLISTICAY MOLECULAR DEL DESBARATE CELULAR
DURANTE LA INFECCION

Eran ya 35 los anos que el Laboratorio de Coronavirus del CNB llevaba estudiando esta
familia de virus. A la cabeza Luis Enjuanes e Isabel Sola, nombrada codirectora unos
anos antes de la pandemia. Por ello, la confirmacién del agente detras de la misteriosa
neumonia como miembro de su familia de virus predilecta inicié el resorte para incorpo-
rarlo a la cartera de patdgenos explorados.

No son solo los virus en si lo que interesa al grupo, sino su interaccién con las células infec-
tadas, es decir, qué tienen escrito en los genes estos microorganismos para enfermarnos.
Traducido a jerga cientifica, el equipo estudia las bases moleculares detras de la replica-
cion y de la virulencia. Ambos aspectos resultan basicos de cara al devenir de la infeccion.
Si el virus no replica, quiere decir que no se multiplica y entonces deja de ser un problema.
La virulencia, por su parte, se corresponde con el dafio que causa en el organismo.
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En la emergencia del SARS-CoV-2, se conociéo muy pronto que este se copia a si mismo
y se propaga muy eficientemente, ademas de contar con la capacidad de provocar una
importante inflamacion con su caracteristica neumonia bilateral. Ahora bien, ;cual de las
distintas piezas que forman el virus esta implicada en estos eventos? Algunas respues-
tas resultaban mas obvias y la literatura previa podia ayudar a responderlas. Otras cues-
tiones requerian de una investigacion mas profunda, como la desempenada por este
laboratorio. Precisamente, en el esfuerzo por resolver las incégnitas de la interaccion del
virus con la célula, se ha sustentado el desarrollo de candidatos vacunales, tratamientos
y otros proyectos en los que el grupo se ha embarcado.

La herramienta basica y fundamental de partida del grupo para investigar el papel de
los genes es la reconstruccion del virus. El equipo fue pionero en desarrollar un sis-
tema de ensamblaje del genoma de los coronavirus para asi manipularlo a su antojo.
ElI ARN, que es el formato en el que guarda el SARS-CoV-2 su informacién genética,
es una molécula que se degrada con facilidad por lo que trabajar directamente con
el genoma del virus resulta inviable. A la dificultad de manejo contribuye también
el gran tamano del genoma. Pero, sobre todo, existe el problema de que la edicién
genética del ARN no es tan sencilla. Asi que el grupo manipula lo que representaria
el molde, una cadena de ADN complementaria a la informacion del coronavirus, a
partir del cual luego podran rescatar virus sintéticos modificados segun el objetivo
perseguido. Porque la intencién del Laboratorio es ver el comportamiento del virus
ante el cambio de ciertos genes gracias a esta aproximacién conocida como gené-
tica reversa.

Contar con este preciado ADN convirtié al grupo en un suministrador de genes para
otras investigaciones sobre SARS-CoV-2 del CNB. Mas adelante conseguirian también
un virus aislado de un paciente del Hospital Universitario 12 de Octubre, en Madrid,
que emplearian a modo de referencia respecto a los virus sintéticos.
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El objetivo global del Laboratorio se divide en otros bloques mas especificos: el estudio de
la proteina E de la envuelta; el papel de los genes menos esenciales para el virus, asi como
de otros ARNs pequenos generados durante la infeccién; y la identificacién de factores de
la célula que interaccionan con la importante proteina de la nucleocapside. Estas lineas de
trabajo no han sido especificamente ideadas para hacer frente a la pandemia. Realmente
han supuesto una actualizacién de lo que venian haciendo desde hace afos con los otros
dos coronavirus mortales anteriores, a saber, el SARS-CoV-1 y el MERS-CoV.

Como la informacioén genética de los virus estd condensada en unos pocos elementos,
no les queda mas remedio que «pluriemplearlos» para llevar a cabo todas sus funciones
y asi sobrevivir. Hay una proteina muy pequena, la proteina E, con la que los coronavirus
fabrican su envuelta pero que también les otorga la capacidad de intervenir en varios
procesos de la célula infectada, siendo fatal para el organismo. El Laboratorio de Coro-
navirus descubrié por primera vez hace ocho anos en el SARS-CoV-1 que la existencia
en esta proteina del conocido como motivo PBM era determinante para los efectos
perniciosos del virus. El dominio son solo 12 letras de las 30000 del genoma total, pero
tan letales que, en su presencia, ningun ratén experimental sobrevive a la infeccion. En
cambio, si se eliminan del genoma del virus, los roedores viven.

El PBM arrasa de esa manera porque permite al virus entender el idioma de las células.
En la célula hay muchas proteinas que se relacionan entre si. Para lograr una buena co-
municacion, muchas de estas relaciones estan mediadas por las llamadas interacciones
PBM-PDZ."® Seria como dos piezas de Lego y unas proteinas tienen la pieza PBM y otras

18 Las siglas PBM se corresponden de hecho con PDZ-binding motif o motivo de unién PDZ. El término PDZ es un
acrénimo formado por la combinacion de la primera letra de los nombres de las tres primeras proteinas donde se
identificd este dominio: de densidad postsinaptica (PSD-95), supresora de tumores en Drosophila (DIgA) y zonula
occludens-1 (ZO-1).
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la pieza PDZ. Su union les permite formar andamiajes esenciales para las funciones celu-
lares. Es, por tanto, un cédigo que los coronavirus, asi como otros virus, también hablan
gracias al cual desestabilizan la estructura y funciones celulares.

Con la llegada del también mortal coronavirus MERS-CoV, el Laboratorio buscé el mo-
tivo PBM en el virus y lo encontrd. Lo mismo ha ocurrido para el caso del SARS-CoV-
2. La investigacion en el nuevo virus ha llevado al equipo a identificar dos proteinas
celulares que tienen mucho que decir en la gravedad de la enfermedad: la CFTR y la
sintenina.?® Ambas intervienen en la respuesta inflamatoria debida a la infeccién por
estos virus.

La CFTR tiene un papel fundamental en revertir el edema en los alveolos pulmonares
producido por el virus. Es decir, achica agua de los pulmones. Cuando el coronavirus
arrasa en el organismo disminuye los niveles de la proteina, mermando asi la capaci-
dad de reparar el dano que él mismo produce. Y eso lo hace el virus a través de las
interacciones PBM-PDZ con las células. El encharcamiento de los pulmones causa los
fallecimientos, en dltimo término, porque un pulmén encharcado no puede intercam-
biar oxigeno.

A la proteina CFTR también llegé el grupo por otro camino. El funcionamiento celular
no es todo instrucciones en genes para orquestar los procesos a través de la sintesis de
proteinas. Hay también un ajuste fino del cual se encargan unas cadenas muy cortas de
ARN que son los microARNSs. Tales microARNSs regulan a su vez los valores de CFTR y,

19 Los coronavirus atenuados, como los que provocan catarros, también cuentan con un motivo PBM al final de
la proteina E solo que la secuencia es distinta y no lleva a la virulencia de SARS-CoV-1, MERS-CoV y SARS-CoV-2.
20 Lainvestigacion relativa a la sintenina se explica con mas detalle en el capitulo «La virulenta proteina E del virus
como objetivoy, incluido en el bloque 3.
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probablemente, podrian estar alterados en la covid, puesto que lo estan en la infeccion
por SARS-CoV-1.

Aqui es donde entra el segundo gran bloque de estudio del Laboratorio. El grupo pudo
describir, ya desde el SARS-CoV-1, que cuando el virus infecta la célula, la revoluciona 'y
altera todo lo alterable. No solo las proteinas, sino también los microARNs, encargados
del perfecto equilibrio de nuestro sistema. Esa revolucion deriva, en ocasiones, en con-
secuencias negativas como procesos inflamatorios desmedidos o no poder recuperar
los pulmones en el caso de la disminucion de los niveles de CFTR.

Otra parte importante de la patogenicidad del virus se adjudica a los genes accesorios.
Se trata de aquellos aparentemente no esenciales para las funciones basicas del patége-
no. Fundamentalmente tienen que ver con el dafio que causan los coronavirus a través
de la modulacion de la respuesta inmune innata.?’'

El interés del grupo en estos genes extras viene porque coronavirus mas leves, como
los causantes del resfriado comun, practicamente no cuentan con genes accesorios, a
diferencia de coronavirus muy virulentos y mortales como el SARS-CoV-2, donde hay
bastantes. Asi que parte del equipo trabaja en caracterizar bien el papel de estos genes
aparentemente no tan importantes. Si se confirma que estan implicados en la virulencia,
su delecién del genoma atenuara al virus. Ademas, conocer cémo contribuyen al dafio
de las células ayudara a identificar antivirales.

21 Cuando un patégeno entra en el cuerpo, la primera linea de defensa no consiste en estrategias especificas como
los anticuerpos, porque no ha dado tiempo a que se generen, sino en la inmunidad innata, una respuesta muy rapida
e inespecifica que cuenta con recursos como la inflamacion.
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El dltimo gran bloque de interés del Laboratorio lo constituye la proteina de la nu-
cleocapside. Como se ha visto previamente, esta ejerce un papel esencial para el virus
dado que la necesita para multiplicarse. La también denominada proteina N protege de
alguna manera al ARN al acompanarlo durante el proceso de duplicacion y también lo
compacta para que los nuevos virus incorporen el material genético.

Pero los genes del virus, y por tanto las proteinas, estan pluriempleados y esta no iba
a ser menos. La proteina N interactia a su vez con las células al unirse a una serie de
proteinas celulares, lo que la implicara en la patologia de manera similar al caso de la
proteina E. Y, de igual forma a la investigacién con la proteina de la envuelta, el grupo
trata en la actualidad de identificar a cudles se une y la funcién que desempefan estas
durante la infeccién.

LA DESORGANIZADA RESPUESTA INMUNITARIA

El SARS-CoV-2 entra en el cuerpo como un elefante en una cacharreria, con platillos,
trompetas y confeti. Un cebo suculento para el atento sistema inmunitario, que vaya si
lo detecta. Hasta el punto de pasarse de frenada en algunos casos dando lugar a una
respuesta inflamatoria desmesurada a veces mortal.

Entre la lluvia de ideas que los investigadores llevaron a cabo durante el confinamien-
to, obviamente aparecié la atenciéon a dicha respuesta inmunitaria, muy desconocida
en aquel momento. El CSIC centralizé todos los posibles trabajos relacionados con el
tema en la PTI Salud Global, a través de Margarita del Val. Con ella se puso en contacto
Isabel Mérida. Su grupo, Sefnalizacién por Lipidos, estd muy interesado en la respuesta
inmunitaria antitumoral, sobre todo en cémo los tumores la evaden. Porque las células
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cancerosas se hacen invisibles a los ojos del sistema inmunitario para seguir creciendo.
Justo al contrario que el SARS-CoV-2.

El Laboratorio timidamente habia dado sus primeros pasos en el mundo de los virus,
con especial protagonismo del trabajo de Antonia Avila y Dante Barreda, en colabora-
cién con un grupo del Instituto de Enfermedades Respiratorias en México. Su directora,
Teresa Santos, fue estudiante de Doctorado en el laboratorio dirigido por Isabel Mérida.
Trabajaban en la gripe aviar para intentar entender por qué patdgenos procedentes de
animales son mucho mas agresivos que su version humana. Ante la primera convoca-
toria de financiacion de la PTI Salud Global, propusieron un proyecto y entraron en la
investigacion del SARS-CoV-2.

Cuando los linfocitos?? responden para placar a un patégeno, lo hacen porque unas células,
las células presentadoras de antigenos,? ensenan quién es el intruso. En el caso de la covid,
tales células no alertan bien ya que ellas mismas tienen una especie de reaccién hipersalva-
je. Empiezan a secretar al torrente sanguineo de forma desmesurada una sustancia tremen-
damente inflamatoria llamada interleucina 6, entre otras. Esta pequena proteina protagoni-
za una inflamacién muy potente que basicamente mata a la persona: la famosa tormenta de
citoquinas.?* De hecho, la OMS recomendd en los casos graves tratamientos que bloquea-
ran la accién de la interleucina 6. La pregunta que se hizo el laboratorio del CNB era como
funciona el SARS-CoV-2 para llevar a una respuesta tan exagerada a las células.

22 Células del sistema inmunitario encargadas de regular la respuesta inmune adaptativa, aquella que se hace a la
carta frente a un patdgeno concreto. Se dividen en linfocitos T, responsables de la inmunidad celular, y los linfocitos
B, responsables de generar anticuerpos o inmunidad humoral.

23 Un antigeno, o el aqui denominado intruso, es cualquier sustancia capaz de provocar una respuesta del sistema
inmunitario, como un virus o partes de este.

24 Las citoquinas son unas proteinas muy pequefas que hacen de mensajeras durante la respuesta inmunitaria y
que cuentan con una importante actividad proinflamatoria. La interleucina-6 es una citoquina.
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La colaboracién de ambos laboratorios venia de es-
tudiar una proteina del virus de la gripe aviar, la
NS1, que cuenta con unas secuencias de ami-
noacidos que hacen al virus mucho mas viru-
lento que su homélogo humano. Asi que tras-
ladaron el formato de estudio al SARS-CoV-2.
Su foco ahora era la proteina E del patégeno
qgue si incluia la secuencia de aminoacidos
maldita en el mencionado dominio PBM. La
emplearon como un cebo para buscar
proteinas del organismo con las
gue podria estar interaccio-
nando gracias al cédigo
PBM-PDZ y asi ofre-
cer una explicacion
a la virulencia.

El Laboratorio
de Coronavi-
rus del CNB ya
habia observa-

do el papel de

la proteina E
en la virulencia
en experimentos
con células de los
pulmones. El grupo
de Mérida vio interesan-

Copia gratuita / Personal free copy / http:/libros.csic.es 79


http://libros.csic.es

EL RETO DEL SARS-COV-2

te estudiarlo en células de la respuesta inmunitaria. No se sabia mucho sobre si el nuevo
virus infectaba estas células ni a cuales y quién mejor que un grupo de expertos en res-
puesta inmunitaria para indagarlo.

La pesca costd un poco, pero al final salié. Se identificaron nueve proteinas, una de las
cuales ya se habia caracterizado en su momento con el SARS-CoV-1, que se expresaban
en monocitos y macréfagos.?® Esto Gltimo no se habia observado previamente para nin-
guna de ellas. Esta parte del proyecto fue llevada a cabo gracias al Servicio de Proted-
mica del CNB, dirigido por Fernando Corrales.

La investigacién continla en la actualidad pues queda saber mas acerca de tales pro-
teinas: qué funciones tienen vy, especialmente, cobmo contribuyen a que la interaccién
del virus dé lugar a respuestas inmunitarias un poco desorganizadas y excesivamente
potentes que no ayudan contra la infeccién. El grupo mexicano esta a su vez analizan-
do la expresion de estas proteinas en células de sistema inmunitario en respuesta a
otro tipo de infecciones.

En paralelo, el laboratorio del CNB empezé a trabajar también en la proteina S del SARS-
CoV-2. Ya era conocida como la parte del virus con mayor capacidad para generar una
respuesta inmunitaria en el organismo y, por tanto, empleada en el disefio de las vacu-
nas, lo cual hacia pensar que las células presentadoras de antigenos la reconocian. Se
sabia de su funcionamiento de esta manera porque las inyecciones protegian, pero no
habia ningun estudio que explicara claramente como.

25 Los monocitos y los macréfagos representan dos de los numerosos tipos de células de la plantilla del sistema
inmunitario. Los monocitos son un tipo de glébulos blancos que viajan por el torrente sanguineo hacia los tejidos
donde se convierten en células dendriticas o en macréfagos. Estos ultimos se encargan principalmente de «ingerir» lo
que no interesa, como cuerpos extraios, que incluyen patdgenos, o sustancias de desecho.
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El objetivo concreto que perseguia el equipo de Mérida era conocer la respuesta que la
proteina S desencadenaba en las células dendriticas, que son el tipo de células presen-
tadoras de antigenos mas potentes. Para ello, cultivaron células humanas de este tipo
a las que anadieron tanto la proteina S al completo como Unicamente su dominio RBD.
Esta parte del trabajo pudieron llevarla a cabo con la colaboracion de otros grupos del
centro, los de José Francisco Rodriguez y José Maria Casasnovas, que prepararon ambos
componentes.

En los dos casos, las células reaccionaban y promovian una respuesta proinflamatoria,
lo que confirmaba su hipdtesis. No esperaban, sin embargo, que las células dendriticas
fueran a responder de una forma tan potente como lo hicieron, sobre todo ante el do-
minio RBD. Ademas de mostrar una maduracion, significando el reconocimiento de los
antigenos y su muestra a los linfocitos, estas células generaban muchas citoquinas.

El equipo también observo una respuesta muy variable. Las células para los experimen-
tos provenian de paquetes leucocitarios de diferentes donantes de un banco de sangre.
Cuando una persona dona sangre, generalmente apartan los gldbulos rojos y las plaque-
tas para las transfusiones. Las otras células presentes en la sangre, principalmente los
glébulos blancos, son estos paquetes leucocitarios, no empleados por lo general en las
transfusiones y que incluyen a las células dendriticas. Aunque todas las muestras tenian
la misma tendencia, la intensidad era variable, lo que se correspondia con la diferente
gravedad en la enfermedad de las personas. Los resultados vieron la luz en un articulo
a finales del 2021.

El SARS-CoV-2 no solo les ha dado esta publicacién. También les ha abierto nuevas
perspectivas. Antes de la pandemia, solo una persona del Laboratorio trabajaba en la
parte de los virus. Ahora estd implicada practicamente la mitad del grupo. Se trata de
una ampliacién en sus intereses que pretenden mantener.
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LOS SECRETOS LOS GUARDAN LAS PROTEINAS

Las proteinas controlan casi todo en un organismo: la mayor parte de los procesos
bioldgicos en las células los efectuan ellas. Lo Unico en lo que tienen algo menos que
ver es en el mantenimiento de la informacién hereditaria, almacenada en el ADN o el
ARN. Y ni con esas, pues el contenido de los genes se ejecuta mediante su traduccion
a proteinas en un proceso a su vez orquestado por estas moléculas, formadas por la
concatenacién de aminoacidos, entre otras funciones. Por ello, no es de extraiar que
el estudio de los cambios de las proteinas se imponga como algo fundamental en la
comprension de la infeccién por SARS-CoV-2. Sobre dicha base ha pivotado el equipo
de Protedmica del CNB liderado por Fernando Corrales, que, ademas de desarrollar
su trabajo mas rutinario de produccién y control de calidad de proteinas para otros
laboratorios, se implicé en varios proyectos desde los mas tempranos momentos de
la pandemia.

Una cuestién muy repetida en muchas investigaciones es qué ocurre en la célula cuan-
do el virus la infecta. Ya se ha mencionado que el nuevo coronavirus arrasa a su paso
porque entiende el idioma de las células y puede interaccionar con sus proteinas. A se-
mejante capacidad se suma que el virus secuestra los procesos celulares en su beneficio.
El resultado mas probable de todo ello es que las proteinas de las células infectadas se
encuentren totalmente alteradas. ;Como averiguarlo? Mediante la comparacion de una
célula sana con una colonizada por SARS-CoV-2.

A partir de esta simplificada concepcién, el grupo de Protedmica, junto con los labora-
torios expertos en los virus de la hepatitis By C, liderados por Urtzi Garaigorta y Pablo
Gastaminza, respectivamente, plantearon un proyecto. Partieron de células de pulmén
humano sanas e infectadas por SARS-CoV-2. Las segundas las analizaron en diferentes
momentos temporales desde que fueron enfrentadas al virus, estoesalas 3, 6,9y 16
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horas. Estudiaron todas sus proteinas —unas 6000— para dar con aquellas que cambia-
ban en cada uno de esos tiempos y respecto a las células libres de patégeno.

De especial relevancia aqui es conocer qué ocurre en los primeros momentos de la
actividad viral. Cualquier paso dado por el coronavirus en los inicios de la invasién
celular sera necesario para la continuacién de su cometido. Por tanto, si se identifica
bien qué ocurre se podria tratar de interferir y evitar que la infeccién vaya a mas, con-
virtiéndose en una posible aproximacién terapéutica para el disefio de, por ejemplo,
un antiviral.

La coaliciéon de cientificos ya ha logrado describir la respuesta celular en la infeccion
a partir del mapa de proteinas elaborado. El resultado ha consistido en perfiles dife-
renciales de estas moléculas que sirven para establecer una interpretacion biolégica
funcional. Es decir, gracias a ellos se puede conocer qué funciones bioldgicas se al-
teran en una célula infectada por SARS-CoV-2 y hacerlo de acuerdo con el avance de
la infeccion.

Con toda la informacién recopilada sobre la biologia celular, el equipo pudo aprehender
y describir los mecanismos de la infeccién, pero también se le ocurrié otra utilidad para
los datos. El virus cambia muchas proteinas, ;podrian detectarlas en muestras de sangre
y que sirvan asi de marcador para clasificar pacientes en funcién de su posible gravedad?

La idea viene ligada a un estudio previo, en el cual también participé el grupo de Proted-
mica. El analisis de la sangre de individuos leves, graves o que fallecieron por la covid,
los llevd a identificar una serie de proteinas que variaban y lo hacian en mayor medida
seglin aumentaba la severidad de los pacientes. La diferencia de este estudio respecto a
la nueva idea reside en que desconocian de dénde procedian esas proteinasy, por tanto,
qué funcién bioldgica habia sido alterada.
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El planteamiento actual supone enriquecer dicha aproximacion con la informacion su-
mamente especifica y detallada de los cambios proteicos a nivel celular. Analisis compu-
tacionales han permitido llevar a cabo una prediccién mas o menos aproximada de las
proteinas alteradas en las células que podrian ser detectadas en los pacientes. Con esa
guia, el consorcio va a volver a las muestras para ver si puede encontrarlas.

Las proteinas no solo narran lo ocurrido dentro de las células. En la superficie celular se
desarrollan una serie de actividades donde estas innegables protagonistas desempefan
otros papeles. Cuando un patégeno infecta una célula, otras del sistema inmunitario,
como los macroéfagos, se la «comen» —la fagocitan—, la rompen y muestran sobre ellas
trozos del invasor responsable como parte de la defensa inmunitaria. Estas serian las
células presentadoras de antigenos mencionadas en apartados anteriores.

A dichas células les interesa mostrar aquellos fragmentos que vayan a generar una res-
puesta inmunitaria lo mas potente posible contra ellos. Por ello, identificar las piezas ele-
gidas por las células presentadoras de antigenos tiene multitud de utilidades, desde guiar
los segmentos del virus a incluir en una vacuna hasta saber hacia dénde van a ir dirigidos
los anticuerpos, tanto de nuestro cuerpo como aquellos generados a modo de terapia.

El equipo de Protedmica cuenta con la tecnologia para conocer cuales son los frag-
mentos presentados, las secciones de proteinas del virus conocidas como péptidos que
pone en su superficie. Este campo de estudio recibe el nombre de inmunopeptidémica
y en ello trabaja el Servicio junto con el grupo del CNB de Hugh Reyburn, el cual estu-
dia el funcionamiento basico del sistema inmunitario y lo aplica a la respuesta frente a
cancer y virus. El laboratorio de Reyburn se encarga de expresar de una en una algunas
de las principales proteinas del SARS-CoV-2, como S o E, en células que luego presentan
los trozos de la proteina en su superficie. El Servicio de Proteémica caracteriza luego los
fragmentos presentados.
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La protedmica es un area de estudio que sirve para todo lo descrito y mucho mas. Otra
iniciativa asumida por el equipo del CNB ha sido la produccion de péptidos sintéticos
para programar linfocitos T, de tal manera que respondan contra el virus y asi potenciar
la respuesta inmunitaria. Esta colaboracién se ha llevado a cabo con el equipo de Inmu-
nologia Viral dirigido por Margarita del Val en el CBM.

De nuevo, aqui resulta clave saber cuales son las zonas de las proteinas que mejor des-
piertan al sistema inmunitario. Con este objetivo en mente, se sintetizaron 71 péptidos
cuya actividad habian predicho de forma tedérica computacionalmente. El grupo guiado
por del Val lo esta probando de forma experimental en células T de pacientes con dis-
tintos grados de afeccion.
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La apariciéon de las vacunas contra la covid cambié el curso de la pandemia. Con una
poblacién inmunizada, los casos fueron controlados, con el consiguiente alivio en los
centros médicos, y se evitaron cantidad de fallecimientos. Gracias a ellas, ya se pudo
empezar a pensar en dejar atras las medidas de contingencia, especialmente el confina-
miento que tanto difumind nuestras vidas aquel 2020. Las mascarillas nos han seguido
acompanando mucho mas tiempo.

En enero de ese afno, con el mundo ajeno a los acontecimientos venideros, dos grupos
del CNB empezaban a desarrollar sus candidatos vacunales. Representan las primeras
investigaciones puestas en marcha en el centro sobre el nuevo virus, iniciadas en cuanto
se conocio la secuencia genética del SARS-CoV-2. A ambos proyectos se sumaron mas
tarde otros dos prototipos. Cada grupo ha vivido un camino muy diferente con obstacu-
los propios y compartidos que han llevado a tres investigaciones aiin en marcha y otra
parada en su momento.

UNA VACUNA DE SEGUNDA GENERACION

Entre las multiples lineas de trabajo sobre SARS-CoV-2 del Laboratorio de Coronavirus,
tal vez la mas relevante, incluso a nivel de centro, es la iniciativa conjunta para el desa-
rrollo de una vacuna capaz de evitar la infeccién. Los sueros ya autorizados consiguen
mermar las fuerzas del virus cuando entra en nuestro organismo, pero este sigue in-
fectando las personas, lo que supone su salto de una a otra mientras muta en su viaje.
De ahi las multiples variantes que nos han ido acompanando hasta ahora. El candidato
vacunal del grupo de Luis Enjuanes e Isabel Sola persigue el objetivo de ejercer de muro
de contencion que impida la entrada del nuevo coronavirus a nuestro organismo, es
decir, una vacuna esterilizante.
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Al igual que en el estudio de la accion del virus en la célula, el primer paso hacia la con-
secucion de esta vacuna es ensamblar el ARN de base, un virus sintético, en el labora-
torio. Asi que cuando el grupo encargé el molde para la fabricacion del virus sintético,
pidid otros especiales para el proyecto de la vacuna. A esos les faltaban varios genes.
Ese quita y pon de informacidon genética es precisamente con lo que juega el equipo
para crear su candidato a vacuna. Buscan asi dar con las teclas para generar un virus sin
capacidad de infectar ni de propagarse, pero si de replicarse a si mismo para aumentar
la potencia de inmunizacion. Lo que se conoce como un replicén.

Un virus atenuado es una vacuna en potencia. Pero si un laboratorio hace un nimero
determinado de experimentos para modificar un virus y volverlo inofensivo, el microor-
ganismo hace otros miles de cambios en el proceso de copiar su genoma, que es donde
se producen las mutaciones, y alguno podria revertir la modificacion artificial. Por ello,
este grupo elimina genes del SARS-CoV-2 que lo convierten también en deficiente en
propagacion. Si un virus no se puede propagar ni siquiera a la célula vecina, no se puede
diseminar y si no se puede diseminar, ya no es un virus. Al no tener la oportunidad de
extenderse se convierte en una vacuna mucho mas segura.

Las caracteristicas del candidato en desarrollo lo convierten en un prototipo vacunal de se-
gunda generacion, un salto cualitativo respecto a las inyecciones de ARN actuales. El grupo
es consciente de que habiendo ya vacunas eficaces contra la covid, la suya no supone una
necesidad inminente. Pero, al igual que la pandemia impulsé las vacunas de ARN, podria
ahora aparecer una nueva forma de disefiar sueros mucho mas eficaces en comparacion
con todo lo desarrollado hasta el momento. En la actualidad no existe ninguna vacuna en el
mercado con la tecnologia del replicon de ARN en desarrollo por este laboratorio.

Manteniendo la estrategia llevada a cabo para los virus SARS-CoV-1 y MERS-CoV, para
los cuales ha trabajado en sendos candidatos vacunales, el Laboratorio de Coronavirus
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del CNB ha disenado un candidato tipo VLP, correspondiente con las siglas en inglés
virus-like particles. Como la traduccion del término indica, se trata de particulas similares
al virus real a las que se les han eliminado aquellos genes que hacen al virus patogénico
y que permiten su diseminacién. Lo bueno de parecerse tanto al virus original es, que
mantienen los genes que codifican varias proteinas reconocibles por el sistema inmuni-
tario. Estas pueden ser, ademas de la proteina S, que es la que suelen incluir las vacunas
para coronavirus, la nucleoproteina o la proteina E de la envuelta. Ello potencialmente
induce una respuesta protectora mas amplia y robusta.

El replicon ha sido evaluado en ratones y funciona como vacuna proporcionando una
proteccion total frente al SARS-CoV-2. Esta parte se engloba dentro de la etapa pre-
clinica, necesaria antes de dar el salto a los ensayos clinicos en personas. Sin embargo,
un solo modelo animal no vale para obtener el visto bueno de las agencias reguladoras.
La idea del grupo es probarla primero en ratones, después en hamsteres y finalmente
en macacos. Para los primeros no hay problema porque en las instalaciones del CISA
pueden trabajar con estos animales y, de hecho, ya han hecho alguna prueba prelimi-
nar con ellos. Los ensayos en macacos entrafan cierta complejidad. En Espafa no hay
centros autorizados para investigar con estos animales ni los integrantes del laboratorio
del CNB poseen las autorizaciones pertinentes para ello. La colaboracién con un centro
extranjero sera, por tanto, imprescindible para superar esta etapa.

La estrategia de las VLP se ha desarrollado en paralelo con otra completamente novedo-
sa para el grupo que supone dar también con un diseno lo mas sintético posible. Dada
la complejidad y dificultad de sintesis de algunos medicamentos, vacunas o similares, en
vez de producirse quimicamente, los producen células que hacen de factorias. Son los
farmacos bioldgicos. El candidato vacunal del grupo entra dentro de esta clasificacién:
las células generan el replicon como harian con el virus real si las infectara. Pero las
agencias reguladoras ven con mejores ojos que la sintesis de las moléculas sea lo mas
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controlada posible, sin la intervencion de agentes bioldgicos. Asi se han llevado a cabo
precisamente las vacunas de Pfizer/BioNTech o Moderna. Estas compafiias, de hecho,
han introducido por primera vez en el mercado las vacunas sintéticas fabricadas con
una molécula de ARN envuelta en una nanoparticula que lo protege. Son las vacunas
guimicamente definidas.

El problema es que el ARN del candidato del CNB es mucho mas largo que el ARN que
incluyen los otros dos sueros. Si Moderna o Pfizer/BioNTech han fabricado una vacuna
con unas 4.000 letras o nucledtidos, el replicon del CNB cuenta con mas de 20000. Ello
complica mucho su produccién en un tubo de ensayo, asi como el escalado a niveles in-
dustriales. Parte del trabajo de este proyecto consiste en acortar el replicén eliminando
genes, pero sin afectar a su capacidad protectora.

Para ambas formas de produccién el grupo esta probando dos estrategias de adminis-
tracion de la vacuna. La inyeccion intramuscular, por un lado, es el estilo clasico con el
que funcionan todas las vacunas covid en el mercado y la mayoria de las vacunas en
general. Por otro, este laboratorio trabaja en la administracion intranasal, clave para
lograr la inmunidad esterilizante. La inmunidad sistémica, que es la que se nos viene a la
cabeza cuando hablamos de inmunidad y que se distribuye por el sistema circulatorio,
se induce de forma distinta a la inmunidad en las mucosas. Una buena proteccién solo
se logrard actuando en ambas. Asi que, para establecer una barrera inmunitaria en el
sistema respiratorio, una estrategia es la inmunizacién intranasal, es decir, administrar la
vacuna a través de la nariz para que llegue a los tejidos de este sistema.

Tras los ensayos en el laboratorio, toca la parte mas complicada de escalar el prototipo
a un producto industrial. Ello requiere de una serie de condiciones mas allad de un buen
rendimiento, como no usar antibiéticos en el proceso, un recurso empleado en los ex-
perimentos, para evitar resistencias a estos farmacos. El mayor desafio lo protagoniza el
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diseno quimicamente definido de la vacuna porque implica mas obstaculos tecnolégi-
cos, como puede ser dar con la nanoparticula que envuelva al replicén, lo proteja de la
degradaciény le facilite la entrada en las células. En definitiva, se trata de toda una serie
de condiciones y pasos que solamente pueden realizar companias especializadas, con
las cuales el CSIC ya entablé conversaciones durante la escritura de este libro.2®

LA FAMILIA DEL VIRUS DE LA VIRUELA COMO PROTAGONISTA

Radicalmente diferente es la aproximacién del Laboratorio de Poxvirus y Vacunas. El
grupo, dirigido por Mariano Esteban, trabaja con una plataforma de generacion de can-
didatos vacunales basada en el Virus Vaccinia Modificado de Ankara (MVA). Se trata
de un virus atenuado de la misma familia que el de la letal viruela, la de los poxvirus.
El MVA es un microorganismo muy maleable, cuyo genoma se puede modificar de una
forma relativamente facil y asi insertar genes de interés procedentes de otros pato-
genos. Para generar la vacuna contra la covid, al equipo le interesé incluir el gen del
SARS-CoV-2 con las instrucciones para fabricar la proteina S. La légica detras de ello es
que, debido a la inyeccion, nuestro organismo sintetice la proteina de la espicula pues,
como ya se ha visto, se trata de la parte del virus con mayor capacidad para desenca-
denar la respuesta inmunitaria.

El grupo tiene muy instaurada la plataforma, pues ya llevaban tres décadas trabajando
en candidatos vacunales frente a diferentes enfermedades infecciosas humanas. Justo
antes de la pandemia, se ocupaban de vacunas para las infecciones causadas por va-

26 Semejante forma de proceder es extrapolable al resto de productos en desarrollo frente a la pandemia explicados
en este libro.
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rios virus emergentes, como los virus chikungufa, zika y Ebola, siendo la enfermedad
causada por este Ultimo especialmente grave. El equipo también trabajaba en otros
prototipos frente a los virus de la hepatitis C y de la inmunodeficiencia humana (VIH).
De hecho, algunos de sus candidatos vacunales para el VIH han llegado a ensayos en
humanos mostrandose seguros y con capacidad para activar la respuesta inmunitaria.

El trabajo en patogenos emergentes llevaba al grupo a mantenerse ojo avizor ante la
aparicién de un nuevo microorganismo con potencial para generar un evento similar al
vivido. Asi que la alerta ante los casos de neumonia en China no les pillé por sorpresa,
desde el punto de vista cientifico. Al dia siguiente de conocerse la secuencia del genoma
del virus vy, por tanto, del patégeno en cuestién, Mariano Esteban junto con el investi-
gador senior Juan Garcia Arriaza decidieron embarcarse en la aventura de generar un
candidato vacunal frente al SARS-CoV-2. Garcia Arriaza aparco las otras investigaciones
en desarrollo y se dedicé en su totalidad al nuevo y desafiante proyecto.

El proceso es relativamente facil y rapido, aunque requiere de muchas horas de labora-
torio. Después de elegir a la proteina S como el antigeno que hiciera despertar al siste-
ma inmunitario, habia que insertar el gen que la codifica dentro del MVA. Ello se hace
gracias a un plasmido, que no es mas que un circulo de ADN portador de la informacion,
cuya sintesis se encargd a una empresa externa. Ese plasmido contenedor del gen de la
espicula serviria luego a muchos otros grupos del CNB, y de otros centros de investiga-
cién, especialmente a aquellos que sintetizaban proteinas del SARS-CoV-2.

En la segunda quincena de febrero recibieron el pedido. Ahi fue cuando dio inicio la fa-
bricacién del candidato vacunal. Un resumen simplificado del proceso es que se infecta-
ron células con el virus MVA a la vez que se les afadié el plasmido. Con ello se persigue
incrustar el gen de la proteina S en el genoma del MVA por un proceso de recombina-
cién en el interior de las células. De esta manera, y tras mucho esfuerzo, se pudo conse-
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guir a principios de abril del 2020 el resultado:
un virus MVA que expresa la proteina S del
SARS-CoV-2. Por esa época visito el labo-
ratorio el entonces ministro de Ciencia e
Innovacién, Pedro Duque, lo que pro-
voco el interés ministerial y mediatico
en el candidato generado. Al trabajo
diario de bata y pipeta hubo entonces
que afadirle las reuniones semanales
con el CSICy el Ministerio, y las llama-
das de la prensa.

Con este material de partida, tocé el tur-
no de pasar a los ensayos en animales para
demostrar si el candidato vacunal activaba el
sistema inmunitario y protegia frente a la infec-
cioén por el coronavirus. La potencial vacuna resulté
capaz de producir anticuerpos y activar los linfocitos T

en ratones. Tras los buenos resultados, los investigadores pasaron a medir la capacidad
de proteccién. Nuevamente los datos fueron prometedores. Con dos dosis, el 100% de
los roedores infectados por SARS-CoV-2 ni fallecia ni perdia peso, un signo tipico de
la infeccion. Aqui contaron con la ayuda del Laboratorio de Coronavirus del CNB que
disponia de muestras del virus aisladas del madrilefio Hospital Universitario 12 de Oc-
tubre, las cuales emplearon para las infecciones.

Por implicar el uso de SARS-CoV-2 y ratones, esta segunda parte hubo que llevarla a

cabo en las instalaciones de seguridad bioldgica de nivel 3 del CISA, requiriendo todo un
proceso de montaje de una zona habilitada y de formacién del personal para desarrollar
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el trabajo en un laboratorio con esas caracteristicas. Es decir, el grupo empezé de cero
a abordar la nueva etapa. El ritmo del proyecto pegé, por ello, un frenazo y redujo mar-
chas. Si bien el primer candidato vacunal lo consiguieron en abril del 2020, hasta finales
de verano no empezaron los ensayos de eficacia en animales y los primeros resultados
llegaron en otono de ese mismo ano. De ratones pasaron a hamsteres y de ahi a maca-
cos. Los experimentos con los simios también tardaron por la alta demanda mundial de
las instalaciones requeridas para ello.

Mientras tanto, el grupo mejoré el candidato inicial trabajando en una versién optimi-
zada de la proteina S respecto a la empleada al inicio. Este suero pasé también por el
escrutinio de los modelos animales de hamster y ratén, y demostré mejores resultados
qgue el anterior, confirmando las expectativas del grupo: con una sola dosis protegia al
100 % de los animales. Quedd, por ello, como el elegido para continuar el proceso y tra-
tar de llegar a las pruebas en personas.

Durante los ensayos en modelos animales, los investigadores ya habian mantenido con-
versaciones con empresas nacionales y extranjeras para la produccién de los viales de
vacuna necesarios para los ensayos clinicos. La farmacéutica espanola Biofabri fue la
encargada del trabajo, no sin antes tener lugar toda una serie de preparativos para ello,
como asegurar la produccion con unos estandares de calidad aptos para su eventual co-
mercializacion. Estos costaron y llevaron su tiempo para el candidato de vacuna original,
pero, cuando hubo que ponerlos al servicio de la opcién optimizada, ya se encontraban
completamente engranados.

Con todo este recorrido, quedaron a las puertas de probar su nueva apuesta en personas.
La Agencia Europea del Medicamento habia avalado la experimentacién y el desarrollo
industrial llevado a cabo. Sin embargo, la velocidad de aparicién de nuevas variantes
junto con una situacién epidemiolégica mucho mas favorable, imposibilitaron finalmente
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realizar un ensayo clinico en Espana. Este iba a llevarse a cabo en el verano del 2021. Asi
que el CSIC optd por retirar el dosier de evaluacion a finales de ese mismo afio.

El grupo se vio obligado a repensar la estrategia a la par que continué mejorando la se-
gunda version de la vacuna para lograr una mayor inmunidad, ademas de la busqueda
de proteccidn frente a las nuevas variantes aparecidas. Una de las opciones barajadas
era la administraciéon de su prototipo como dosis de refuerzo. Ello supondria un ensa-
yo que demuestre la mayor eficacia frente a las inyecciones empleadas para tal fin en
la actualidad.

La paciencia y tesén del Laboratorio de Poxvirus y Vacunas se ha visto, finalmente, re-
compensada. Fruto del buen comportamiento de la vacuna en los ensayos en animales,
el CSIC ha logrado un acuerdo con la OMS y la Organizaciéon de las Naciones Unidas
(ONU) para el desarrollo de la vacuna en paises en vias de desarrollo, con poco acceso
a los sueros actuales.?” La licencia ha sido firmada con la organizacion de salud publica
Medicines Patent Pool (MPP)® que facilitard el avance a ensayos clinicos vy la llegada
de la tecnologia a los paises mas necesitados. La firma se enmarca en la iniciativa CO-
VID-19 Technology Access Pool (C-TAP), creada por la OMS en mayo de 2020 para
facilitar el acceso a todos los paises de los productos relacionados con el nuevo coro-
navirus. Esta vacuna representa el segundo producto del CSIC puesto a disposicion de
la C-TAP junto con un test para la deteccién de la covid.?® Ambos han sido desarrolla-
dos en el CNB.

27 Aunque la elaboracion del libro acabo en febrero de 2023, esta noticia llegé justo a tiempo de su inclusiéon
en la edicion.

28 La Medicines Patent Pool (MPP) es una organizacion respaldada por la ONU y bajo la supervision de la OMS que
trabaja para aumentar el acceso y facilitar el desarrollo de medicamentos a paises en vias de desarrollo.

29 En el capitulo «Un test para la OMS», incluido en el bloque 4, se amplia la informacién sobre el desarrollo del test
de diagndstico.
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PROTEINAS QUE BAILAN EN PAREJA

Como muchas historias en el mundo de la ciencia, este proyecto empezé con otro obje-
tivo. El Laboratorio de Biologia Molecular de Birnavirus del CNB es uno de los muchos
del centro que sabe producir proteinas. Hacia ello se dirigieron sus integrantes con la
intencidn de desarrollar un test para la detecciéon de la covid. Pero el camino se bifurcé
y aparecié en el horizonte la posibilidad de producir un candidato a vacuna.

La escasez de sistemas de diagndstico al inicio de la pandemia, sumado a la existencia
de personas asintomaticas, convertia en una empresa complicada conocer el porcentaje
real de la poblacién infectada o que ya hubiera contraido la covid. Ello, sin embargo,
resultaba crucial para manejar de forma efectiva la situacién.

Con tal perspectiva, este grupo de investigacion, dirigido por José Francisco Rodriguez,
se puso en marcha para generar una prueba que reconociera a las personas infectadas
segun los anticuerpos —o inmunoglobulinas— presentes en su sangre.®® Al igual que
nuestro cuerpo produce anticuerpos dirigidos contra el SARS-CoV-2, especialmente
hacia la proteina S, para pararle los pies, estos mismos anticuerpos pueden reconocer
a esta misma proteina en otro contexto. Tal contexto seria un test serolégico. Asi que
el Laboratorio empezé a generar proteinas basadas en la espicula del coronavirus para
pescar a las inmunoglobulinas presentes en nuestro torrente sanguineo.

El equipo nunca habia trabajado con coronavirus —el grupo investiga sobre un vi-
rus que fundamentalmente infecta a pollos, llamado virus de la bursitis infecciosa o
IBDV—, pero contaba con la tecnologia y experiencia necesarias para la expresion

30 En el capitulo «Un test para la OMSy, incluido en el bloque 4, se amplia la informacién sobre el desarrollo del test
de diagndstico.
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de proteinas que podrian resultar utiles ahora. Para ello, se sirven de otros virus am-
pliamente empleados con este fin, los baculovirus, que pueden ser modificados para
producir las proteinas de interés.

El Laboratorio contactd con Florian Krammer, de la Escuela de Medicina Icahn del Hos-
pital Monte Sinai de Nueva York (EE.UU.). El laboratorio de Krammer habia disefiado un
sistema de diagndstico similar a la idea que barajaba el grupo de Rodriguez y les facilito
los vectores que habia empleado para ello. Esos vectores eran plasmidos a los que ha-
bian incorporado el gen que contiene las instrucciones para generar la proteina que les
interesaba a los cientificos del CNB: el dominio RBD.

La proteina S es altamente inmunogénica —es capaz de inducir una respuesta inmunita-
ria frente a si misma— siendo justo la parte que se une a las células, el RBD, el objetivo
de muchos de nuestros anticuerpos. Por ello tiene sentido que, para detectar a estos
defensores del sistema inmunitario en un test serolégico, se emplee de objetivo su dia-
na en una infeccioén real.

Gracias a los vectores prestados, el Laboratorio de Biologia Molecular de Birnavirus
incrusto el gen con las instrucciones para la sintesis del dominio RBD en el genoma de
los baculovirus. Ya con el virus modificado, el siguiente paso supuso infectar células que
leerian el genoma del virus y expresarian asi sus proteinas, incluida aquella del gen ana-
dido, al igual que harian en una infecciéon normal.

El préstamo resulté una soluciéon a un problema de rapidez, no tecnolégico. Como el
laboratorio de Monte Sinai ya tenia los plasmidos listos se acortaban los tiempos en
esa época de urgencia, pero el grupo del CNB generd luego los suyos propios. Entre
estos ultimos habia uno que expresaba en mayor proporcion la proteina RBD con ca-
racteristicas diferentes al resto. Ademas de generarlas sueltas, de forma individual, una
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gran proporciéon aparecian como dos proteinas idénticas unidas en lo que se conoce
como un dimero. Un dimero es una version mas pesada que una proteina individual y
la literatura sobre el tema recoge que las aquellas con mayor peso molecular podrian
inmunizar mejor. La vacuna candidata de Hipra, de hecho, ha sido disenada con dimeros
de la estructura del receptor RBD de la espicula del SARS-CoV-2. Por ello, Rodriguez y
su grupo decidieron investigarlo.

Establecieron una colaboracién con Esther Blanco, cuyo laboratorio estd enfocado al
disefo de nuevas estrategias de control de patdgenos en el CISA, para realizar los expe-
rimentos de inmunidad en ratones. Esta fase supuso inyectar las proteinas en animales
sanos y examinar como respondia su sistema inmunitario. Observaron que el nimero
de anticuerpos en aquellos inyectados con el dimero era diez veces mayor que en los
animales inmunizados con la proteina suelta o en forma monomérica. Ahi fue cuando
pensaron que, en vez de continuar con el proyecto del test, seria mas interesante em-
plear el dimero de RBD para el desarrollo de una vacuna.

El equipo de produccién del candidato vacunal ya habia ampliado antes sus integrantes
y dejado de implicar solo al Laboratorio de Biologia Molecular de Birnavirus. Cesar San-
tiago, quien integra la Unidad de Cristalografia de Rayos X, diseno un sistema para aislar
el RBD producido por las células, un paso para nada sencillo. El objetivo era lograr la
mayor cantidad posible de la proteina. Al proyecto se sumaban a su vez el grupo conjun-
to formado por el ya mencionado Fernando Almazan y por Dolores Rodriguez, quienes
también investigan sobre el IBDV.

El prototipo vacunal desarrollado con los dimeros superd con éxito la siguiente fase
en los ensayos en ratones: enfrentarse al SARS-CoV-2. Todos los animales vacunados
superaron la enfermedad gracias a la defensa inducida por la inmunizacién. Por ello, el
grupo de investigadores trabaja ahora en optimizar la produccién, en el sentido de ob-
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tener dimeros de RBD en mayor proporcion —aunque se generaran bastantes proteinas
pegadas también seguian apareciendo proteinas individuales— para asi mejorar la capa-
cidad inmunogénica de la proteina.

En paralelo, el equipo estad implementando la experimentacidon necesaria para que em-
presas del sector se interesen en llevar el producto a fases de ensayo que ya impliquen
personas. Aqui se incluyen estudios de escalado para poder eventualmente generar
grandes cantidades del candidato vacunal, pruebas con distintas dosis o el estudio del
adyuvante, que es practicamente la mayor parte del contenido de una vacuna.

La intencidn que persiguen con este prototipo es cubrir aspectos aun parcialmente re-
sueltos por los sueros actuales, como puede ser la resistencia a altas temperaturas.
En este sentido, estan estudiando la estabilidad de la molécula a distintas condiciones
térmicas. El grupo trabaja a su vez en un sistema de produccién que facilite la rapidez
de generacién de vacunas frente a nuevas variantes y auna esfuerzos para tratar de
abaratar el sistema de produccion.

ANDAMIOS PARA SOSTENER PROTEINAS

El virus de la bursitis infecciosa o IBDV, ya presentado de forma tangencial en las pagi-
nas anteriores, representa el papel protagonista en la presente historia. Cada especie
cuenta con sus propios virus, a no ser que se rompan las barreras ecolégicas y estos
salten de unas a otras dando lugar a, por ejemplo, una pandemia mundial. El IBDV afec-
ta principalmente a pollos, aunque puede infectar también a pavos, patos o avestruces.
Un pollo enfermo vera su sistema inmunitario debilitado y tal vez la muerte. Animales
inmunodeprimidos acabaran por resultar mas susceptibles a otras enfermedades lo que
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lleva no solo al empeoramiento de la salud de las aves, sino también al de la economia
de quienes comercian con ellas.

Mas alla de la parte negativa, el IBDV sirve de herramienta biotecnolégica. Una vacuna,
por ejemplo. Esta ha sido la antorcha que ha guiado al Laboratorio de Maquinas Macro-
moleculares Virales. El grupo, dirigido por José R. Castén, conoce la estructura tridimen-
sional del microorganismo mejor que la palma de su mano. Este laboratorio ha dado con
la posicion hasta del ultimo atomo, especialmente en la estructura de la capside, una
envuelta proteica con forma de icosaedro que recoge el genoma del virus. La curiosa
apariencia no se debe al azar. El icosaedro,?' una figura geométrica tridimensional —un
poliedro— de 20 caras formadas por tridngulos regulares, representa la organizacién
mas eficiente con la que cuentan los virus para ensamblar las proteinas de la capside.

El proyecto del grupo tenia un enfoque estructural: describir las proteinas M y S del
SARS-CoV-2 ayudandose para ello de la capside del virus del IBDV. La proteina M o de
membrana representa la Ultima integrante del cuarteto conformado por las proteinas
estructurales del virus, junto con las ya mencionadas espicula o S, nucleoproteina y
proteina E. Como su propio nombre indica, forma la membrana del coronavirus, donde
comparte espacio con Ey S, y es la mas abundante de las cuatro. La capside haria de
andamiaje sobre el que insertar dicha proteina y su companera.

Como el grupo conoce tan bien este agregado macromolecular, es capaz de comparar la
capside original con aquella modificada para incluir las proteinas del SARS-CoV-2 vy, de
esta forma, extraer la deseada informacién. La intuicién puede llevarnos a pensar que

31 Otra curiosidad sobre el icosaedro es que pertenece al selecto grupo de los poliedros platénicos, apodo en honor a
Platon, a quien se atribuye su descubrimiento alla por el siglo v a.C. El conjunto incluye a aquellos poliedros en los que
todas sus caras son poligonos regulares y de los que solo hay cinco representantes entre los que se encuentra el cubo.
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N =
/ﬁ

resultaria mas sencillo estudiar directamente las proteinas sueltas. En parte si y por eso
otros grupos lo hacen de esta manera, pero la forma de proceder del equipo cuenta con la
ventaja de que, al mantener las proteinas sujetas, resultan mas estables. Y si algo se queda
quieto, la fotografia saldra mas nitida. Ambas alternativas no dejan de ser, no obstante,
complementarias. La investigacion contaba también desde el inicio con una vertiente apli-
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cada para buscar la utilidad de las versiones quiméricas como vacuna. La idea no era des-
cabellada puesto que el grupo de Castén ya lo habia logrado para el virus de la gripe hu-
mana en una investigacién previa donde llegaron a proteger ratones frente a la infeccion.

La esencia de todas las inyecciones frente al SARS-CoV-2 supone incluir, de alguna
manera, la proteina de la espicula o parte de ella, especialmente el dominio RBD, para
despertar la respuesta inmunitaria. Este equipo queria emplear la proteina S junto con la
M, que también activa la proteccién, pero repetidas muchas veces sobre su tan estudia-
da capside de IBDV. Una especie de particula viral de imitacidon con los caracteristicos
pinchos a su alrededor. De ahi que el icosaedro modificado también se considera en la
categoria de VLP o particulas similares al virus como la vacuna del Laboratorio de Co-
ronavirus. El motivo para ello es que muchas copias de las proteinas en cada particula
intensifican la proteccién en comparacién con si solo aparece una vez o se encuentran
sueltas. Por eso los virus son, de hecho, tan inmunogénicos.

El procedimiento consistié, a grandes rasgos, en introducir los genes que codifican Sy
M32 en el genoma de la capside para que los expresaran en sus proteinas. Las quimeras
resultantes se introdujeron luego en un baculovirus, con el que se infecta a células de
la misma forma que se hace en el proyecto del candidato vacunal anterior. Las células
infectadas acabaran por generar las cdpsides en su interior por lo que habra que rom-
perlas para extraer el preciado tesoro.

En biologia dos mas dos no siempre son cuatro. Aunque se sigan a rajatabla los pasos de
un procedimiento a veces las cosas no salen como se espera, pues han podido mediar

32 Realmente no introdujeron el gen al completo, sino Unicamente la secuencia codificante correspondiente con la
parte mas inmunogénica de las proteinas S y M. El resultado es que solo se expresaban en la capside quimérica los
dominios de ambas proteinas con mayor efecto en la respuesta inmunitaria.
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otros factores no tenidos en cuenta. En este caso ocurrié que los ensamblados no resul-
taron todos icosaedros idénticos, sino que las proteinas se autoorganizaron en diferen-
tes y variadas conformaciones. Esto queria decir que ya no se podian hacer comparacio-
nes con la capsida original para resolver la estructura de las proteinas del SARS-CoV-2.
La parte positiva fue que, aunque diferentes entre si, se habian generado ensamblados.
Es decir, se trataba de material particulado, VLP, con sus numerosas proteinas Sy M
injertadas, por lo que seguia siendo interesante para las inmunizaciones.

Asi que testaron en ratones si estos generaban inmunoglobulinas ante la presencia de
las particulas sintetizadas, trabajo posible gracias a la colaboracién de otros laboratorios
del centro. De nuevo la suerte no acompané. El sistema inmunitario de los roedores no
leia las proteinas del SARS-CoV-2, sino que las propias proteinas del IBDV las enmasca-
raban, asi que las capsides quiméricas no generaron anticuerpos protectores frente a la
covid en los niveles de interés.

Esta experiencia es el pan de cada dia en la investigacion. En circunstancias normales, el
siguiente paso hubiera sido comprobar por qué no habia funcionado y ver qué se podia
hacer para remediarlo. Optimizar el proceso, en resumidas cuentas. Pero el proyecto
se habia planteado en respuesta a una situacién de todo menos normal. El objetivo era
dar con una vacuna lo antes posible, o con una mejor comprension de las proteinas del
SARS-CoV-2, y en el momento en el que obtuvieron los resultados ya habian salido al
mercado las primeras inyecciones. Ademas, continuar para encontrar la explicacién al
fallo implicaba tiempo, dinero y recursos personales que repartir con las otras investi-
gaciones del Laboratorio en marcha. Por ello, el equipo consideré como la opcidon mas
sensata plantarse en este punto.
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Si bien las esperanzas estaban puestas en las vacunas, la otra pata para mantener a
raya la infeccién por SARS-CoV-2, medidas de contencidén aparte, la constituian los tra-
tamientos. Esta carrera empezd también en los primeros momentos de la pandemia,
cuando ya se habia visto que las personas llegaban a caer muy enfermas, efecto a paliar
de alguna manera. Las principales herramientas para ello eran los antivirales y anti-
cuerpos terapéuticos. Los primeros representan farmacos que bloquean la infeccion del
virus al atacar directamente al patégeno o a los recursos que emplea en la célula para
multiplicarse. Los anticuerpos terapéuticos son una especie de ayudas externas a las
defensas producidas por nuestro sistema inmunitario, nuestros propios anticuerpos. De
esta forma, resultan capaces de impedir la entrada del virus en las células, asi como de
reconocer a las particulas virales y las células infectadas.

El CNB ha buscado dar con tratamientos de ambos tipos, a la par que ha encarado otras
aproximaciones que implican ingenieria genética o particulas nanométricas para calmar
al demasiado despierto sistema inmunitario durante la infeccién.

UNA PLATAFORMA PARA CRIBAR MILES DE COMPUESTOS

El mundo de los antivirales es algo bien conocido para los laboratorios dirigidos por
Pablo Gastaminza y Urtzi Garaigorta. El primer grupo ha buscado farmacos contra la he-
patitis C y actualmente trabaja en compuestos contra virus transmisibles por mosquitos
como la fiebre del Nilo. El grupo de Garaigorta, por su parte, trata de dar vida antiviral a
moléculas frente al virus de la hepatitis B.

No es de extranar que ya rondara por la cabeza de los investigadores ampliar el cribado
a otros virus e implementar una forma mas robusta de llevarlo a cabo. Pero para que
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eso sucediera, hacia falta un cierto empuje que tirara del carro. O la emergencia de una
pandemia que arrollara con todo.

La propuesta con la que partié el proyecto era ambiciosa a la par que concreta y rea-
lista dentro de sus posibilidades: establecer una plataforma de cribado de compues-
tos quimicos para analizar su capacidad antiviral frente al SARS-CoV-2. La filosofia del
proyecto consistia en probar en el laboratorio el efecto antiviral de moléculas inde-
pendientemente del uso para el que hubieran sido concebidas. Si alguna daba buenos
resultados, pasaria a las siguientes fases para cada vez afinar mas el conocimiento sobre
el compuesto en cuestién y su mecanismo de accion.

Por tanto, lo primero era hacerse con los quimicos. EIl CNB contactd con instituciones
de toda Espana para solicitar el envio de las colecciones. La gran acogida de la propues-
ta se tradujo en la recepcién de miles de compuestos. Mas de una treintena de institu-
ciones pusieron sus quimiotecas al servicio de la plataforma.

Pensando en la urgencia social, las primeras moléculas testadas fueron sobre todo
farmacos ya en el mercado empleados para otras patologias. La légica detras de
esto es que, ante un resultado positivo, podian administrarse casi inmediatamente
sin necesidad de pasar por el largo proceso que implica conseguir la autorizacion
de las agencias reguladoras. En esta fase se evaluaron aproximadamente 2.400 mo-
léculas que revelaron resultados para el tratamiento de la covid similares a los de
otros estudios.

El proyecto funciona ahora con compuestos no comercializados creados para diversas
aplicaciones, los cuales se anaden a células cultivadas en el laboratorio e infectadas con
el nuevo coronavirus. El personal cientifico saca luego fotos a los cultivos y «cuenta» la
tasa de infeccion para evaluar la capacidad de accién del virus en presencia del candida-
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to. En paralelo, se llevan a cabo estudios de toxicidad, asi como de los mecanismos de
accion de los compuestos.

Por las manos de las personas que sostienen la plataforma de cribado no estan pasando
solo las moléculas de interés para el proyecto. También se han ofrecido ensayos a otros
grupos del CNB para avanzar en proyectos conjuntamente. Por ejemplo, el Laboratorio
de Poxvirus y Vacunas ha testado la capacidad de sus candidatos vacunales para neutra-
lizar la entrada del virus en las células, mientras que otros equipos han medido la accién
de anticuerpos terapéuticos o de diversos antivirales en investigacion.

En cuanto a las colaboraciones con los quimicos externos al CNB, las sinergias van mas
alld del mero envio de moléculas. Una vez evaluada la actividad antiviral de estas, la
informacion retorna a ellos de manera que puedan optimizar los compuestos mas pro-
metedores para dar con mejores candidatos que volveran a ser testados. Se trata, por
tanto, de un trabajo de interaccidon constante entre ambas patas del proyecto.

Este perfecto engranaje de evaluacién y mejora de potenciales antivirales contra el
SARS-CoV-2 en el que se ha convertido la plataforma del CNB tuvo unos comienzos
un poco mas complicados. Cuando aun no habian llegado los compuestos ni los equi-
pos solicitados, Garaigorta y Gastaminza decidieron recurrir a lo que disponian mas a
mano. Las primeras moléculas evaluadas fueron aquellas presentes en sus laborato-
rios, que estaban relacionadas sobre todo con el virus de la hepatitis C. Literalmente
empezaron con lo que guardaban en las neveras. Tampoco contaron desde un prin-
cipio con el virus del SARS-CoV-2, sino que los primeros experimentos los hicieron
con un coronavirus de catarro comun, el coronavirus humano 229E, que tenian de
investigaciones anteriores y el aparato con el que median la cantidad de infeccién lo
tomaron prestado de otro laboratorio del CNB. Ya en julio del 2020 llegaron nuevos
equipos y pudieron coger ritmo. Una vez que contaron con el SARS-CoV-2, volvie-
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ron a cribar con el virus las nuevas colecciones de compuestos que iban recibiendo
continuamente.

Hasta la fecha se han testado unas 10000 moléculas distintas que, en funcién de su
actividad y naturaleza, se agrupan en familias. Cada una de ellas se somete luego a
escrutinios en funcién de su actividad lo que conlleva cientos de experimentos. Del
total de compuestos han salido varios finalistas para su evaluacion en ratones. Esta
parte de la cadena se estéa llevando a cabo por el equipo de Zoonosis Virales del INIA
en los laboratorios del CISA. Los resultados de los primeros ensayos aun tardaran en
llegar. Hacen falta varias pruebas con diferentes niveles de concentracién o diferentes
momentos en la administraciéon del farmaco para alcanzar unas conclusiones robustas.
Aqui los quimicos tienen de nuevo un papel relevante. Al igual que en los casos de los
cultivos celulares, los datos obtenidos en ratones vuelven a sus laboratorios para opti-
mizar los compuestos.

La busqueda de antivirales implica un desarrollo posterior que supone entender los
mecanismos de accion, identificar con qué factores del virus interacciona el medica-
mento. Porque el cribado precisamente criba, hace un barrido de grano gordo, pero
desconoce como actuan aquellos que funcionan. La filosofia de trabajo en este punto
es que, si un medicamento interacciona con una proteina X del virus, si se cambia dicha
proteina dejara de interaccionary, por tanto, ese debera representar el mecanismo de
accion del farmaco.

La realidad, sin embargo, es que los mecanismos farmacolégicos no resultan tan sen-
cillos ya que pueden depender de multiples elementos, asi que la tarea se complica un
poco mas en la practica. Para el desarrollo de esta parte se establecié una colabora-
ciéon con el Laboratorio de Coronavirus del CNB ya que con su sistema de ingenieria
genética pueden modificar el virus a la carta. Otro equipo con el que han trabajado ha
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sido con la Unidad de Protedmica, encargada de caracterizar las vias celulares con las
gue interactuan algunos farmacos basandose para ello en el estudio de las proteinas
de la célula.

El desarrollo de la orquestada actividad entre las personas integrantes de la plataforma
ha llevado a poner en marcha, dentro de esta, decenas de proyectos paralelos. Entre los
hitos intermedios alcanzados se encuentran, por el lado mas académico, compuestos
con capacidad antiviral totalmente inéditos los cuales han patentado y estan investigan-
do para describir su funcionamiento.

En el otro extremo se sitian dos familias de compuestos ya muy avanzadas en su
caracterizaciéon. Y muy interesantes. Una de ellas parece especifica para coronavi-
rus, asi que en principio no tiene actividad frente a otros virus, lo cual indica que su
mecanismo de accién es muy selectivo. Precisamente, los compuestos que ya han
probado en ratones pertenecen a este grupo. Lo que si sabe el equipo, segun las ca-
racteristicas de dicha familia quimica, es que son moléculas muy potentes, muy poco
téxicas y muy interesantes. Por lo tanto, sus favoritas. También se ha presentado una
patente para proteger la propiedad intelectual de las moléculas, que han ofrecido a
las farmacéuticas.

La plataforma de cribado probablemente no acabara con el fin de la pandemia. Tanto la
infraestructura material como el tejido de personas y conocimiento se quiere aprove-
char para la busqueda de antivirales frente al potencial desafio de otros virus como los
transmitidos por mosquitos. Otra idea mas consolidada y ya en marcha es la prueba de
los compuestos de la quimioteca como antibiéticos frente a bacterias resistentes a los
farmacos. Las superbacterias representan otro quebradero de cabeza sanitario a nivel
mundial y varios equipos del CNB aprovecharan para probar la eficacia de los compues-
tos en bacterias resistentes sobre las que investigan.
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LA VIRULENTA PROTEINA E DEL VIRUS COMO OBJETIVO

El Laboratorio de Coronavirus habia descubierto ya para el SARS-CoV-1y para el MERS-
CoV la existencia de unas piezas al final de la proteina de su envuelta o proteina E que
constituyen el mencionado dominio PBM. Este se puede unir a muchas de las proteinas
celulares y explica parte de la virulencia de ambos virus. El grupo observé que el SARS-
CoV-2 funcionaba de forma similar, asi que se planted el bloqueo de esta unién como
una estrategia para dar con antivirales.

En la célula hay mas de 400 proteinas con las que potencialmente pueden interac-
tuar estos coronavirus por los explicados enlaces PBM-PDZ. El grupo descubrié que
la proteina celular sintenina, la cual estd muy relacionada con la metastasis y la in-
vasion de tumores, entre otros procesos, es una con la que si ocurre la unién. Dicha
interaccién explica muchos sintomas de la infeccidn, especialmente la activacién de
la inflamacién ya que media en la produccidn de citoquinas, vy, sin ella, se pierde la
virulencia.

El objetivo del trabajo del laboratorio de Luis Enjuanes e Isabel Sola es entender bien
como funciona el acoplamiento entre las dos proteinas —proteina E y sintenina— para
luego buscar tratamientos que inhiban esa unién, algo que han ampliado ahora al SARS-
CoV-2. Lo han hecho desde una aproximacion computacional gracias a la Unidad de
Informatica Cientifica del CNB, con José Ramén Valverde al mando.

El primer paso consistid en hacer modelos de interaccion. ;El PBM de la proteina E ya
desencadena por si mismo la activacién de la sintenina o necesita de algo mas? Los
resultados confirmaron que este motivo valia por si solo para desencadenar la fatal
respuesta inflamatoria. Estos primeros modelos sugerian, ademas, que posiblemente la
forma en que ambos interaccionaban era muy rapida.
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Pero como los modelos por ordenador no dejan de ser predicciones, la hipotesis fue
puesta a prueba en experimentos con SARS-CoV-2. Unos virus se obtuvieron de
muestras de pacientes y otros fueron coronavirus artificiales sintetizados con dife-
rentes mutaciones en la proteina E para ver cobmo afectaban a la interaccién. Los
mutantes resultaban de utilidad a la hora de identificar qué modificaciones daban
lugar a una infeccién menos grave y cuales lograban una mejor unién respecto al
virus original. El objetivo que perseguian con ello era generar farmacos en forma de
péptidos, secuencias muy cortas de aminoacidos de facil disefio y sintesis que pue-
den interactuar con los receptores de la célula. Los péptidos se unirian a la sintenina,
bloqueandola para que el SARS-CoV-2 no pudiera engancharse y activar a las células.
Con este fin, probaron una gran cantidad de mutaciones para asegurarse de que los
cambios en los mutantes llevaban a una unién mejor que la del virus danino, pero sin
su efecto perjudicial.

Sin embargo, semejante estrategia no era del todo eficiente en la emergencia de la pan-
demia. Disenar un péptido, fabricarlo y hacer los ensayos puede llevar mucho tiempo y
el nuevo coronavirus se nos habia echado encima. Hacia falta una solucién mas rapida.
Asi que el equipo probé con farmacos ya en el mercado con el fin de evitar las pruebas
de toxicidad y demas burocracia, requeridas para el visto bueno de las agencias regu-
ladoras. Gracias a esta aproximacion se han rescatado un par de fairmacos que podrian
ser buenos para tratar la covid. El siguiente paso sera probarlos experimentalmente en
el laboratorio para ver si funcionan.

En paralelo, el Laboratorio de Coronavirus estd pendiente de evaluar el efecto antiviral
frente al SARS-CoV-2 de otro farmaco experimental que se dirige a la sintenina y en-
sayado en ratones para tratar la metastasis. El compuesto ha sido ideado por un labo-
ratorio del Centro de Investigacion en Cancer de Marsella, en Francia, experto en los
dominios PDZ de la sintenina y su relacién con el cancer y la metastasis.
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Pero la sintenina no es el Unico punto en torno a la proteina E del SARS-CoV-2 sobre el
gue se puede actuar para inhibir la virulencia. La también alterada proteina CFTR emergia
como otro objetivo claro para el grupo. La fibrosis quistica, que igualmente produce pro-
blemas pulmonares, se trata con farmacos para restablecer los niveles de CFTR. Por ello,
el equipo probd dos de los medicamentos empleados en estos pacientes para tal fin, que
se administran como terapia combinada. Eligieron aquellos con mejores resultados y de los
gue se habian hecho mas experimentos y ensayos para asi poder disenar mejor el procedi-
miento. Esto les permitié comprobar que, al infectar ratones con una dosis letal del virus,
pero anadiendo ambos farmacos, salvaban al menos al 80 % de los animales. En el horizon-
te del grupo planea la posibilidad de dar el salto a personas mediante un ensayo clinico.

Aunque los resultados son buenos, no llegan a una efectividad total, por lo que el equi-
po continla en la mejora de los tratamientos. Una parte importante aqui pasa por en-
tender sus mecanismos de accién. El grupo baraja la hipdtesis de una serie de proteinas
intermedias interviniendo en los resultados, asi que su objetivo radica en comprobarlo y
descubrir cuales son las protagonistas. En paralelo, estan estudiando otros farmacos de
nueva generacion frente a la fibrosis quistica, ya en el mercado, que también modifican
los niveles de CFTR.

BUSCAR ANTIVIRALES EN FARMACOS EN EL MERCADO

La investigadora Cristina Risco, confinada en su casa, dudaba sobre si adentrar su la-
boratorio en el océano del coronavirus o mantenerlo al margen. Los integrantes del
grupo de Estructura Celular que dirige en el CNB la animaban a zambullirse en el agua.
El equipo es experto en el estudio de cdmo ciertos virus que afectan a humanos, algu-
nos muy preocupantes como la familia de los bunyavirus, alteran las células cuando las
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infectan y buscan antivirales para remediarlo. Sin embargo, no habian lidiado nunca con
un coronavirus. Y puede parecer que, entendido un virus, entendidos todos, pero nada
mas lejos de la realidad.

Fue un mensaje por correo electrénico el que vencio la balanza. M? del Carmen Marti-
nez Jiménez, profesional del Hospital Nuestra Sefiora de Sonsoles, en Avila, habia remo-
vido cielo y tierra para explicar a algun investigador o investigadora del CNB sus ideas
sobre la posibilidad de uso de ciertos compuestos vegetales como antivirales. Y es que,
recordemos que en la época de la pandemia las direcciones electrénicas de determina-
do personal cientifico se ocultaron como medida contra la avalancha de correos que
estaban recibiendo.

La propuesta no era nueva ni descabellada, pues muchos farmacos vienen de los vegeta-
les. Las esperanzas de ella recaian especialmente en los extractos de pino silvestre. Habia
trabajado y estudiado mucho sobre ellos, asi como en otros aislados de vegetales, y pensa-
ba que podian contener antivirales y antiinflamatorios validos para el SARS-CoV-2. Dicha
informacién la recogié en una muy completa investigacién bibliografica, donde incluyé
las aplicaciones en medicina, y la envid a Risco, quien no pudo resistirse a su entusiasmo.

Que el grupo no hubiera iniciado por el momento la investigacién en SARS-CoV-2 no
gueria decir que se hubiera mantenido al margen. El Laboratorio pasé un mes estudian-
do sobre el nuevo coronavirus y sobre qué otros laboratorios de bioseguridad 3 habia
en Madrid. Porque si en algiin momento trabajaban con el virus, iban a necesitar de uno
y las instalaciones del CNB estaban mas que solicitadas.

Madrid dispone de otros laboratorios NCB3 pertenecientes a instituciones publicas de

investigacion ademas del CISA, mencionado en numerosas ocasiones a lo largo del libro
y que alcanza el nivel 3+ de contencién bioldgica. Entre ellos se encuentran el del Centro
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de Vigilancia Sanitaria Veterinaria (VISAVET), perteneciente a la Universidad Compluten-
se; el del Instituto de Salud Carlos lll, y el del CBM. Todas las instalaciones se encontra-
ban igual de saturadas que la del CNB. Pero un grupo de Barcelona llegé al rescate.

Ajena a los problemas del Laboratorio, Nuria Izquierdo Useros, cientifica en IrsiCaixa,
donde lidera un grupo de investigacion sobre patdégenos emergentes y amenazas mi-
crobianas, contactd con el grupo de Risco para proponer una investigacion conjunta
sobre SARS-CoV-2. La investigadora trabajaba en sus propias estrategias de busqueda
de antivirales y necesitaba obtener imagenes de microscopia electrénica, algo en lo que
el grupo de Estructura Celular es experto. La llamada no venia de la nada pues ambos
equipos se encontraban en conversaciones para colaborar en un nuevo proyecto sobre
el virus del dengue. Los dos equipos llegaron a un acuerdo para su nuevo objetivo, el
SARS-CoV-2: el laboratorio del CNB haria el trabajo de obtencién de imagenes por mi-
croscopia del equipo de IrsiCaixa, mientras que el grupo de Barcelona llevaria a cabo los
experimentos del equipo del CNB en su NCBS3.

Al barco subié también José Pedro Cerdn, del Centro Universitario de la Defensa de San
Javier, adscrito a la Universidad Politécnica de Cartagena, en Murcia, con quien el Labo-
ratorio de Estructura Celular ya venia trabajando. Cerén se ha especializado en elaborar
computacionalmente modelos de moléculas para predecir sus propiedades quimicas,
es decir, puede anticipar la capacidad antiviral de una molécula antes de probarla en
células o en organismos vivos. De esta colaboracion habian dado con una cartera de an-
tivirales que tenian buen pronéstico para bunyavirus. Dicha coleccion, mas los extractos
de pino, fueron puestos a prueba contra el SARS-CoV-2.

Los componentes de los que partian eran fArmacos ya autorizados para otras enferme-

dades que no atacan a un virus especifico. En cambio, modifican elementos en la célula
gue los patdgenos, en general, emplean para su propio beneficio, por lo que un farmaco
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podria cubrir varios virus a la vez. Es lo que se conoce como antivirales de amplio es-
pectro y muchas medicinas que tomamos siguen esta estrategia de tener como blanco
nuestras células. Por otra parte, muchos grupos de investigacién de todo el mundo se
volcaron al comienzo de la pandemia en determinar la estructura molecular de posibles
dianas a las que dirigir farmacos frente al nuevo coronavirus. Asi que el equipo disponia
de un conocimiento en el que basarse para cambiar ahora la pareja del baile del bunya-
virus al SARS-CoV-2 y enfrentar los antivirales contra este virus.

El papel de Cerdn consistio en predecir como de buenos inhibidores de las proteinas ce-
lulares que le interesan al SARS-CoV-2 eran cada uno de los compuestos. Con la ayuda
de un supercomputador los fue enfrentando contra las partes de las proteinas donde
era viable que se insertaran para ver si lo lograban y cdmo de bien se unian.

El investigador, por curiosidad, miré también si los farmacos eran a su vez capaces de
atacar al SARS-CoV-2. Como se trataba de moléculas muy pequefias pensd que encon-
trarian algun recoveco del diminuto patégeno, en comparacién con las células humanas,
al que engancharse. La intuicion no le fallé6 en absoluto. Varios de los farmacos enca-
jaban perfectamente en los sitios activos de proteinas del virus como la espicula o la
proteasa principal del virus, que es la encargada de cortary pegar el genoma del virus. La
proteasa es un objetivo contra el que van dirigidos otros antivirales, como Remdesivir, y
contra el que los farmacos ahora testados se enganchaban con mayor afinidad.

Un parte importante en esta etapa fue la estabilidad en el tiempo de los elementos testados.
Una molécula puede interaccionar con su diana formando un enlace permanente. Luego hay
otras que encajan muy bien en su objetivo, pero no permanecen para siempre aferradas.
De ahi que haya que repetir la toma de medicamentos. Al grupo le interesan antivirales que
interaccionen de esta segunda manera. A priori podria parecer peor opcion, sin embargo,
aquellos farmacos con enlaces permanentes producen, en general, mas efectos secundarios.
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Este primer cribado seleccion6 47 farmacos de los 116 iniciales. La siguiente prueba
seria mas dificil de superar por los concursantes: enfrentarse a un virus de verdad. Le
tocaba el turno ahora de coger las pipetas al laboratorio del CNB. El primer ensayo se
llevé a cabo con el coronavirus de catarro 229E, para cuyo manejo resulta suficiente un
laboratorio de bioseguridad 2, para saltar luego al SARS-CoV-2. La eficacia de los com-
ponentes fue estudiada en cultivos en presencia y ausencia de virus de forma parecida
a la aproximacion de la plataforma de cribado de antivirales.

Cuatro finalistas, entre los que se encontraba uno de los compuestos activos aislados del
extracto de pino, superaron todos los experimentos. Dos de ellos alcanzaron muy buenos
resultados incluso a dosis bajas. El problema es que se trataba de moléculas muy caras de
producir por lo que su comercializacion resulta inviable. El componente aislado del extrac-
to de pino resulto eficaz a dosis al limite de la toxicidad, para la sorpresa del grupo, asi que
también quedd por el camino. El cuarto componente si que ha pasado el aprobado general
y ya se estd testando en hamsteres. Es un compuesto muy prometedor ya usado en clinica
para encapsular farmacos y en la industria alimentaria y, sobre todo, es barato. Semejantes
cualidades han llevado al consorcio a presentar una patente de uso para protegerlo. La
decision de dar el siguiente paso de adentrarse en los ensayos en personas se harj, tras la
consecucion de fondos para ello, si los resultados de las pruebas en animales son buenos.

PREGUNTANDO A LAS PLANTAS

Desde sus inicios, la humanidad ha encomendado a las plantas la cura de muchas afec-
ciones. La confianza en los vegetales se mantiene en la actualidad y no solo para los
tratamientos naturales a base de hierbas, sino que bastantes farmacos mas «quimicos»
se extraen también de ellos.
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No es, por tanto, descabellado que el grupo dirigido por Roberto Solano, el cual estudia
los mecanismos moleculares que permiten a las plantas adaptarse al medio ambiente,
quisiera ayudar en la busqueda de tratamientos frente a la covid. Aunque no son
virélogos y estaban por ello un poco mas alejados del problema, la preocupacién

de la pandemia llevé al equipo a pensar como ayudar desde su experticia: quizas L*
sus plantas podrian producir antivirales.

El Laboratorio trabaja con las especies
Arabidopsis thaliana y Marchantia
polymorpha, organismos mo-
delo en investigaciones bio-
l6gicas, con el foco puesto
en el jasmonato. Esta
hormona es imprescin-
dible para responder al
estrés al que se ven
sometidas las plan-
tas. Los vegetales no
pueden desplazarse,

asi que desarrollan un
arsenal quimico im-
presionante para man-
tenerse a salvo del calor,
la sequia o los patégenos.
Precisamente la Marchan-
tia polimorfa genera muchos
quimicos de este tipo en forma de
metabolitos secundarios, compuestos
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derivados de aquellos generados durante su metabolismo, que ejercen una funcion defen-
siva sobre todo frente a patdgenos y herbivoros, principalmente insectos. El grupo pensé
gue la funcion protectora de los metabolitos en la planta podria servir para defendernos
del SARS-CoV-2. Otro motivo de la eleccidon es que los briofitos, familia a la que pertene-
ce Marchantia polymorpha y que incluye a los musgos y otras plantas muy sencillas, estan
poco explorados como recurso para extraer medicamentos. Toda una mina por excavar.

El proceso supuso machacar las pequenas y aplanadas plantas para extraer en crudo sus
compuestos, que fueron enfrentados al SARS-CoV-2. La prueba se llevé a cabo en la
plataforma de cribado de antivirales del CNB como una de las numerosas sinergias que
aprovecho el potencial de esta iniciativa. Los resultados fueron positivos. Sin embargo,
el grupo desconocia el compuesto detras del éxito, asi que el trabajo consistié en ir frac-
cionando mas cada uno de ellos hasta identificar al responsable.

La sorpresa para el grupo resulté maxima ya que el potencial antiviral no representa-
ba un metabolito secundario, sino que era un derivado de uno de los compuestos mas
abundantes en la biosfera por estar presente en todas las plantas: la clorofila. Se trata del
Pheophorbide a, un elemento muy conocido y disponible comercialmente procedente de
la degradacion de la clorofila que puede darse en plantas envejecidas o si esta se calienta.

El posible antiviral mostraba unos efectos muy potentes pues prevenia la infeccion de las
células sin resultar toxico para ellas. Otro punto a favor es que resultd a su vez efectivo
frente a diversos virus como el de la hepatitis C y el del Nilo occidental, ademas de otros
coronavirus. Analizando su mecanismo de actuacion, el grupo descubrié que en realidad
se trataba de un viricida, que impedia la entrada del SARS-CoV-2 en las células. Por una
parte, eso es bueno porque se puede usar para frenar el virus. Pero si el virus ya ha entrado
en las células, la actividad de este compuesto es baja, lo que supone un handicap para el
tratamiento ya que los antivirales se administran una vez acontecida la infeccién y no antes.
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A lo anterior se sumo el problema de que no se acumulaba en el pulmén de los ratones,
algo que conocieron a partir de ensayos con animales descritos en la literatura publi-
cada sobre el tema. Contar con esta cualidad resulta vital para un tratamiento antiviral
frente al SARS-CoV-2, cuyo principal problema es la afeccién pulmonar. Si bien cierto
personal del CNB los animé a continuar la investigacion, ya que existe la tecnologia para
dirigir el compuesto al pulmén, el resultado los decepciond un poco y han decidido de-
jarlo aqui, al menos por el momento, afadiendo el argumento de que esta aproximacion
gueda muy alejada de su campo de estudio.

LOS EXTRAORDINARIOS FLAVONOIDES

Del anteriormente mencionado metabolismo secundario de las plantas surgen otros
interesantes compuestos: los flavonoides. Si uno abre un buscador y teclea la pala-
bra, apareceran pildoras de informacion que apuntan hacia una imagen casi milagro-
sa de estas moléculas. «Por qué son buenos para la salud», «Propiedades y acciones
antioxidantes» o «Definicién, tipos y beneficios» suponen solo algunos de los titula-
res que ensalzan a los flavonoides. ;Hay algo de cierto en ellos? La respuesta es un
rotundo si.

Los flavonoides son un grupo de sustancias quimicas muy extendidas en las plantas
donde fundamentalmente ejercen funciones de defensa, a la par que resultan en parte
responsables de los fuertes colores rojizos y azulados de muchas de ellas. Estos com-
puestos también cuentan con la propiedad de dar sabor sin aportar calorias, por lo que
se han empleado como saborizantes. A lo anterior, se suman las valiosas propiedades
antioxidantes, antimicrobianas o antinflamatorias recogidas en una extensa literatura
cientifica y ya aprovechadas en la medicina tradicional.
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Los flavonoides aparecen de forma natural, pero también pueden ser modificados arti-
ficialmente para lograr nuevas moléculas con diferentes propiedades. El Laboratorio de
Biologia de Sistemas del CNB, con Juan Nogales al frente, participa como coordinador
del proyecto europeo Synbio4Flav que persigue la produccion de flavonoides enfoca-
da, sobre todo, en la consecucién de compuestos saborizantes. El grupo pensé que, de
alguna manera, podrian reposicionar o aplicar su tecnologia en el contexto de la covid y
buscar compuestos con propiedades antivirales.

Antes de lanzarse a la piscina, el equipo reviso la literatura en busca de evidencia cien-
tifica sobre las propiedades antivirales de los flavonoides frente a los coronavirus. Nue-
vamente un rotundo si emergié como respuesta. Una gran diversidad de ellos actuaba
a lo largo del ciclo de este tipo de virus. Algunos flavonoides impedian el acceso a las
células, otros la replicacién, otros la maduracién de las particulas virales y su salida de
la célula dispuestas a la colonizacién de la siguiente. Incluso dieron con lo que en ese
momento eran las primeras evidencias experimentales relacionadas con el SARS-CoV-2
relativas a la inhibiciéon de algunas enzimas del virus, en concreto, la proteasa principal.

Cuando la informacién genética del SARS-CoV-2 entra en la célula, la cadena de ARN
gue forma su genoma se lee y la informacion se traduce en una larga cadena de muchos
péptidos, una especie de macroproteina. La segmentacion de esta permitird conseguir
las proteinas de los futuros viriones. Es como si fuera una plancha con un montén de
figuritas de plastico producidas a partir de un molde que luego hay que ir separando.
La enzima conocida como proteasa principal, junto con una proteasa companera, se
encargan de cortar parte de esta cadena polipeptidica en un paso, por tanto, vital para
la multiplicacién del virus. Por ello, esta enzima se ha establecido como una importante
diana a la que dirigir antivirales. Y muchos flavonoides son capaces de inhibirla segun la
revision llevada a cabo, y publicada, por el equipo.

124



BLOQUE 3 TRATAMIENTO

Con las evidencias en la mano, se dispusieron a crear una libreria de flavonoides contra la pro-
teasa del SARS-CoV-2. Para ello desarrollaron un sensor que, al anadirlo a células, fuera capaz
de identificar flavonoides que bloquearan esta enzima. La esencia del mecanismo es una pro-
teina fluorescente que se encuentra apagada al estar continuamente frenada por la proteasa,
la cual formaria parte también del circuito del sensor. Cuando algun flavonoide bloquea la
proteasa, la proteina puede emitir fluorescencia marcando la presencia de un candidato.

Las propias células serian la fabrica de compuestos mediante biologia sintética. La idea
gue maneja el equipo es anadir a las células la capacidad de generar modificaciones al
azar en flavonoides ya sintetizados, con la intencion de que alguno de los nuevos se
pudiera dirigir contra la proteasa. Esta segunda parte del trabajo esta ain empezando a
rodar y, de momento, no cuentan con candidatos.

Todo el conjunto actuaria, por tanto, como una plataforma de cribado de compuestos
en miniatura, ya que los flavonoides se estarian generando a la vez que el biosensor iria
seleccionando aquellos de interés. La fortaleza de la aproximacion reside en que a partir
de una molécula se pueden generar cientos de derivadas nuevas, muchas de las cuales
no existen en la naturaleza, y el biosensor se puede modificar de cara a detectar com-
puestos para cualquier objetivo deseado.

ANTIVIRALES A ESCALA NANOMETRICA

La ciencia aparenta un quehacer aséptico, con la busqueda de conocimiento o de solu-
ciones para mejorar nuestras vidas como los principales motores que guian su ruta. Sin
embargo, como cualquier otra actividad realizada por individuos, las historias persona-
les se cruzan por el camino y muchas veces determinan décadas de colaboraciones.
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Domingo Francisco Barbery Maria del Puerto Morales llevan mas de 15 anos trabajando
conjuntamente. Ambos comparten la investigaciéon dentro del mundo de los nanomate-
riales y dirigen sendos laboratorios, aunque cada uno pertenezca a un centro diferente,
el CNB Yy el Instituto de Ciencia de Materiales de Madrid (ICMM), CSIC respectivamente.
Lo que inicialmente les aproximo, sin embargo, fue coincidir dejando a sus hijos, primero
en la guarderia y luego en el colegio de la UAM. En esos breves encuentros charlaban
sobre la vida y los trabajos, que en su caso no estaban tan distantes.

A fuerza de estas improvisadas reuniones ya sabian lo suficiente el uno de la ciencia del
otro como para aventurarse alla por el ano 2005 en un proyecto comun. Su objetivo
pasaba por emplear nanoparticulas de éxido de hierro como tratamiento oncoldgico.
Mediante una especie de iman se retendrian en las células tumorales gracias a su com-
posicidn ferrosa y alli podrian liberar los farmacos adheridos a ellas.

Por otro lado, y dando un salto temporal, poco antes de la pandemia un grupo nuevo
llegd al CNB, el de Marta Lopez de Diego, y acabdé compartiendo laboratorio con el de
Barber. El recién arribado equipo trabaja en virus respiratorios, como los coronavirus y
el virus de la gripe, y la respuesta inmunitaria que induce en las personas. Nuevamente
la charla informal llevé a la elucubracion sobre el uso de nanoparticulas contra dicho
virus, una posible colaboracién a punto de hacerse realidad.

Con la explosion del SARS-CoV-2, Lépez de Diego®® y Barber reorientaron parte de la
idea del proyecto hacia el coronavirus, iniciativa en la que también esta implicado el

33 Este laboratorio, denominado Efecto de Factores Celulares y Virales en la Induccién de Respuestas Inmunes
Innatas, Replicacién y Patogénesis de Virus Respiratorios, se adentré un afio después en un proyecto propio para
determinar factores celulares que afectan la infeccion por SARS-CoV-2, cuyos primeros resultados publicé en
enero del 2023.
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equipo de Morales con su experticia en las nanométricas esferas de 6xido de hierro, la
cual era clave en la historia. El nuevo consorcio pensé en reposicionar como antivirales
nanoparticulas ya aprobadas para uso médico. Era lo mas rapido para aportar solucio-
nes al problema presente dentro de su campo de conocimiento. Mas tarde ampliaron la
propuesta al afadir sus propias nanoparticulas, que ya tenian muy caracterizadas, a la
par que incorporaron la busqueda de nanotratamientos para la gripe. El planteamiento
contaba con una segunda parte para dotar a las particulas antivirales de capacidad in-
munosupresora al afadirles una sustancia concreta para ello. Ya se ha visto en paginas
anteriores que una respuesta inmunitaria desorbitada es el fatal efecto de la interaccion
del SARS-CoV-2 con nuestro organismo.

Las candidatas a testar en un inicio incluian agentes de contraste para resonancia mag-
nética®* y algunas nanoparticulas empleadas para el tratamiento de la anemia, principal-
mente compuestas por 6xido de hierro, aunque también se incluia una de oxihidréxido
de hierro.?® Investigaciones previas ya habian demostrado la posible capacidad antiviral
y, sobre todo, viricida de algunas nanoparticulas. Al anadirlas a medios contaminados
con virus como el de la gripe, estas conseguian «matar» a los patégenos.

Pero en la busqueda de un tratamiento frente al SARS-CoV-2 interesaba actuar contra el
virus ya dentro de las células puesto que es donde ocurre la infecciéon. Para ello, las na-
noparticulas debian penetrar en las células. El equipo sabia por sus estudios previos que
aquellas de 6xido de hierro se internalizan por las células en una especie de vesiculas y

34 Los agentes de contraste son sustancias administradas al paciente para que las imagenes obtenidas mediante
resonancia magnética, en este caso, permitan discriminar las formas en ellas captadas.

35 Ambas nanoparticulas tienen en comun contar con hierro y oxigeno en su composicion quimica. El uso de este
tipo de nanomateriales para aplicaciones clinicas se basa principalmente en su biocompatibilidad en dosis modera-
das. Las rutas metabdlicas del hierro se conocen relativamente bien y se pueden producir en una amplia gama de
tamanos y formas con potencial de modificarlos afadiendo otras moléculas.
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terminan degradandose. Al hacerlo, las microscépicas esferas inducen estrés oxidativo®®
y el cambio del metabolismo del hierro en las células. El estrés oxidativo afectaba pre-
cisamente a la estabilidad de la membrana del virus de la gripe en las investigaciones
anteriores. Asi que pensaron que lo mismo podria ocurrir con el SARS-CoV-2 vy, de esta
forma, poder inactivarlo.

Los resultados han sido muy positivos en cultivos de células infectadas por el corona-
virus, pues muestran el ansiado efecto antiviral, aunque el estrés oxidativo solo explica
parte del resultado. Este efecto se intenta eliminar al maximo en las nanoparticulas
desarrolladas para su aplicacidon en biomedicina ya que no interesa. Por ello, el grupo
pensod que otra contribucién muy importante del efecto antiviral de las nanoparticulas
era debida a la alteracion del metabolismo de hierro. A raiz de los datos, han iniciado
estudios de la actividad antiviral en modelos de ratéon de SARS-CoV-2. En paralelo, el
equipo ha demostrado la actividad antiviral contra el virus de la gripe tanto en pruebas
en células como en animales.

Como se ha indicado con anterioridad, el objetivo del consorcio incluia también lograr
un efecto inmunosupresor. Para ello trabajan en acoplar a las nanoparticulas interleuci-
na 10, una pequenfa proteina con propiedades inmunosupresoras, la cuales dirigiran al
pulmoén para que liberen ahi su carga. El efecto esperable es que las diminutas particulas
disminuyan la inflamacién de la zona a la par que ejerzan el efecto antiviral descrito.
La idea que tiene el consorcio de cientificos es extrapolar tal planteamiento a otras
enfermedades respiratorias con casos graves, donde la inflamacién emerge como una
problematica comun al SARS-CoV-2.

36 El estrés oxidativo muy a largo plazo y sostenido en el tiempo no es bueno, pero supone una forma de defensa
de nuestro organismo. Por ejemplo, los macréfagos pueden inducir estrés oxidativo y eso puede ayudar a matar a los
patégenos.
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Las perspectivas de futuro exceden las fronteras de la investigaciéon en marcha. La crea-
cién del consorcio ha sembrado la semilla para embarcarse en nuevos proyectos con
aspiraciones similares, algunos de los cuales ampliaran los colaboradores. Son varias las
convocatorias internacionales solicitadas para lograr nanoantivirales, tanto especificos
para el virus de la gripe como frente a otros virus emergentes sin tratamientos disponi-
bles en la actualidad.

FRENAR AL SARS-COV-2
CORTANDO SUS GENES

Si el SARS-CoV-2 sale adelan-
te porque, a partir de su in-
formacion genética, sinte-
tiza proteinas con las que
ensambla nuevas parti-
culas virales, ;por qué

no frenarlo evitando que
consiga dichas protei-
nas? ;Por qué no pegar
algun corte en el genoma
que trunque la lectura de
sus genes? Mas o menos
esta fue lareflexion llevada a
cabo por Lluis Montoliu, quien
dirige el grupo Modelos Anima-
les por Manipulacion Genética en
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el CNB. El equipo es experto en genes y en modificarlos, especialmente mediante el uso
de la tecnologia CRISPR. Dicha herramienta de ingenieria genética, que protagonizé el
Nobel de Quimica en el 2020, corta ADN o ARN permitiendo de esta manera editarlo.
De ahi que reciba el nombre popular de tijeras genéticas.

La tecnologia se basa en un sistema de defensa natural de algunas bacterias y arqueas®”
para protegerse de sus propios virus. El descubrimiento llegé de la mano del investi-
gador espanol Francis Mojica, quien hallé unas secuencias repetitivas y palindrémicas
—que se leen igual en ambos sentidos— insertadas en el ADN de bacterias de las salinas
de Santa Pola. A estas secciones las denomind CRISPR (Clustered Regularly Interspaced
Short Palindromic Repeats o Repeticiones Palindromicas Cortas Agrupadas y Regular-
mente Interespaciadas). Lo mas relevante es que las secuencias contienen fragmentos
del material genético de los virus que han atacado a las bacterias y arqueas en el pasado.
Asi, cuando se enfrentan de nuevo al mismo patégeno, lo reconocen y se defienden de
él cortando su genoma de una forma parecida a la idea que ahora cruzaba por la mente
de Montoliu.

Con tal fin, el investigador contacté con Miguel Angel Moreno, cientifico del Centro
Andaluz de Biologia del Desarrollo (CABD) de la Universidad Pablo de Olavide. More-
no es especialista en la aplicaciéon biotecnolégica de una variante de las herramientas
CRISPR denominada Cas13d. Cuando las bacterias quieren cortar el genoma del virus,
lo hacen gracias a una proteina llamada Cas, siglas correspondientes con CRISPR asso-
ciated system o sistema asociado a CRISPR. Esta proteina es guiada al lugar preciso por
el mencionado segmento de informacion genética guardado de infecciones anteriores.

37 Las arqueas son un grupo de microorganismos unicelulares, sin nlcleo y muy similares a las bacterias, pero con
las suficientes diferencias como para formar un dominio en si mismo.

130



BLOQUE 3 TRATAMIENTO

Hay muchos tipos de Cas en funcién de su labor concreta y la Cas13d representaba la
opcién perfecta para destruir el genoma del coronavirus ya que posee dos caracteristi-
cas fundamentales para ello: corta ARN —el formato en que escribe sus genes el SARS-
CoV-2— en vez de ADN y es capaz de hacerlo de forma muy especifica.

El proyecto necesitaba a su vez de virdlogos, papel representado por los laboratorios
de Dolores Rodriguez y Fernando Almazan, también del CNB, donde investigan sobre
torovirus, un virus del mismo orden que los coronavirus. Almazan ademas cuenta con
la experiencia y las acreditaciones para manipular el SARS-CoV-2 en el laboratorio de
bioseguridad P3, que es un paso previsible en algin punto de la parte experimental de
la investigacion. El equipo incluyd a su vez a la especialista en tecnologia CRISPR Almu-
dena Fernandez, del Centro de Investigacion Biomédica en Red de Enfermedades Raras,
perteneciente al Instituto de Salud Carlos Ill, que trabaja en el laboratorio de Montoliu.

Para que la Cas13d ejerciera su labor de cirujana habia que indicarle donde. El consorcio
eligio seleccionar los genes del SARS-CoV-2 que codifican las proteinas de la nucleocap-
side y la polimerasa, ambas clave para la multiplicacién viral. Anularlas seria como tirar
los pilares de una casa para derribarla.

Las guias se disefiaron para que llevaran a ambos genes y probaron en peces cebra que,
efectivamente, hacian bien su trabajo. Los investigadores generaron guias no solo para
SARS-CoV-2 sino también para torovirus y el coronavirus humano de catarro 229E. Asi
contaban con otros dos modelos de virus en los que asegurarse que todos los pasos re-
sultaban exitosos antes de embarcarse en los ensayos con SARS-CoV-2 y sus exigentes
medidas de bioseguridad.

Tras el paso de los peces, el sistema estaba puesto a punto para empezar a probar si
frenaba la infeccién en células. Aqui es donde se ha complicado la historia, pues no les
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esta resultando nada facil que las guias y la proteina Cas13d entren en las células para
defenderlas. Digamos que tienen todos los pasajeros implicados, pero no han logrado
dar con el vehiculo que los lleve a su destino.

Han probado varios métodos que, en algunos casos, han supuesto también la colabo-
racion de laboratorios de otros centros, sin unos resultados lo suficientemente convin-
centes por el momento. La aproximacién mas reciente, en marcha durante la escritura
de este libro, implica el uso de otro tipo de nanoparticulas también a modo de vehiculo
que conduzca las guias y la Cas13d. El trabajo lo estan realizando gracias a una colabo-
racion con Begona Sot, del Instituto Madrilefo de Estudios Avanzados en Nanociencia
(IMDEA Nanociencia).

Si este intento funciona para frenar la infecciéon por SARS-CoV-2 en células, ya podrian
saltar a las pruebas en ratones. En dicho estadio experimental emerge el nuevo reto de
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la administracion de las nanoparticulas, o el vehiculo que finalmente ideen, a los anima-
les. Una idea que ronda por las cabezas del consorcio es que los ratones las aspiren con
sistemas parecidos a los que se usan para anestesiarlos. Dicha forma seria trasladable a
las personas mediante nebulizadores similares a los empleados en el tratamiento de la
fibrosis quistica. De hecho, ya hay terapias génicas administradas de esta manera para
la enfermedad. Por el momento, todo son ideas a la espera de unos resultados robustos
en las pruebas en cultivos celulares.

DROMEDARIOS QUE PRODUCEN ANTICUERPOS

Los anticuerpos de humanos y de la mayoria de animales tienen forma de Y. Cada
saliente superior estd compuesto por dos cadenas de proteinas, como si el trazo
de la letra fuera doble, que crean la zona de unién al patégeno en cuestiéon. De
esta forma, lo bloquean e impiden su entrada en las células. La azarosa seleccién
natural ha querido que tiburones y camélidos —familia que incluye camellos,
dromedarios, llamas y alpacas— produzcan unos anticuerpos un tanto diferentes.
Sus inmunoglobulinas son mas sencillas, como una Y de un solo trazo, por lo que
ejercen la uniéon con una sola cadena de proteinas. Esto las hace mas eficientes
en el reconocimiento de virus y bacterias al alcanzar las regiones mas recéndi-
tas en la superficie de los patdgenos, algo a lo que se le puede sacar provecho.
En ello se centra el presente proyecto, el cual, uniendo parte de un anticuerpo
humano y parte de un anticuerpo de dromedario, plantea crear una especie de
molécula Frankenstein dirigida a neutralizar el SARS-CoV-2. Investigaciones a
nivel internacional también trabajan en esta linea empleando llamas o alpacas
para dar con anticuerpos eficaces, algunos de los cuales han mostrado un gran
potencial terapéutico.
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El germen de la idea se remonta afnos atras. Ciertos grupos del CNB habian estudiado
otros coronavirus antes de la pandemia, centrados en la determinacién de la estructura
de algunas proteinas de estos virus y en su produccion. El Laboratorio de Interaccio-
nes entre Virus y Células, dirigido por José Maria Casasnovas, era uno de ellos. Por su
parte, el grupo de Ingenieria Bacteriana para Aplicaciones Biomédicas, con Luis Angel
Fernandez a la cabeza, sabia modificar bacterias para generar proteinas a la carta como,
por ejemplo, anticuerpos. Ambos laboratorios colaboraron en el pasado para desarrollar
anticuerpos frente al virus del Ebola, asi que decidieron volver a hacerlo para generar in-
munoglobulinas basadas en camélidos con potencial terapéutico frente a SARS-CoV-2.

Definieron en el nuevo virus el dominio RBD como la diana principal para bloquearlo, por
lo que propusieron generar los anticuerpos frente a ese dominio. Ya se ha comentado an-
teriormente que se trata de una parte de la proteina de la espicula cuya funcién es la de
aferrarse a las células y asi permitir la entrada del material genético del virus en ellas, con
la consecuente infeccién. La llave para abrir la cerradura. Por tanto, tenia sentido dar con
inmunoglobulinas que se adhirieran a esta parte del SARS-CoV-2. Ademas, tras la infec-
cion del SARS-CoV-2, el organismo induce una respuesta inmunitaria frente a la proteina S
siendo justo el RBD el objetivo de muchos de los anticuerpos que nuestro cuerpo genera.

El grupo de Casasnovas disend y produjo el dominio RBD en el laboratorio, que cruzé
el Atlantico para ser inyectado a varios dromedarios canarios gracias a la colaboracion
con Juan Alberto Corbera, de la Universidad de Las Palmas de Gran Canaria. La légica
detras de este paso es la misma que la de las vacunas: el organismo de los dromedarios
responde a la introduccién del agente extrano que supone el RBD, del antigeno, produ-
ciendo anticuerpos frente a él.

Varias muestras de sangre de los animales volaron al CNB. La sangre es una mezcla diver-
sa, desde los globulos rojos que dan al fluido su caracteristico color, hasta los esperados
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anticuerpos camuflados entre otros fabricados por los dromedarios para enfermedades
previas. Millones de ellos entre los que pescar los mejores. El grupo fue a por los lin-
focitos B, que representan las células responsables de producir estas proteinas protec-
toras. Y es que, aunque interesados en los anticuerpos contra el RBD, lo que realmen-
te querian los investigadores eran los genes con sus instrucciones
para luego hacer ellos mismos las moléculas Frankenstein.
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Y la informacioén genética para sintetizar las inmunoglobulinas estaba precisamente en
las células que los habian fabricado, es decir, los linfocitos.

De estos, aislaron los genes de los anticuerpos y los pusieron en bacterias. Ahora tenian
los millones de posibles anticuerpos es su granja bacteriana. Ya podia comenzar la pes-
ca. Empleando como cebo la proteina RBD, rescataron a las bacterias que generaban las
proteinas protectoras de interés. Estas eran aquellas que producian anticuerpos recono-
cedores del dominio RBD y que, por tanto, tendrian papeletas para taponar la entrada
del SARS-CoV-2 en las células. Y lo mas importante, el equipo rescato luego los genes
insertados para fabricar sus inmunoglobulinas medio dromedario, medio humano.

Eligieron nueve finalistas que produjeron en células de mamifero. De los anticuerpos
animales interesaba solo la parte que se aferra al antigeno, los salientes superiores de la
Y de un solo trazo. Ese trozo lo completaron luego con las regiones correspondientes de
anticuerpo humano. La molécula resultante cuenta, de esta forma, con una mayoritaria
parte humana coronada con la seccion de dromedario, que sera la que haga el trabajo
de reconocimiento.

Las pruebas de las moléculas in vitro, con células, seleccionaron varios de estos anticuerpo
con la capacidad de evitar que el virus entrara en las células y las infectara. Gracias nue-
vamente al equipo de Zoonosis Viricas del INIA, en los laboratorios del CISA se llevaron a
cabo los ensayos en ratones en un experimento de proteccion, lo mas parecido a un even-
tual tratamiento terapéutico. Es decir, primero el animal se infecta y luego se le administra
el anticuerpo para determinar si le protege. Nuevamente los resultados fueron excelentes.

Las expectativas se iban cumpliendo con creces, hasta que llegé dmicron. El RBD a par-

tir del que habian sido generados estas inmunoglobulinas correspondia a la cepa original
de Wuhan. Las variantes que fueron emergiendo a partir de ella, con alfa y delta como
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protagonistas, seguian siendo bloqueadas por las moléculas mestizas. Pero émicron, la
variante escapista, lograba zafarse de la proteccién tan eficientemente que inutilizé a
los prometedores anticuerpos. El virus contenia ahora tantos cambios que no era reco-
nocido por estos. Los investigadores se desmoralizaron un poco, pues sus moléculas no
resultaban utiles y habria que disefarlas de nuevo.

En este punto de la investigacidon no podian permitirse volver a andar los pasos ya cami-
nados. Hubo que repensar la estrategia. La necesidad de sacar adelante el trabajo de casi
tres anos de esfuerzo los llevo a la idea de probar si entre los millones de anticuerpos
generados habia alguno que reconociera el RBD de dmicron. A partir de los resultados
con vacunas, es posible que asi fuera, aunque serian los menos. Por lo tanto, se inicio
de nuevo la busqueda de anticuerpos para la recién aparecida variante. El equipo esta
utilizando para ello su granja de bacterias, ya que pueden hacer que estas evolucionen
los anticuerpos para adaptarlos a los cambios del virus.

UN MISMO GRUPO, MUCHOS ANTICUERPOS

Cada pieza de conocimiento es importante para abordar el puzle del coronavirus. La del
laboratorio que dirige Leonor Kremer son, sin duda, los anticuerpos. El grupo es exper-
to en generar y caracterizar anticuerpos terapéuticos, tanto para oncologia como para
infecciones virales. Asi, ha trabajado en moléculas de este tipo frente a leucemia, otras
que inhiben la entrada del virus del Ebola y del VIH y, anteriormente, anticuerpos frente
al SARS-CoV-1.

Contando con un grupo de investigacion con semejante curriculum, en el CNB se ini-
ciaron varios proyectos para conseguir anticuerpos efectivos frente al SARS-CoV-2, en
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los que estaban implicados ella y parte del personal que dirige. El equipo particip6 a
su vez en diversas investigaciones que implicaban este tipo de proteinas, no directa-
mente dirigidas al tratamiento de la enfermedad, pero si en estudios relacionados con
el nuevo virus.

Para la busqueda de anticuerpos terapéuticos, el equipo se alié por un lado con el La-
boratorio de Coronavirus vy, por otro, con el de Poxvirus y Vacunas. Ambos proyectos
siguen mas o menos los mismos pasos salvo el inicial, pues el elemento con el que se
inmuniza a los ratones para que generen inmunoglobulinas difiere. Porque estas molé-
culas terapéuticas no se fabrican artificialmente. En cambio, los anticuerpos son gene-
rados por un organismo, como un ratén, a modo de respuesta de su sistema inmunitario
ante un agente intruso, lo que significa inyectar este intruso, como ya se ha adelantado
anteriormente.

En estas dos aproximaciones, el inmundgeno o disparador de la respuesta inmunitaria
al que se dirigen los anticuerpos ha sido la proteina S del virus. Para el primer proyecto
se eligié la proteina S producida en el laboratorio. Mas especificamente, solo se incluyd
una parte de esta en la que se incluia el dominio RBD. Con el segundo proyecto se opté
por emplear el primer candidato vacunal en desarrollo por el Laboratorio de Poxvirus y
Vacunas, que expresaba dicha proteina.

Los ratones generaron una gran variedad de anticuerpos diferentes, de los cuales habia
que elegir los especificos contra el inmunégeno inyectado y, dentro de esos, los mas
protectores. Para ello estudiaron qué animales tenian mejor respuesta frente a la protei-
na de la espicula mediante un test serolégico de forma similar a lo aplicado para el diag-
nostico de la covid en personas. A los ratones con una mejor respuesta se les extrajo el
bazo, que es el érgano que produce linfocitos B, que son a su vez los que producen los
anticuerpos, para poder hacerse con estos ultimos.
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Las células de dicho 6rgano se cultivan y se analizan las sustancias que secretan, entre
las que se encontraran anticuerpos de todo tipo, para dar con los mejores. Estos son los
que ademas de reconocer a la proteina S, inhiben la interaccion entre esta y el receptor
ACE2 de las células para que el virus no pueda abrirse camino en ellas. El objetivo del
grupo es quedarse con aquellos linfocitos que producen a los que relinen tales caracte-
risticas para asi disponer de su propia «fabrica» de inmunoglobulinas. En ambas etapas
de seleccion de anticuerpos, es decir, en su cribado y caracterizacion, se contd con la co-
laboracién del equipo de José Maria Casasnovas. Su papel fue sintetizar los antigenos, la
region a la que se enganchan los anticuerpos constituida por la proteina S o el dominio
RBD, empleados para comprobar si los anticuerpos efectivamente estaban presentes.

El grupo de Luis Enjuanes e Isabel Sola ya ha caracterizado la actividad biolégica en
cultivos celulares, trabajo analizado por la plataforma de cribado de antivirales, y la efi-
cacia protectora de sus inmunoglobulinas finalistas. Esta segunda parte se ha llevado
a cabo en ratones. Uno de estos anticuerpos ha logrado resultados muy positivos en
los roedores, pues es capaz de inhibir el desarrollo de la enfermedad, tanto inyectado
antes de la infeccion como después. El candidato terapéutico consigue que los animales
salgan indemnes de la covid a pesar de haberse infectado. Para conocer mejor su me-
canismo de accidn, se ha llevado a cabo también el estudio estructural de la interaccion
del anticuerpo y la espicula del virus en colaboracion con el Servicio de Criomicroscopia
Electrénica del CNB.

Por su parte, con el grupo de Mariano Esteban y Juan Garcia Arriaza, han obtenido un
amplio panel de anticuerpos con la espicula del virus como diana de accién. De ellos,
han seleccionado tres que neutralizan la interaccion del virus con el receptor celular, el
ACE2, con alta afinidad y especificidad protegiendo completamente a los ratones, tanto
inyectados antes como después de ser infectados por SARS-CoV-2. Pero el trabajo no
acaba aqui. El equipo al completo, con los laboratorios de Kremer y Casasnovas, conti-
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nua caracterizando las prometedoras proteinas, a la vez que trabaja en generar nuevos
anticuerpos terapéuticos basados en los otros prototipos vacunales en desarrollo por el
Laboratorio de Poxvirus y Vacunas.

Hay que tener en cuenta que no se puede administrar anticuerpos hechos en ratén di-
rectamente a humanos, sino que, previamente, hace falta humanizarlos. De lo contrario,
nuestro organismo podria atacarlos al detectarlos como elementos extranos. Este sera el
siguiente paso, en cualquiera de los dos proyectos, en caso de que se proceda a ensayos
con personas. Humanizar quiere decir modificar el anticuerpo para hacerlo lo mas pareci-
do posible a uno generado por una persona, pero sin que pierda su capacidad de accion.
Seria algo similar al proyecto anterior, en el cual se seleccionaba la regidon de las inmuno-
globulinas de los camélidos que reconoce al virus y se le acoplaba la estructura restante
correspondiente a un anticuerpo humano, lo que daria lugar a una proteina humanizada.

Junto con la generacion de anticuerpos terapéuticos, el segundo gran bloque de trabajo
del equipo de Kremer ha sido caracterizar la respuesta inmunitaria de ratones frente a
otros formatos de proteinas de SARS-CoV-2. Aqui destaca la colaboracién con el grupo de
José Ruiz Castén y sus prototipos vacunales basados en capsides. El equipo de expertos
en anticuerpos se encargo de la vacunacién de los ratones con las capsides y el posterior
analisis de la respuesta inmunitaria de los animales. Para lo ultimé se contd, nuevamente,
con antigenos del equipo de Casasnovas y también con los del grupo de Hugh Reyburn.

ANTICUERPOS MADE IN EUROPE

En respuesta a la pandemia, la Comisidon Europea puso en marcha una primera accién de
financiacion de emergencia como parte del programa Horizonte 2020 que permitié se-

140





http://libros.csic.es

EL RETO DEL SARS-COV-2

leccionar 18 proyectos con 140 equipos de investigacion involucrados. Una de esta casi
veintena de iniciativas es MANCO, del inglés Monoclonal Antibodies Against 2019-New
Coronavirus, dedicada al desarrollo de anticuerpos contra la covid y en la que el CNB
tiene un papel fundamental. El proyecto echd a andar en marzo del 2020 con un plazo
de duracion hasta mayo del 2023.

Hace falta remontarse unos anos atras para entender el origen de MANCO. Con la
emergencia del virus MERS-CoV en 2012, un grupo internacional de investigadores
puso en marcha una colaboracion cientifica para buscar tratamientos. El Centro Mé-
dico Erasmus, afiliado a la Universidad Erasmus, junto con la Universidad de Utrecht,
ambos en Paises Bajos, se encargaron de generar y caracterizar anticuerpos contra el
también mortal coronavirus mientras los demas integrantes se hacian cargo de las suce-
sivas etapas de la investigacion. Entre los colaboradores, se encontraba el Laboratorio
de Coronavirus, que evalué en modelos de ratén si las inmunoglobulinas funcionaban
como herramienta terapéutica. La investigacion en este modelo animal concluyé que
los anticuerpos frente a la proteina S protegian de la infeccion con MERS-CoV.

De dicha colaboracion cientifica surgié el germen para el actual proyecto europeo. Prac-
ticamente los mismos colaboradores cientificos se han implicado ahora en MANCO,
qgue cuenta con muchos paralelismos a aquel del MERS-CoV. Al igual que para la an-
terior investigacion, el papel del laboratorio del CNB es la evaluacion in vivo de los an-
ticuerpos, ver si protegen a los ratones. Los resultados obtenidos los van poniendo en
comun con el resto del consorcio de la misma manera que hacen los demas grupos con
sus parcelas de trabajo.

El CNB representa el nodo espanol de los ocho socios que retne el programa de inves-

tigacidon provenientes de, ademas de Espana, Paises Bajos, Alemania y Francia. La coor-
dinacién depende del Centro Médico Erasmus, con Frank Grosveld como investigador

142



BLOQUE 3 TRATAMIENTO

principal. Si bien la colaboracion para el MERS-CoV finalizé en los estudios animales, la
relevancia de MANCO es que tiene por objetivo llegar a ensayos clinicos de fase |, en
personas sanas.

De la sintesis de los anticuerpos se ha encargado la compania holandesa Harbour An-
tibodies fundada y dirigida por Grosveld. Para ello, se emplearon ratones modificados
genéticamente de tal manera que generaran inmunoglobulinas ya humanizadas. De he-
cho, la compania fue establecida en el 2006 para utilizar la tecnologia de ratones trans-
génicos desarrollada por el grupo del investigador.

Las inmunoglobulinas fueron disenadas para que se unieran a la proteina de la espicula
del SARS-CoV-2 y neutralizaran al virus. Se llevé a cabo de manera similar a lo expuesto
en apartados anteriores: se inyecta la espicula a los animales para que generen anticuer-
pos contra ella, luego los investigadores los recogen y seleccionan los mejores. Gracias
a que los anticuerpos de estos ratones ya se asemejan a los humanos, no hacen falta
tantas modificaciones antes de su uso en personas.

El problema de los anticuerpos es que, debido a su especificidad, son mas sensibles a
que las nuevas variantes sean resistentes a ellos en comparacién con cualquier otro
medicamento. Por eso en MANCO se esta trabajando en dar con inmunoglobulinas
para todas las variantes actuales, lo que implica administrar a los ratones la proteina S
correspondiente a cada una de ellas.

Del cribado y la selecciéon de las mejores inmunoglobulinas se esta encargando so-
bre todo el nodo representado por la Universidad de Utrecht. Las candidatas mas
prometedoras se evaluaran en el modelo de ratén, donde entra en accién el equipo
del CNB, y de ahi se saltard a un modelo mas similar a los humanos representado
por los macacos.
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Finalmente, y una vez demostrada la eficacia en ambos animales, tocara el turno de
las pruebas en personas. El proyecto no pretende abarcar un ensayo clinico completo
sino Unicamente la primera etapa con el fin de evaluar, en un grupo reducido de per-
sonas sanas, que la administracién de los anticuerpos no tiene ningun efecto adverso
y es segura. El ensayo se podra completar dentro de los tres anos previstos gracias a
la experiencia clinica, la infraestructura y la red vigente para otros proyectos en curso
centrados en candidatos vacunales contra diversas enfermedades.

Para los ensayos clinicos ya hacen falta cantidades considerables de producto. En un es-
tadio anterior se habran tenido que implementar formas de fabricacion de los anticuer-
pos finalistas que sean rapidas y escalables para producir grandes lotes en condiciones
compatibles con el uso con personas.

Durante la escritura del presente libro, el programa europeo de investigacion habia lo-
grado dar con un prometedor anticuerpo, el 87G7, que neutralizaba potentemente a
casi todas las variantes preocupantes, incluida édmicron, al evitar su entrada en las cé-
lulas. El candidato protegia a ratones y hamsteres de la infeccion, administrado tanto
antes como después del contacto de los roedores con una dosis letal de SARS-CoV-2.
Esta circunstancia es de vital importancia ya que resulta mas realista ante un eventual
uso del tratamiento.
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Uno de los grandes problemas al inicio de la aparicion del SARS-CoV-2 era el desconoci-
miento del porcentaje real de la poblaciéon infectada o que ya hubiera contraido la enfer-
medad. Mientras que algunas personas desarrollaban una patologia que podia escalar
a una gravedad mortal, otras vivian la infeccién sin pena ni gloria por lo que, en ausen-
cia de un sistema de diagndstico, era imposible detectarlas. Ante tanta incertidumbre,
varios grupos del centro se pusieron en marcha para dar con test de diagnostico que
ayudaran a los saturados hospitales.

Conocer con precision las cifras de contagiados resultaba a su vez condicién necesaria para
disefnar buenos modelos de prediccion de la pandemia, graficas a las que se sumaban las esti-
maciones sobre la duracion de la inmunidad de las personas. Ambos tipos de estudios consti-
tuyeron una veleta que orientd la toma de decisiones en el control de la emergencia mundial.

Por altimo, un virus que todo lo impregna con sus particulas requiere de sistemas vali-
dados de descontaminacion. El laboratorio de bioseguridad de nivel 3 ha servido como
lugar de ensayo con el patégeno para solicitantes externos, asi como de centro de prue-
bas para saber mas sobre la propagacion del SARS-CoV-2.

UN TEST PARA LA OMS
Cuando un virus entra en nuestro cuerpo, el sistema inmunitario genera anticuerpos y acti-
va células, como los linfocitos, para pararle los pies. Los primeros pueden servir para conocer

si una persona ha sido infectada. Su deteccion es la base de un ensayo o test serolégico.

La parte esencial de una prueba de este tipo son las proteinas incluidas, a modo de
chivatas, que alertan de la presencia de los anticuerpos: los antigenos. Estos se fijan en
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un soporte y se les aflade la muestra de la persona, que sera suero sanguineo.®® En caso
de detectar anticuerpos y debido a una serie de reacciones quimicas, se produce un
cambio de color que avisa de la existencia de un positivo. Los antigenos empleados re-
presentan una reproduccion de las partes del virus frente a las que nuestro organismo
reacciona produciendo los anticuerpos. La reina de esas partes es la proteina S, pues
es aquella con una mayor capacidad de llamar la atencién de los anticuerpos, aunque
no la unica.

Al principio de la pandemia no habia pruebas diagndsticas o no eran fiables, y se des-
conocia cuando llegaria la primera vacuna ni si habria para toda la poblacién, por lo
gue podria ser necesario racionar su uso entre quienes no hubieran pasado la covid.
Un ensayo seroldgico permite saber qué individuos han tenido ya contacto con el
virus y, como respuesta, generado inmunidad frente al mismo. Por ello, varios grupos
empezaron a sintetizar proteinas con el objetivo de lograr esta forma de diagnéstico.
Entre esos, se encontraba el ya mencionado Laboratorio de Biologia Molecular de
Birnavirus, dirigido por José Francisco Rodriguez, el cual se habia puesto en marcha
para generar proteinas basadas en el dominio RBD de la espicula que reconocieran a
los anticuerpos presentes en la sangre de las personas infectadas. El grupo conto tam-
bién con la colaboracién de César Santiago, integrante del servicio de Cristalografia
de Rayos X.

En paralelo, otro equipo se puso en marcha. Hugh Reyburn y Mar Valés, ambos jefes
de laboratorios expertos en inmunologia y cancer, habian colaborado durante muchos
anos y tenian las herramientas y técnicas para fabricar proteinas. Ademas, estaban en

38 El suero sanguineo es la parte liquida de la sangre que queda tras la coagulacion de esta. Conformado principal-
mente por agua, contiene las preciadas inmunoglobulinas. El suero seria el equivalente al plasma sanguineo, pero sin
los factores de coagulacion, que nos sirven para contener hemorragias.
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contacto directo con personal del entorno clinico, por lo que sabian de primera mano
la acuciante necesidad de pruebas de diagnéstico. Contactaron a su vez con José Maria
Casasnovas, quien era experto en generar proteinas a la carta, como se ha visto en pa-
ginas anteriores, y con el también cientifico del CNB José Miguel Rodriguez-Frade, que
tenia gran experiencia en el desarrollo de ensayos seroldgicos.

Por su parte, Casasnovas habia comenzado a generar antigenos para hacer test serol6-
gicos en colaboracién con Rafael Delgado, jefe del Servicio de Mi-

crobiologia del Hospital Universitario 12 de Octubre.
Eligié generar también el dominio RBD, asi como
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la espicula al completo. El primero sirvid para testar la sangre de varias personas que
Delgado habia ido siguiendo y, efectivamente, funcionaba.

Con tanta proteina en marcha, habia que poner algo de orden. Desde la direccién del
CNB se promovié aunar esfuerzos para, en colaboracién, lograr un kit de diagnéstico
gue sirviera a hospitales y centros de investigacion. Con los mejores antigenos se mon-
taria la prueba definitiva.

El laboratorio de José Francisco Rodriguez utilizaba una proteina cedida por otro la-
boratorio, con su propia licencia comercial detras. Asi que, si se incluia en el kit, no se
podria comercializar la tecnologia como propia del CSIC. El equipo acabd por generar
sus propios antigenos, pero optd por andar el camino hacia una vacuna, en vez de hacia
un test de diagnostico, dadas las especiales caracteristicas de sus proteinas, como se ha
explicado en paginas anteriores.

En la senda de lograr una forma de diagnéstico se centraron pues los laboratorios de
Valés, Rodriguez-Frade, Reyburn y Casasnovas. Del montaje de los test se encargaron,
sobre todo, los dos primeros. Hay muchos formatos para generar una prueba seroldgica.
Uno de ellos, y el que manejan estos laboratorios, es el test tipo ELISA. Su funciona-
miento ya se ha resumido en parte en los parrafos iniciales: en una placa que cuenta con
muchos huecos a modo de pequefios recipientes se adhieren las proteinas generadas.
Estas se vinculan a una enzima®® especifica que es la encargada de producir la reaccién
quimica que da el color de los positivos y el nombre al test (enzyme linked immunosorbent
assay, ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas). Asi que el trabajo de ambos consis-

39 Una enzima es un tipo de proteina encargada de catalizar, de impulsar, reacciones quimicas.
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tié en montar las placas con los diferentes antigenos que se iban sintetizando para luego
probar si detectaban anticuerpos.

Se incluyeron cuatro tipos de proteinas diferentes, aunque irian mejorandose a lo largo
del proyecto. Las ya mencionadas espicula y dominio RBD eran las mas obvias por su
inmunogenicidad en el virus y, por tanto, las mas mencionadas en la literatura cientifica.
Pero el consorcio, de la mano de los grupos de Reyburn y Valés, también decidié probar
con la nucleoproteina y la proteasa principal del SARS-CoV-2 como posibles chivatas. La
ultima era una propuesta original —no se habia usado nunca antes en ensayos seroldgi-
cos en coronavirus— que funcioné muy bien.

Asi, en el laboratorio observaron que el sistema experimental, con todas las proteinas
mencionadas, cumplia su cometido de detectar anticuerpos frente al SARS-CoV-2 de
maravilla. Pero la validacion del ensayo requeria repetir el éxito con muestras de pa-
cientes. Para ello, la direccién del CNB contacté con varios hospitales madrilefios, con
los que algunos integrantes del consorcio ya colaboraban. Se implicaron los hospitales
universitarios La Paz y, especialmente, La Princesa con el Instituto de Investigacion Sa-
nitaria adscrito al centro. En muy poco tiempo analizaron las muestras reales con el test,
gue demostrd una gran eficacia en su cometido de detectar positivos. Con una fiabilidad
cercana al 100 % determinaba si una persona poseia anticuerpos contra el SARS-CoV-2,
y permitia discriminar si dichos anticuerpos se habian generado como consecuencia de
la vacunacién o por haber pasado la covid. La prueba ya estaba lista para su uso. Tocaba
el turno ahora de producirla.

Practicamente desde el principio de la iniciativa, los investigadores habian contactado
con una empresa para su manufacturacion. Se trataba de la salmantina Immunostep,
dedicada a las soluciones biotecnoldgicas para investigacion y diagndstico, y con la
cual ya tenian proyectos en marcha. Ello permitié que la compafnia fuera probando y
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adaptando la tecnologia a lo que luego deberia fabricar para llegar al mercado. Tam-
bién se ofrecié para aumentar la produccién de test con el fin de ayudar a los colabo-
radores clinicos a testar a su personal. Empezé de esta forma desde las mas tempra-
nas fases de su concepcién a poner en formato comercial lo que acabaria siendo un
kit de diagnostico.

El personal responsable de transferencia de conocimiento, tanto del CSIC como del
CNB, estuvo, por tanto, presente desde el inicio del proyecto, cuando aln no era mas
gue un punado de proteinas desperdigadas por varios laboratorios. Como respuesta a
los contactos que hacia el CSIC, diversas empresas se interesaron en estos productos.
Asimismo, muchos investigadores externos contactaron con el CNB, o directamente
con los propios investigadores, para solicitar proteinas.

El resultado que ha salido al mercado es un kit que incluye, ademas de la placa con los
antigenos pegados, todos los compuestos y soluciones para llevar a cabo la prueba de
forma similar a los test que podemos comprar en la farmacia. La diferencia es que estos
kits requieren una manipulacién especializada y equipos de laboratorio. Los cuatro tipos
de proteinas se han incluido en el test, pero solo la proteasa, por presentar una aplica-
cion novedosa, ha sido patentada. La metodologia también se protegio para facilitar la
transferencia de tecnologia.

En el contrato de licencia y explotacidon con Immunostep se negocid priorizar la fabri-
cacion de los test para cubrir en primer lugar la demanda nacional, ya que se habian
desarrollado con fondos publicos espanoles. La firma del mismo se produjo en junio del
2020y a principios de otofo el kit llegd al mercado.

En dicho contrato también se establecié una clausula de no exclusividad, lo que
implicaba que el CSIC podia firmar contratos con otros organismos o empresas para
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comercializar el producto. El acuerdo incluye que, tanto el CSIC como el CNB re-
nuncian a las regalias*® en el caso de comercializarse en paises en vias de desarrollo
y los investigadores se comprometen a prestar su apoyo para que los kits lleguen a
estos paises.

Ello permitié negociar con la MPP y la OMS, organizaciones que habian creado la ini-
ciativa C-TAP, con el objeto de facilitar el acceso a todos los paises de los productos
relacionados con el nuevo coronavirus. La patente de los test serolégicos del CSIC se
convirtié en la primera del mundo en ponerse a disposicién de esta iniciativa. La no
exclusividad ha dado sus frutos. La empresa biotecnolégica sudafricana Biotech Africa
fabricara y distribuira los test serolégicos en los paises africanos en un acuerdo firmado
con la MPP.

A raiz de la colaboraciéon con la OMS se ha establecido una alianza con el organis-
mo para licenciary hacer que tecnologias del CSIC lleguen, especialmente, a paises
en via de desarrollo. La también inclusion del candidato vacunal del Laboratorio
de Poxvirus y Vacunas en la iniciativa C-TAP se encuadra precisamente dentro de
esta relacion.

En paralelo y a peticiéon de Immunostep, el equipo desarrollé otra prueba serolégica
basada en la técnica de citometria de flujo. Esta técnica de andlisis se fundamenta en
hacer pasar una suspension de particulas de una en una por delante de un haz laser. El
diferente impacto de la luz ofrecera informacion simultdnea de varios parametros en
cada particula.

40 Las regalias son las contraprestaciones que deben pagarse a cambio del uso de una propiedad intelectual ajena.
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La ventaja de este test respecto al anterior es que posibilita con un Unico tubo, llevar a
cabo el analisis equivalente a 12 en una prueba de tipo ELISA. Esto es porque permite
identificar de una tacada tres tipos de anticuerpos diferentes frente a los cuatro antige-
nos mencionados con anterioridad. De esta forma, ofrece mucha informacién con una
pequena muestra de la persona y se simplifica la manipulacién. El kit también ha sido
comercializado con Immunostep, pero en este caso la licencia fue de exclusividad para
la compania salmantina.
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«SOPLE AQUI, POR FAVOR»

Si el SARS-CoV-2 se transmite por el aire, una prueba ideal para detectarlo podria ser
soplando. Sobre este sencillo razonamiento se cimenta la iniciativa consistente en el
desarrollo de un dispositivo de diagndstico con similitudes a las pruebas de alcoholemia.

El proyecto surgio al inicio del confinamiento, cuando Mar Valés plasmé la idea en los
foros de comunicaciéon habilitados por el CSIC para los investigadores. Alli transmitié
la reflexion sobre si seria posible desarrollar una prueba de deteccién que, pidiéndole
a los individuos soplar a través de un filtro, captara el virus. La idea fue recogida por el
Consejo con entusiasmo y, a nivel mas personal, por el investigador Juan Rodriguez Her-
nandez, miembro del grupo de Funcionalizacion de Polimeros (FUPOL), en el Instituto
de Ciencia y Tecnologia de Polimeros (ICTP, CSIC), quien es experto en la sintesis de
polimeros, asi como en impresion 3D.

Sin mas dilacién, los laboratorios de Rodriguez y Valés se pusieron, en la distancia, ma-
nos a la obra con el dispositivo. Realmente no existian muchos sistemas de este tipo,
tampoco en la literatura cientifica a modo de proyecto piloto. Tenian por delante algo
novedoso a lo que dar forma.

El disefio del aparato fue un proceso intenso, con mucha ida y venida de ideas a través
de teleconferencias, hasta que llegaron a la conviccién de generar un sistema inspi-
rado en las espirometrias. Esta prueba se emplea para medir la capacidad pulmonar
e implica soplar en un instrumento, el espirémetro, que mide el volumen de aire ex-
pulsado. En el dispositivo se encontraria un primer filtro que atraparia las particulas
virales, seguido de un segundo encargado de impedir la expulsién de las sobrantes
al entorno. El filtro inicial se extraeria para analizar la presencia de virus mediante la
técnica de PCR.
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Gracias a la colaboracién altruista de varias empresas de Barcelona, que enviaron ma-
terial de espirometria, y otras extranjeras, que les facilitaron filtros para la captacién del
virus, pudieron hacer realidad un disefio hasta entonces plasmado solo sobre papel. A
partir de esas piezas, Valés comunicaba a Rodriguez las medidas exactas para que él las
disenara y creara gracias a una impresora 3D. Todos los componentes se ensamblaron
luego en el CNB.

En el laboratorio de la investigadora pusieron a punto la recogida de muestras en los dis-
positivos. Esto supuso comprobar que el prototipo era capaz de captar acidos nucleicos,
ADN o ARN, procedentes del soplido de individuos sanos. Al fin y al cabo, el objetivo
final era realizar diagndsticos basandose en la presencia o no de material genético del
virus, por lo que este paso previo resultaba fundamental.

Al mismo tiempo que el original sistema iba tomando forma, se empezaron a buscar
colaboradores que tomaran las muestras en personas infectadas por SARS-CoV-2 y que
hicieran posible los diagnésticos mediante PCR. Aqui es donde emergieron varios obs-
taculos que han impedido la culminacién del proyecto.

Para validar el aparato hacia falta que personas contagiadas lo usaran y analizar el filtro
con el virus. No era un procedimiento sencillo y requeria de personal sanitario totalmen-
te protegido por un equipo de proteccién individual completo. Cabe recordar aqui que
el principio de la pandemia, momento temporal donde se sitla esta fase de la iniciativa,
estuvo marcado por el desconocimiento, el miedo y, sobre todo, la saturacion de los
centros médicos, por lo que dar con colaboradores no resulté un asunto baladi. Final-
mente consiguieron que en el Hospital Universitario La Paz se tomaran algunas mues-
tras para luego analizarlas mediante PCR. Este centro era uno de los pocos hospitales
y laboratorios autorizados en esos momentos para emitir diagnésticos mediante dicha
prueba. Con los andlisis se obtuvieron unos pocos datos que no llegaron a ser conclu-
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yentes, a la par que llegaron las vacunas y su consecuente alivio parcial de la situacién,
por lo que el proyecto quedd en este estadio.

A pesar de no ser una historia con un final del todo feliz, los investigadores hicieron todo
lo que estuvo su mano y avanzaron mucho el proyecto, ademas de contar con la aten-
ciéon del Ministerio de Ciencia e Innovacioén. Asi, de desconocer por completo el mundo
de las espirometrias, llegaron a montar un prototipo inspirado en estas que podria servir
como herramienta diagndstica.

MODELOS PARA NO PREDECIR LA PANDEMIA

Las noticias sobre contagios por SARS-CoV-2 llegaban a cuentagotas al inicio de la apa-
ricion del virus. Sin embargo, el crecimiento exponencial de casos no tardaria en produ-
cirse y la avalancha de nuevos infectados era algo que esperar cada manana.

Como otras tantas, cuatro personas hablaban por WhatsApp sobre la progresion de
contagiados. Estaban inquietas por la subida de las curvas. La diferencia es que ellas
eran expertas en predicciéon de dindmicas como la del comportamiento de un virus en
una poblacién. El grupo lo componian Mario Castro, de la Universidad Pontificia Comi-
llas; José A. Cuesta, de la Universidad Carlos Il de Madrid, y Susanna Manrubia y Saul
Ares, ambos del CNB.

Su interés y conocimiento los llevé a embarcarse, de manera informal en un inicio, en
la elaboracion de predicciones sobre la evolucion de la aln epidemia, que comentaban
en discusiones cientificas extendidas hasta la madrugada, una vez que las otras tareas
de su dia a dia habian sido cubiertas. A partir de los datos facilitados casi diariamente
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por el Gobierno y los recogidos por el Ministerio de Sanidad, trataban de esclarecer qué
podian afirmary qué no acerca la progresion de casos en los dias venideros.

Algo perceptible desde el inicio de la aparicién del SARS-CoV-2 fue que el nimero de
contagiados subia exponencialmente, en un primer momento, para empezar luego a
curvarse. Parecia que se acercaba a un pico que marcaria un descenso. Asi, empezamos
a hablar de olas. Acabariamos por familiarizarnos con el término.

El primer pico vino acompanado, por tanto, de esperanzas. Las numerosas predicciones
gue se estaban llevando a cabo generaron afirmaciones en los medios de comunicacién
sobre un posible fin del embiste del virus. Y eso puso los pelos de punta a este grupo de
investigadores. Porque sabian que el comportamiento de forma no lineal de la propaga-
cién de casos en una epidemia no permite hacer predicciones a un futuro muy distante.
De alguna manera, aquello se convirtié en una de sus motivaciones para embarcarse en
el proyecto, que basicamente consistié en discernir hasta dénde se podia llegar con las
predicciones.

La iniciativa supuso analizar el desarrollo de la epidemia en Espana, extraer los meca-
nismos que debian encontrarse operando detras, darles forma matematica y trasladar
todo ello a un modelo computacional. Para desarrollar este trabajo no hace falta un
laboratorio. Basta con lapiz y papel para apuntar ideas, y ordenadores para traducirlas e
implementar las computaciones. Ello les permitié dar una respuesta rapida, muy rapida.
A finales de abril del 2020 ya habian enviado el borrador del articulo cientifico en el cual
recogieron sus conclusiones.

El modelo epidemioldgico mas utilizado para ajustar los datos de progresién de infec-

tados por covid es el conocido como SIR. Este supone una sencilla representacion de
cémo evolucionan las epidemias con el paso del tiempo. Para ello se divide a la pobla-
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cién en tres compartimentos: los susceptibles, los infectados y los recuperados o inmu-
nes. El modelo concibe que, durante la actuacion de una enfermedad como la covid en
una poblacién, las personas irdn pasando de unos compartimentos a otros.

Las predicciones del modelo SIR establecen un crecimiento de casos muy rapido al prin-
cipio que, llegado a un pico, acaba por bajar ante la falta de nuevas personas que infec-
tar. Precisamente lo que mostraban las graficas correspondientes con las distintas olas.
El modelo servia, por tanto, para representar la realidad. Eso llevé a pensar, de forma
generalizada, que también permitiria establecer predicciones, pero estas no acababan
por mostrar lo que ocurria realmente. Por ejemplo, no todos los susceptibles contraian
la covid al haber una parte muy grande de la poblacion aislada en sus casas, sumado a
las reinfecciones, que truncaban las predicciones de alivio.

Asi que el equipo decidié implementar un sencillo modelo de prueba en el que estudiar
otros aspectos que pudieran influir en las dindmicas, como, por ejemplo, tener en cuen-
ta el confinamiento, medida que estaba siendo efectiva para controlar la expansién de
contagiados. Porque una epidemia no avanza sola, sino que lo hace en funcién de las
respuestas que estén dando los individuos en cada momento.

Lo observado por el grupo fue que esa curvatura, tras el crecimiento exponencial de los
casos, podia derivarse luego en una bajada hasta la extincién de la pandemia. O no. Y
es que las previsiones también contemplaban una situacién en la que, tras el esperan-
zador cambio en las graficas, la linea de crecimiento de los casos seguia al alza, aunque
no tan rapido.

Emergia lo que llamaron un punto de inestabilidad, de bifurcacién, decisivo para contro-

lar la pandemia. Ello dependia del comportamiento de las personas en aspectos como
el cumplimiento del confinamiento o el uso de mascarillas. El problema residia en que
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actuar conforme a unas predicciones que identificaban la curvatura con la llegada al
pico de la ola supondria relajar dichas medidas. En ese caso, el punto de inestabilidad,
en vez de optar por el camino a la baja, mantendria el camino al alza haciendo que las
optimistas previsiones no se cumplieran.

Por tanto, la conclusion a la que llegé el equipo fue que las predicciones podian hacerse
con cierta certeza solo a unos pocos dias vista. Mas alla de esa ventana temporal, la in-
certidumbre gana la balanza. Y no era cuestion de tener unos mejores datos de partida
para elaborar prondsticos, que también. Algo intrinseco a la dindmica de una epidemia
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es que cualquier ligero cambio puede alterar el devenir de esta, lo que abre la opcidn a
multiples futuros escenarios. Es una cuestion estructural que tiene algo en comun con
el caos, con aquello de que el aleteo de una mariposa puede generar un tsunami en la
otra punta el mundo. Asi que, incluso con datos perfectos, estos modelos conllevan
una imposibilidad intrinseca para establecer predicciones a medio plazo, por lo que hay
muchos futuros posibles.

Las luces también acompanaron las conclusiones del equipo. Los modelos si eran utiles.
En concreto, servian para comparar escenarios. Los laboratorios de Manrubia y Ares se
centraron en discernir cudl era el protocolo éptimo de vacunacién. En particular, qué
grupo de edad habia que inmunizar primero y a quién habia que dar prioridad. Plantea-
ron para ello un modelo mas detallado que incluyera variables como la estructura de-
mografica de la poblacion, pues es bien sabido que la covid resulta mas letal cuanto mas
mayor es la persona afectada. También contemplaron cudles son los contactos entre los
distintos grupos de edad en funcién de los diferentes paises. Podria ser que los paises
mediterrdneos tengan mas contacto intergeneracional, mientras que en otras culturas
se relacionen menos entre diferentes grupos de edad.

De esta forma pudieron representar una sociedad a la carta y simular qué pasaria en di-
ferentes escenarios de vacunacion. Segun sus simulaciones, para la infeccion por SARS-
CoV-2, el efecto que tiene esta enfermedad en los mayores es tan fuerte que no hay
protocolo mejor que el que se implementd en Espana. El resultado de alguna manera
ayudaba a cerrar el debate sobre si la preferencia debia ser para trabajadores de cara al
publico o para los ancianos.

Si bien la primera parte de este trabajo se encuentra acabada y publicada de forma

provisional, el grupo sigue explorando en la actualidad algunos otros aspectos de su
modelo, como el mayor detalle en el analisis demografico, entre otros.
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ESTIMAR LA DURACION DE LA INMUNIDAD ANTES DE TIEMPO

La duracion de la inmunidad frente al SARS-CoV-2, definida como el tiempo que tarda
una persona en poder volver a infectarse, era un misterio al inicio de la emergencia del
coronavirus. En parte, lo sigue siendo en la actualidad. Por la relacién filogenética con
otros virus, se pensaba que podia situarse en torno al ano, pero no dejaban de ser elucu-
braciones. Sin embargo, conocer la extensiéon de la inmunidad es el mayor bastéon sobre
el que apoyarse para controlar una pandemia, pues de ella depende la tanto la efectivi-
dad de las vacunas como la proteccién natural de las personas frente al coronavirus, lo
gue a su vez condiciona las decisiones sociosanitarias.

/ Delimitar la memoria inmunitaria de una manera fiable requie-
\Y OQ\ re de estudios seroldgicos que rastreen la prevalencia de anti-

2 é% cuerpos en una poblacién durante un tiempo prolongado. Eso
0 p \,:, significa que necesita un nimero minimo de meses hasta

conseguir un resultado fiable, tiempo que aun no habia
/f transcurrido. Las matematicas podian salvar la espera

@)/a P S y ofrecer una aproximacioén de lo que cabria esperar.

ﬁ N
0 A\ %»\Q De ello se ha ocupado el Laboratorio de Lo-
0

gica de los Sistemas Gendmicos,
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dirigido por Juan F. Poyatos en el CNB. Se trata de un equipo interdisciplinar de fisicos y
bidlogos dedicados, en términos generales, a los limites de la predictibilidad en sistemas
biolégicos como puede ser el comportamiento de un virus en una poblacion. Asi que
este problema se ajustaba a sus intereses y experiencia.

El proyecto arrancé un poco de manera espontanea, impulsado por la curiosidad rela-
tiva a la duracion de la inmunidad del personal del equipo. En discusiones cientificas
practicamente diarias via Skype, los investigadores compartian aquello que les llamaba
la atencién sobre la cuestion y cémo resolverla. Esto empezd a ocupar cada vez mas
tiempo del dia a dia hasta converger en lo que acabé siendo una publicacién cientifica.
En la iniciativa estuvieron trabajando desde abril de 2020.

El grupo compartia con el proyecto anterior la problematica de la incertidumbre inhe-
rente a la dindmica de las epidemias o pandemias. Las variables a tener en cuenta para
entender el sistema, como la poblacién confinada o el cumplimiento de las medidas de
distancia social, pueden seguir multitud de caminos diferentes y no es posible saber
cudl hasta que no lo hagan. Ello implica que hacer predicciones a través de modelos que
presuponen cierto determinismo sea ineficiente.

Establecieron de esta forma un modelo, que no es mas que una descripciéon sim-
plista de la realidad a estudiar, con el fin de llevar a cabo dicha estimacién. Primero,
definieron qué grupos de personas se tendrian en cuenta. Es decir, definieron cémo
seria esta realidad simplificada. En el contexto de una epidemia, una poblacién se
puede dividir en categorias, principalmente compuestas por la mencionadas en el
apartado anterior de susceptibles, infectados e inmunes. Las personas van de esta
manera transaccionando de una a otra con una determinada probabilidad. Asi que,
con esto definido, su modelo tenia que resolver cémo de frecuentemente ocurren
tales transiciones.
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Si contaban, sin embargo, con algo por donde tirar del hilo. La dinamica de una epidemia
en la que las personas recuperadas se vuelven inmunes durante un cierto periodo de
tiempo, difiere de aquella en la que los recuperados rapidamente se vuelven suscep-
tibles a la reinfeccion. Explotar esa diferencia de tiempos podria servir para estimar la
duracién de la inmunidad.

Para verificar si su modelo funcionaba, emplearon lo que se conoce como datos sintéti-
cos. Se trata de datos generados por el propio modelo, por lo que los investigadores ya
saben de antemano los resultados que van a conseguir a partir de ellos. En caso de que
no se estime lo esperado, es que hay algo en esta simulacién de la realidad que debe
ser revisado. Este paso fue superado con éxito por el Laboratorio. El modelo estaba, por
tanto, ajustado para resolver el problema de la duracién de la inmunidad al SARS-CoV-2.

De los datos «de mentira» pasaron a datos reales sobre los que hallar la ansiada respues-
ta. Consideraron para ello registros sobre la mortalidad en una treintena de regiones de
todo el mundo muy afectadas por el virus, aunque con especial protagonismo de Esta-
dos Unidos. Finalmente se centraron en la ciudad de Nueva York por la mejor calidad
de sus datos y la mayor tasa de fallecimientos. Los analisis revelaron que la inmunidad
predicha deberia situarse entre los 105 y los 211 dias.

Con el paso del tiempo, se ha podido estudiar en la realidad la duracién de la inmunidad.
Se sabe que la proteccion dura varios meses, de ahi que las reinfecciones se vayan su-
cediendo en la poblacién y la pauta de dosis de refuerzo en la vacunacién. Los datos no
son, sin embargo, del todo concluyentes. La inmunidad es, al finy al cabo, un parametro
muy complejo y numerosas variables pueden entrar en juego a la hora de delimitar su
duracién. La llegada de édmicron fue, por ejemplo, un punto de inflexiéon que le dio una
vuelta de 180 grados al SARS-CoV-2 por sus grandes diferencias respecto a las varian-
tes anteriores.
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VIRUS VERSUS VIRICIDAS

En época de pandemia, se comprobd que no habia mayor tesoro que poder disponer
de un laboratorio de bioseguridad de nivel 3, aseveracién reforzada con el presente
proyecto. El seguro espacio del CNB abrié la oportunidad de establecer una pequena
plataforma para la validacién de viricidas frente al SARS-CoV-2 y otros patégenos. Las
entidades externas interesadas podian testar en ella sus métodos de desinfeccion, tanto
de superficies como ambientales, para comprobar su efectividad.

Del proyecto se ha encargado el Servicio de Bioseguridad gracias a la colaboracion con el
Laboratorio de Coronavirus, que les ha permitido acceder a los tres coronavirus humanos
mortales y al de catarro comun 229E. Asi, disponen de virus en los que probar la eficacia
de los métodos. El trabajo consiste principalmente en hacer un estudio detallado sobre la
eficacia de los sistemas. También se esta analizando la seguridad de uso en presencia de
personas. Ello permitiria desinfectar espacios como, por ejemplo, hospitales, que ademas
de resultar puntos calientes de transmisién de virus, dificilmente quedan vacios de gente.

La plataforma ha propiciado la firma con diferentes empresas de cuatro proyectos de
apoyo tecnoldgico, ya finalizados, mas un quinto todavia en marcha durante la elabora-
cién de este libro. A ellos se suma una iniciativa para testar el ozono en forma de cola-
boracion cientifica con la Universidad Complutense de Madrid que ha producido unos
resultados muy prometedores incluso a dosis no téxicas para los humanos. En las prue-
bas completadas se han valorado como métodos de desinfeccién el plasma atmosférico,
el agua peroxidada*' y fuentes que emiten radiacién ultravioleta. A la Ultima categoria
pertenece el trabajo en curso.

41 Elagua peroxidada contiene agua oxigenada (H,O,), pero también otras moléculas reactivas, fundamentalmente
radicales libres.
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De los sistemas evaluados, y también adscrito al campo de la radiacién, cabe destacar el
efecto de un robot de luz pulsada ultravioleta. La luz ultravioleta es una forma de radia-
cion electromagnética con mas energia que la luz visible, pero menos que los rayos X,
con capacidad para danar ADN y ARN. Por ello se emplea como método de desinfeccién,
ya que inactiva los virus y bacterias al destruir sus acidos nucleicos. Ademas, presenta
la ventaja de ser un método rapido y limpio, pues no deja restos de productos quimicos
en las superficies. Como factor en contra se encuentra el riesgo que supone la radiacién
para las personas. Ello implica que durante su aplicacion el espacio debe estar vacio.

Estos robots emiten una radiacién muy potente en forma de pulsos que le ha permitido
lograr una eficacia casi total para desinfectar, en solo dos minutos, superficies contami-
nadas con los diferentes coronavirus humanos previamente mencionados. El desempe-
no del aparato superaba al de las lamparas empleadas normalmente para tal fin.

El uso de plasma atmosférico aporta otra forma de descontaminacion sin necesidad de
productos quimicos. Los estados de la materia no se limitan a sélido, liquido y gaseoso.
La ionizacion del gas genera una cuarta forma que es el plasma.*? Supone un paso mas,
en el escalado de energia de un estado a otro, que lleva a los atomos a estar cargados
eléctricamente. De ahi que alrededor de los rayos se pueda encontrar plasma. La start-
up espanola CEDRION se ha encargado de aprovechar las caracteristicas del gas ioni-
zado para eliminar el SARS-CoV-2 del ambiente. La empresa comenzd sus andanzas en
el campo de la aerondutica, disefando sistemas de refrigeracién basados en el plasma
atmosférico. El brote de listerioris del 2019, surgido en una empresa andaluza de carne
mechada, llevd a los integrantes del equipo a probar si sus iones eliminaban las bacte-

42 Los estados de la materia no acaban con el plasma. El condensado de Bose-Einstein es otra forma de agregacién
de la materia, que no se encuentra de manera natural, y se forma cuando un grupo de dtomos se enfria hasta cerca
del cero absoluto (-273 °C). La lista tampoco concluye aqui, pues la ciencia experimenta con otras exdticas formas.
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rias. Y, de igual forma, con la llegada de la pandemia dirigieron su tecnologia a inactivar
el nuevo virus. Los resultados preliminares ofrecen casi un 100% de eficacia para in-
activar otros coronavirus, asi como bacterias. Los datos con SARS-CoV-2 son también
positivos, pero estan pendientes de ser publicados.

Ademas de contribuir a desactivar el SARS-CoV-2, el Servicio de Bioseguridad también
ha participado en la investigacion sobre la pervivencia en el ambiente y transmision del
virus. Aun no se entiende del todo bien cdmo un virus bastante labil se las arregla para
mantenerse viable sobre las superficies incluso dias. Tampoco por qué los aerosoles ul-
trafinos, que son gotas minusculas de saliva, pueden mantener durante horas cierta can-
tidad de virus viable, la cual se ha establecido como la via preponderante de transmisién.
Estos aerosoles llevan muy poca carga viral, pero en espacios poco ventilados donde la
presencia del personal se mantenga durante un tiempo se puede producir el contagio por
acumulacién. Por eso, el SARS-CoV-2 no se transmite de forma lineal, sino grupal, lo que
representa una de sus armas para diseminarse tan facilmente entre la poblacion.

Esta iniciativa supone una colaboracién con la Universidad Carlos Ill de Madrid y con el
Instituto de Ceramica y Vidrio, centro adscrito al CSIC. El objetivo pasa por estudiar por
gué el coronavirus se mantiene tanto tiempo en superficies y aerosoles. El trabajo sigue
en desarrollo.
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ANEXO LAS PERSONAS DETRAS DE LA CIENCIA

Puede parecer una obviedad la siguiente afirmacién, pero la ciencia no se hace sola. Las
vacunas tienen caras y nombres. También los antivirales, anticuerpos, estudios sobre
la naturaleza del virus o las predicciones epidemioldgicas. A lo largo del libro ya han
aparecido algunos protagonistas, los mas representativos en cada caso por ser quienes
dirigian los movimientos de la telarafna para atrapar el SARS-CoV-2 en la que se ha con-
vertido el CNB. Faltan, sin embargo, la mayoria.

Las siguientes paginas recogen el listado de todas las personas que trabajaban en el
centro en el ano 2020. La mayoria lo siguen haciendo en la actualidad, otras ya no. Y
otras tantas nuevas incorporaciones han llegado para seguir contribuyendo a este gran
reto que es el SARS-CoV-2. Asimismo, se incluye una mencién especial a las 70 per-
sonas que han sido entrevistadas para la realizacion de este libro, algunas de ellas no
pertenecientes al CNB ni, incluso, al mundo de la investigacion.

LISTADO DEL PERSONAL DEL CENTRO

Acosta, Miguel
Aguilera, Alfonso
Aicart, Clara

Aizpurua, Gonzalo Maria

Albacete, Martin
Albericioc, Guillermo
Algar, Elena

Alonso, Aida

Alonso, Carlos
Alonso, Juan Carlos

Alonso, Tamara
Almazan, Fernando
Almena, Inés Carmen
Almendro, Aranzazu
Almonacid, Luis
Alvarez, Beatriz
Alvarez, Enrique
Alvarez, Eva

Alvarez, Natalia
Antoén, Inés Maria

Aparicio, Tomas

Ara, Pilar

Aragédn, Julio César
Ardavin, Carlos
Ares, Saul

Arranz, Maria Teresa
Arranz, Rocio
Asgais, Abderrahim
Astorgano, David
Atienza, lker
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Avila, Juana Antonia
Ayala, Rosa

Ayora, Silvia

Balaguer, Francisco de Asis
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Barbado, Laura
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Barranco, Santos Esteban
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CPILOGO

Estas paginas han recogido lo que fueron mas de dos anos de trabajo intenso que con-
tinda en la actualidad. Con ello, se ha narrado parte de una realidad comun que nos
azotdé a todos, la pandemia causada por el SARS-CoV-2, pero desde un concreto punto
de vista: el de la actividad investigadora.

Quienes hacen ciencia saben cémo funciona. A los demas nos cuesta un poco mas en-
tender que la consecucion de una vacuna o un farmaco no involucra Unicamente a un
reducido grupo de protagonistas. Tampoco se trata de logros alcanzados en abstracto,
desligados de un momento histérico concreto, ni fruto de la inmediatez.

La colectividad supone, sin embargo, el término protagonista en el avance cientifico. En
todos los sentidos. Desde la colaboracién con el laboratorio vecino o personal de otros




ambitos, como el administrativo o politico, hasta servirse de afios de conocimiento pre-
vio. El retrato del CNB en su labor sobre el SARS-CoV-2 muestra esto a la enésima po-
tencia. La desafiante situacién obligd a una coordinacion sin precedentes, con sus mas
y sus menos, pero desde luego admirable.

Ello no implica disolver al individuo. Los hombros de los sujetos cargaron un gran peso
donde lo personal se mezclaba con lo laboral. Se ha mostrado algiin ejemplo de ello con
los representantes de los diferentes proyectos o areas de trabajo. Extiéndanlos a las casi
700 personas que constituian la plantilla de este centro de investigacion. Porque quien
no investigaba sobre SARS-CoV-2, siguidé haciéndolo en sus proyectos y quien no era
investigador, siguio trabajando también.

Junto con el funcionamiento de la ciencia, el contenido de la misma es algo que nos
resulta cuanto menos escurridizo. Pero ninglin conocimiento es opaco. Solo hay que
ajustar la lente con la que se observa. La presente obra ha buscado acercar a cualquier
interesado esta parte de la realidad, muchas veces inaccesible, tendiendo un puente con
sus protagonistas y con el técnico lenguaje cientifico. Todo ello sin pecar de simplista 'y
buscando satisfacer la curiosidad. Esperamos haberlo logrado.
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El Centro Nacional de Biotecnologia (CNB, CSIC) se implico, con un grado de
colaboracidn sin precedentes, en atender la emergencia que el SARS-CoV-2 planted
en todo el mundo. Este diario de a bordo ofrece una imagen general sobre el trabajo

y la organizaciéon de un centro de investigacion que conté con las herramientas,
las personas y los medios para aportar soluciones frente a la pandemia.
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