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Resumen

La pandemia ocasionada por el coronavirus SARS-CoV-2 ha alterado la vida, la
economia, las relaciones sociales y personales en nuestro planeta y, desgraciada-
mente, ha producido mas de 5 millones de muertes (datos a noviembre de 2021).
Por otra parte, ha puesto de manifiesto el papel esencial que tiene la investigacion
biomédica y lo dependiente que es nuestra sociedad de muchos trabajos cienti-
ficos que solian pasar inadvertidos. Ademas de mostrar el poder que se deriva
de la accién coordinada y cooperativa de grupos de investigacion, la pandemia
también ha puesto un foco en disciplinas que, en gran medida, han sido igno-
radas hasta el momento. La aparicion de variantes de preocupacién e interés y
su relacion con los incrementos en la incidencia de las infecciones en diferentes
olas o la posibilidad de que representen escapes vacunales ha llevado a la OMS a
establecer la vigilancia gen6mica como una de las herramientas fundamentales
para conocer y controlar la expansion del virus. En este articulo, vamos a analizar
algunos aspectos fundamentales de la evolucion y genética de las poblaciones del
virus y como nos pueden ayudar a interpretar adecuadamente los datos deriva-
dos de los analisis de secuencias completas del genoma viral, método ideal para
realizar dicha vigilancia.
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El SARS-CoV-2 es un betacoronavirus (subgénero Sarbecovirus), un vi-
rus de ARN, de cadena sencilla y polaridad positiva (lo que le permite expresar
directamente su mensaje genético cuando infecta una célula) que comparte es-
tas y otras caracteristicas con otros miembros de esa misma familia, como el
SARS-CoV, el virus causante de infecciones respiratorias agudas que en 2002-
2003 afect6 a unas 10000 personas con una letalidad de aproximadamente el
10 %. Gracias a los estudios realizados en varios laboratorios a consecuencia
de ese brote de SARS (y también de los casos de MERS desde 2012), el cono-
cimiento inicial del nuevo coronavirus pudo avanzar rapidamente (Wu et al.,
2020). Si apenas transcurrieron 10 dias desde que se sospech6 que varios casos
de neumonia grave en la ciudad china de Wuhan podian deberse a un virus des-
conocido hasta que se hizo publica la primera secuencia completa de su geno-
ma, en cuestion de horas se dispuso de pruebas diagndsticas para el nuevo virus
(basadas en RT-qPCR sobre regiones especificas de ese genoma) y se empeza-
ron a disefiar lo que unos meses mas tarde nos han suministrado como vacunas
de ARNm, una novedad farmacologica acelerada por la necesidad de controlar
una pandemia practicamente desbocada.

FACULTAD DE CIENCIAS BIOLOGICAS Y AMBIENTALES. UNIVERSIDAD DE LEON 65



AMBIOCIENCIAS - REVISTA DE DIVULGACION CIENTIFICA E INNOVACION DOCENTE

Desde esa primera secuencia de un genoma hasta la actualidad, se han
obtenido y hecho publicas las secuencias de mas de 5 millones de genomas virales
(https://www.gisaid.org), proporcionando una informacién sobre la variabilidad
genomica de este virus que no tiene equivalente para ningin otro organismo. Ex-
plotar esta informacion ha supuesto un reto a muchos niveles, desde la informa-
tica hasta la biologia molecular, la biotecnologia o la biologia evolutiva. A estos
niveles se les anaden dos componentes externos al virus, pero esenciales para
entender su evolucion: el huésped y el ambiente, asi como las interacciones que
se establecen entre ellos y con el propio virus (Fig. 1).
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Figura 1. Perspectiva multifactorial de las enfermedades infec-
ciosas.

Tomemos, por ejemplo, el efecto que tiene la mutacion sobre la evolu-
ci6n del virus. Como sabemos, la mutacién es la fuente tltima de toda variaciéon
genética. Una de las caracteristicas de los coronavirus es que poseen una cierta
capacidad de correccidén de errores en el proceso de replicaciéon de su material
hereditario, lo que hace que su tasa de mutacion sea inferior a la de otros virus
ARN (del orden de 104 — 107 sustituciones/sitio/replicacion), casi dos 6rdenes de
magnitud inferior a la del VIH (virus de la inmunodeficiencia humana) o el VHC
(virus de la hepatitis C). Esa tasa de mutacion se traduce en una tasa de evolucion
de aproximadamente dos sustituciones al mes cuando se analiza la acumulacion
de diferencias en un linaje viral a lo largo del tiempo, comparado con el virus del
que deriva (Duchéne et al., 2020).

Sin embargo, ese valor es un promedio y tiene una gran varianza, lo que impli-
ca que algunos linajes acumularan muchas mas mutaciones y otros muchas menos que
ese valor. Pero, ademas, ese valor se ha obtenido a partir de datos de virus obtenidos
de pacientes en las primeras etapas sintomaticas de su infeccion, cuando se toman las
muestras para el diagnostico que acaban siendo secuenciadas y depositadas en las bases
de datos. De ahi son tomadas por los grupos que estudian la evolucion y epidemiologia
molecular del virus, obteniendo las estimaciones de tasa de evolucion ya indicadas. No
obstante, hay una fraccion de infecciones que se prolongan en el tiempo, de forma per-
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sistente, especialmente en casos de personas inmunodeprimidas y que son sometidos
a tratamientos, algunos de ellos basados en anticuerpos mono- o policlonales frente al
SARS-CoV-2. En varios de estos pacientes se ha observado una acumulacion de mu-
taciones con una tasa mucho mas elevada. Es la consecuencia de la accién continuada
de la seleccion natural sobre la poblacion viral infectiva, que tiene que hacer frente a
la presion de esos farmacos. El resultado es que aquellas mutaciones que favorecen el
escape a la neutralizacion por esos anticuerpos usados en el tratamiento son favoreci-
das y se acumulan rapidamente, arrastrando con ellas otras mutaciones que pueden
haberse producido en los mismos genomas y que no tienen efecto sobre la eficacia del
virus. De hecho, se ha comprobado que muchas de esas mutaciones coinciden con las
observadas en las variantes de preocupacion (VOCs, por Variants of Concern) y de
interés (VOIs) y que han ocasionado alarmas ante la posibilidad de escape a la inmuni-
dad conferida tanto por las vacunas como por la infeccion natural.

Si bien la mutacion es la principal fuente de variabilidad genética, sobre
esta acttian diversos procesos evolutivos, casi siempre de forma concurrente,
aunque con intensidad variable, lo que dificulta enormemente la realizacién de
predicciones precisas. Hemos comentado la accién de la seleccién intrapaciente
en los casos de infeccion persistente, pero la selecciéon natural también actia en
los casos de infeccidon aguda, la mas habitual en la COVID-19, en la que se re-
suelve en unas dos semanas. En estos casos, y con independencia de la gravedad
que pueda ocasionar la infeccion en las personas afectadas, la persistencia de la
poblacién del virus depende de que pueda encontrar un nuevo huésped en el que
proseguir su ciclo infectivo. Por tanto, si hay una caracteristica del virus que pue-
de ser favorecida por la seleccion natural es su mayor transmisibilidad.

Este objetivo puede cubrirse de varias formas: menor tiempo hasta alcanzar
una cantidad de virus infectivos en las vias respiratorias, mayor carga viral en las mis-
mas, mayor persistencia en el ambiente, etc. Muchas de estas propiedades dependen
de una proteina viral concreta, la espicula (proteina S o “spike”), sobre la que se han
concentrado los esfuerzos de muchos investigadores. La presion selectiva sobre este
caracter ha ido modificAndose a lo largo de la pandemia, y seguramente continuara
haciéndolo mientras el virus permanezca en nuestras poblaciones.

En las etapas iniciales, practicamente la totalidad de la poblaciéon humana era
susceptible a la infecciéon por el SARS-CoV-2. En esas circunstancias, la presion se-
lectiva era relativamente pequefia y la mayoria de las mutaciones que aparecian en la
espicula se comportaban neutralmente, es decir, no poseian una ventaja sobre otras
variantes presentes en la poblacion. Una excepcion clara la represent6 la mutaciéon
D614G, la sustitucion del aspartico de la posicion 614 de la proteina de la espicula por
una glicina que, con una ligera ventaja en la transmision, lleg6 a desplazar casi por
completo a la variante original (linaje A de Wuhan). Esta mutacion aparecio en va-
rias ocasiones antes de alcanzar esa gran frecuencia, lo que resalta la importancia del
entorno en que aparece una mutacion para determinar su destino final, a pesar de la
posible ventaja intrinseca que posee (Korber et al., 2020). En este caso, la mutaciéon
que llegd a casi fijarse en la poblacion mundial aparecio en Italia, a finales de febrero
de 2020, coincidiendo con el inicio de la expansion de la pandemia en ese pais y, al
poco en el resto de Europa.

FACULTAD DE CIENCIAS BIOLOGICAS Y AMBIENTALES. UNIVERSIDAD DE LEON 67



AMBIOCIENCIAS - REVISTA DE DIVULGACION CIENTIFICA E INNOVACION DOCENTE

La ventaja selectiva de la mutacion D614G se vio notablemente incremen-
tada por su asociacion con una rapida expansion epidemiologica, que favorecio
su implantacién en otros paises y su gran predominancia en ellos. Una excepcion
a este patron general lo representd Espaina, donde las primeras introducciones
del virus, de las que se derivaron gran parte de los casos iniciales de COVID-19 en
nuestro pais, se debieron a virus que no incorporaban esa mutacion. En conse-
cuencia, en las primeras semanas de la pandemia, nuestro pais se caracterizo por
una elevada frecuencia de la variante original (D614) que s6lo fue reemplazada
por la mutante (G614) tras las medidas de confinamiento que redujeron drastica-
mente la circulacion del virus (Lopez et al., 2021).

Una evidencia directa del poderoso efecto que ejerce la situaciéon epidemio-
logica sobre la distribucion de la variacion genética del virus, con independencia de
cudl sea esta, la proporcion6 la expansion de otra mutacion de la espicula, A222V,
en varios paises europeos durante el verano de 2020. Esta mutacion esta asociada al
linaje B.1.177, también conocido como 20E (EU1), y fue detectada originalmente en el
Noreste de Espafia a mediados de junio de 2020, vinculada a brotes de trabajadores
temporeros agricolas. En poco tiempo estos brotes iniciales se extendieron a otras re-
giones de nuestro pais y en julio era la variante mayoritaria, con méas del 8o % de las
secuencias correspondiendo a la misma. En esas fechas, las autoridades levantaron
las restricciones de movilidad internacional y se permitio la entrada de turistas en
nuestro territorio. Aunque se mantenian algunas restricciones y recomendaciones,
tanto en Espafia como en otros paises, las vacaciones estivales actuaron como catali-
zadoras de las interacciones personales, con una bajada en el cuamplimiento de esas
medidas de control. El resultado fue un aumento progresivo de la incidencia no s6lo
en nuestro pais sino, también, en otros muchos paises europeos. En algunos, como
el Reino Unido, Suiza, Noruega o Irlanda, la variante B.1.177 pasé a ser también do-
minante. Nuestros analisis (Hodcroft et al., 2021) demostraron una relaciéon directa
entre la movilidad a y desde Espafa de estos paises y el aumento en la frecuencia de
esta variante. Sin embargo, los experimentos realizados en el laboratorio no lograron
demostrar que la mutacién A222V estuviese asociada a una mayor transmisibilidad
del virus. El aumento de su frecuencia, en realidad de todo el linaje, no se debia,
como en el caso de la variante alfa, a una mayor transmisibilidad sino al efecto de
crecimiento epidemiologico independiente de la naturaleza del virus. Ello sin que
hubiese diferencias sustanciales en la dindmica de aumento cuando se compar6 con
la de la variante alfa, por ejemplo. De hecho, en otros paises europeos, con los que el
intercambio de viajeros con Espafia también fue frecuente, no se observo el aumento
de esta variante, a pesar de haberse detectado en los mismos. El ejemplo més claro
lo proporciona Francia, con frecuente movimiento de personas con nuestro pais, y
en el que se estableci6 en esas fechas otra variante (20A.EU2), extendida también a
Bélgica. Tampoco se ha demostrado una mayor transmisibilidad de esta variante y,
en competencia con la 20E (EU1), goz6 de la ventaja que proporciona la anticipacion,
estar antes en el lugar y momento en que empezaron a aumentar los contagios.

Si la fuente tltima de variabilidad genética es la mutacion, este no es el tnico
proceso responsable de la variacion que observamos en cualquier especie. Ademaés
de la seleccion, la deriva o la migracion, la recombinacion juega un papel importante
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en la evolucion de casi todos los organismos, SARS-CoV-2 incluido. Debemos aclarar
que la recombinacion en virus y bacterias no es estrictamente equivalente a la re-
combinacién en organismos diploides con reproduccion sexual, en la que se produce
recombinacion entre cromatidas hermanas en la primera etapa de la generacion de
gametos. En esos microorganismos, los diferentes procesos que originan recombina-
cion lo hacen de forma asimétrica, en los que un individuo recibe material genético
de otro, pero no a la inversa: no es un intercambio, es una transferencia. De hecho,
la diferencia entre recombinacién y transferencia génica horizontal se centra en la
distancia (evolutiva) entre donante y receptor del material transferido, lo que afecta
a la frecuencia y el posible destino evolutivo de ese material.

La recombinacion es un proceso habitual en la evoluciéon de los corona-
virus. Si bien no se ha podido determinar su implicacién directa e inmediata en
la aparicion del SARS-CoV-2, la documentacion de su presencia en etapas evo-
lutivas anteriores (Boni et al., 2020) y en la actualidad (Gutierrez et al., 2021;
Jackson et al., 2021) hacen que no sea una mera conjetura invocar su papel en el
origen de este virus. La obtencion de la primera secuencia genémica del SARS-
CoV-2 en enero de 2020 permiti6 un analisis inmediato de su relaciéon con otros
coronavirus ya secuenciados hasta ese momento. Ademéas de determinar que se
trataba de una nueva especie viral, los primeros anéalisis mostraron que los virus
mas estrechamente relacionados con él se encontraban en distintas especies de
murciélagos, todos ellos muestreados en China: RaTG13 en un ejemplar de Rhi-
nolophus affinis secuenciado en 2013, RmYNo02 secuenciado en 2019 procedente
de un individuo de R. malayanus, a los que se unio, ya en 2020, RpYNo06 proce-
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El analisis con el genoma completo no muestra la diversidad de diferentes
contribuciones al genoma de SARS-CoV-2 y de sus ancestros desde otros sar-
becovirus. Para apreciarlo, es necesario un anéalisis mas detallado de la historia
filogenética de distintas porciones del genoma del virus, que estos autores han
obtenido mediante el método de ventanas deslizantes. El resultado de su anélisis
(Fig. 3) muestra que ha habido varios eventos de recombinacién con la conse-
cuencia de que distintas porciones del genoma del SARS-CoV-2 estan mas estre-
chamente emparentadas con virus diferentes, si bien todos ellos incluidos entre
los identificados hasta el momento.
01a S

RORP  nspi3 nspl4 15 164 NTD RED

190
o AYNOZ

BIYTZ
o RmYNOZ
¥ sARS-Cov-a -

Al RaTG13 ol RaTG13

0z 07 [ [

Figura 3. Arbol filogenético de diferentes regiones genémicas.
Se indican los valores de soporte por bootstrap (1000 réplicas)
de las ramas. Las secuencias de SARS-CoV y SARS-CoV-2 se han
colapsado para facilitar la claridad (Delaune et al., 2021).
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Nuestro conocimiento de la variabilidad de los sarbecovirus es, a pe-
sar del interés que su estudio ha despertado en los meses precedentes, ain
muy limitado y es posible que nuevas expediciones de muestreo revelen an-
cestros atin mas proximos en algin animal salvaje. Sin embargo, la hipotesis
cientificamente méas aceptada de salto desde un hospedador natural, casi con
seguridad algiin murciélago, a nuestra especie a través de algin intermediario
sera extremadamente dificil de comprobar. A diferencia de otros saltos zooné-
ticos (virus ébola, VIH, etc.), el SARS-CoV-2 parece haber saltado s6lo en una
ocasion a la especie humana y ya en ella se ha diversificado y dado lugar a la
expansion pandémica. La posibilidad de que la preadaptacion de sitios clave
en la secuencia geno6mica del virus, como el punto de corte de la furina o la
estructura del dominio de uni6n al principal receptor en las células humanas,
la enzima convertidora de la angiotensina 2 (ACE-2), se haya producido en
esa supuesta especie intermediaria o ya en la propia especie humana queda
pendiente de comprobar, al menos por el momento. Incluso podemos consi-
derar la posibilidad de que se haya producido en un hospedador natural y que
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la recombinacion diese como resultado un virus ya adaptado para infectar y
transmitirse en nuestra especie (Khadka et al., 2021).

En los escasos dos anos transcurridos desde el inicio de la pandemia he-
mos tenido numerosas oportunidades para observar la accion de la evolucion. En
cierto modo, que un virus sea capaz de evolucionar con rapidez no es novedoso,
pues cambios similares se habian observado previamente. Sin embargo, en mi
opinion, la principal diferencia con esos casos radica en la trascendencia que la
evolucion del SARS-CoV-2 ha tenido en la opinién publica, en los medios de co-
municacién, incluso en la adopcion de medidas de control de la transmisién de
nuevas variantes y mutaciones. La gente, de muy diferentes procedencias, eda-
des o niveles culturales, se pregunta como es que la ciencia no puede prever la
aparicion de estos mutantes y, por tanto, prevenir sus consecuencias. Ya hemos
comentado sobre los procesos que conducen a la expansion de estas mutaciones 'y
de algunos linajes. Posiblemente, es mucho més dificil transmitir la idea de que la
evolucion de un organismo no es predecible salvo en las condiciones controladas
del laboratorio y para algunos casos sencillos, y ni siquiera esto se cumple siem-
pre, como se demostro en el LTEE (Long Term Evolution Experiment) con E. coli
de R.E. Lenski (Blount et al., 2012).

¢Qué podemos predecir sobre el futuro evolutivo del SARS-CoV-2?
Desgraciadamente, poco, y lo poco que podemos afirmar no permite adoptar
medidas de prevencion que nos sirvan para paliar los dafios potenciales. El
virus va a seguir mutando. Mientras se replique, tanto dentro de un paciente
infectado como cuando pase a infectar a una nueva persona, las mutaciones
seguirdn produciéndose. Algunas cambiaran alguna caracteristica del virus,
las menos, pero la gran mayoria de esas nuevas mutaciones desapareceran
bien por la accidn de la seleccion natural, bien por casualidad en el cuello de
botella que se produce en cada transmision. Este cuello de botella disminu-
ye tremendamente la efectividad de la seleccion natural, incluso cuando ésta
actia favoreciendo una nueva mutacion, pues los cuellos de deriva reducen
el tamafio efectivo poblacional de forma que se necesitan coeficientes de se-
lecciéon muy elevados para que la seleccidon actie eficazmente (Ohta, 1973).
Debemos insistir en que baja probabilidad no implica imposibilidad y que,
como hemos visto, ocasionalmente algunas de esas mutaciones, especialmen-
te las que aportan alguna ventaja al virus, aumentaran su frecuencia en la
poblacion, arrastrando con ellas otras mutaciones, posiblemente neutrales,
presentes en el genoma en que aparecieron y con el que tuvieron éxito evolu-
tivo. ¢Qué tipo de ventaja pueden aportar al virus? Pues depende del entorno
en que aparezcan. En este caso, el entorno es la combinaciéon de inmunidad
de la poblacion y comportamiento individual y social. En Biologia evolutiva es
conocido que la mayor eficiencia de la seleccion se produce hasta el momento
en que el organismo llega a reproducirse. En el caso de los virus, podemos
asimilar la reproduccién a la transmision a un nuevo hospedador. Por eso,
hasta el momento y con seguridad en el futuro, aquellas mutaciones y varian-
tes que faciliten la transmision son las favorecidas por la seleccion natural.
Se pueden comparar las dindmicas de las variantes preocupantes (VOCs) alfa
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y delta, caracterizadas por mayor transmisibilidad, con las de beta y gamma,
que recibieron ese calificativo por la posibilidad de que escapasen a la acciéon
neutralizante de algunos anticuerpos (Fig. 4).
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Figura 4. Dindmica de las frecuencias relativas de las VOCs y
VOIs entre las secuencias de SARS-CoV-2 analizadas en Espana
y depositadas en GISAID (https://www.gisaid.org) y analizadas
por Covariants.org.

Mientras haya una parte sustancial de la poblacion no inmunizada, la
mayor parte de las transmisiones se produciran sobre esa fracciéon de la pobla-
cién. Debemos aclarar que la inmunidad que previene la transmision no es la
que confieren las vacunas actuales, sino la que produciran vacunas administradas
nasalmente y que acttian sobre las mucosas nasales que representan el primer
punto de la infeccién en las personas. La inmunidad en las mucosas tiene com-
ponentes diferentes a la inmunidad humoral, que es la que activan las vacunas
inyectadas. Por tanto, a efectos de transmision, la gran mayoria de la poblacion
no esta inmunizada, aunque el nivel de proteccion frente a la infeccion y la sub-
siguiente transmisiéon es mayor en personas vacunadas que en las que no lo han
sido. Las vacunas que hemos recibido este tltimo afio actian protegiéndonos de
infecciones graves, que conducen a hospitalizaciones, ingresos en UCI y desenla-
ces fatales. Por tanto, es posible que sigamos observando la apariciéon de alguna
mutacidon con mejor transmisibilidad que las variantes actuales. Sin embargo, no
podemos predecir ni cual, ni déonde, ni cudndo, ni siquiera con plena certeza si
llegara a aparecer.

¢Y si conseguimos una inmunidad que nos proteja de la infeccion?
Pues lo que hemos comentado en el parrafo anterior, también aplica en
esta situacion. Cabria la posibilidad, remota pero no nula, de que aparezcan
mutaciones que eludan esa inmunidad protectora frente a la infeccion y
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también frente a la gravedad de la infeccion. Retornariamos entonces a una
situacion similar a la del inicio de la pandemia, con gran parte de la poblaciéon
sin inmunidad efectiva. Solucién: volver a vacunar usando cepas parecidas a
las circulantes y que restauren las inmunidades perdidas. Pero esta estrategia
es la que ya usamos con la vacunacion anual contra la gripe, aunque el nivel
al que deberiamos alcanzarla en la poblacidon es sustancialmente mayor que
frente a ésta. Por ello, la mejor estrategia en estos momentos pasa por dismi-
nuir al maximo el tamafo de la poblacién viral, disminuyendo la produccién
de esas mutaciones. Esto sblo se puede lograr con una vacunacion universal,
en todos los paises y no s6lo en los privilegiados, pues no importa donde se
produce una mutacion ya que su capacidad de alcanzar cualquier rincon del
globo es, como hemos podido comprobar, casi total.

El reciente anuncio de la disponibilidad de dos antivirales especificos para
el tratamiento de la COVID-19, con alta eficacia para evitar gravedad de la misma
si se administran en los dias inmediatos al diagnostico, plantea otra posible via de
aparicion de mutaciones indeseables en el genoma del virus. Estos medicamentos
son de distinta naturaleza y modo de acciéon: Molnupiravir, de la farmacéutica
Merck (https://www.merck.com), es un agente mutageno especifico para el ARN,
mientras que PAXLOVID, de Pfizer, actia como inhibidor de la proteasa viral
(https://www.pfizer.com). La historia nos demuestra que los virus de ARN tienen
una gran capacidad para encontrar mutaciones que disminuyan o eliminen la
actividad de diferentes fArmacos antivirales y el SARS-CoV-2 no es previsible que
represente una excepcion. No obstante, debemos considerar no s6lo la posibili-
dad de que aparezcan esas mutaciones, sino de que se extiendan en la poblaciéon y
representen una amenaza para la eficacia de esos medicamentos en su aplicacion
a la poblacion necesitada. Una administracion adecuada y controlada ayudaria a
limitar esa indeseable situacion.

Por tanto, una vigilancia genémica sobre la variacion genética del virus y
unas medidas adecuadas para disminuir el riesgo de aparicion de esas mutacio-
nes, a través de la extension universal de la vacunacion y la administracion juicio-
sa de los fArmacos antivirales, parecen medidas adecuadas para lograr el objetivo
de reducir a niveles minimos la circulaciéon de virus capaces de infectar y, caso de
hacerlo, conducir a gravedad en las infecciones producidas. El resto de medidas
necesarias para ello esta en nuestras manos.
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