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Abstracto

La estimacion de cantidades biolégicas clave, como el niumero total y la masa de
células en nuestro cuerpo o la biomasa de organismos en la biosfera en unidades
absolutas, mejora nuestra intuicion y comprension del mundo vivo (%), Tal
perspectiva cuantitativa podria ayudar al esfuerzo intensivo actual para estudiary
modelar la propagacion de la pandemia de COVID-19. Recientemente hemos
recopilado datos cuantitativos a nivel de virus, asi como a nivel comunitario, para
ayudar a comunicar el conocimiento mas avanzado sobre el virus SARS-CoV-2 al
publico y a los investigadores por igual y proporcionarles un conjunto de herramientas
cuantitativas para pensar en la pandemia (2). Aqui aprovechamos dicha informacion
cuantitativa para estimar el nimero total y la masa de viriones del SARS-CoV-2

presentes en un individuo infectado durante el pico de la infeccién.
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Las cargas virales se miden comunmente de dos maneras distintas: contando los
genomas de ARN viral mediante PCR cuantitativa en tiempo real (QRT-PCR) y midiendo
el nimero de unidades infecciosas en cultivo de tejidos (&). El segundo enfoque incuba
células de mamiferos susceptibles con diluciones de una muestra de paciente para
determinar la cantidad de muestra requerida para matar el 50% de las células. Este
valor se utiliza para volver a calcular el titulo infeccioso en la muestra en unidades de
"dosis infecciosa de cultivo de tejidos al 50%" o TCIDs (por ejemplo, por el método de
Reed y Muench (%)). El TCIDso es analogo (y a menudo cuantitativamente similar) al
ensayo de unidades formadoras de placa (PFU). Aqui, nos referimos a TCIDso y PFU en
general como "unidades infecciosas". Como estas dos modalidades de medicidn
(copias del genoma del ARN y unidades infecciosas) difieren en los valores informados
y la interpretacién (un método que mide el nimero de ARN, el otro que mide el
numero de unidades infecciosas), informamos y comparamos las estimaciones

derivadas de ambos enfoques.

Para estimar el niUmero total de viriones presentes en un individuo infectado en el pico
de la infeccidon, nos basamos en tres estudios que midieron la concentracién de ARN
gendmico del SARS-CoV-2 en los tejidos de macacos rhesus infectados —4 dias después
de la inoculacidn con el virus (8729). Las concentraciones virales se midieron en
muestras de todos los tejidos relevantes de los sistemas respiratorio, digestivo e
inmunolégico y los valores se dan en unidades de copias del genoma por gramo de
tejido. Utilizamos valores medidos en macacos rhesus, ya que son el organismo mas
cercano a los humanos donde se dispone de datos tan completos. Utilizando estas
mediciones estimamos el niumero total de viriones multiplicando la concentracion de
genomas virales en cada tejido por la masa tisular total (¥ 12). Suponemos que cada
genoma esta asociado con un virion (es decir, la proporcién de viriones a copias del
genoma Fuiriones a copias de ARN=1). EN caso de que una gran fraccidn de las copias de ARN
viral estén presentes como ARN "desnudo" (no encapsulado dentro de particulas
virales), el uso de copias de ARN viral como un proxy para el nimero de particulas
virales podria conducir a una sobreestimacién. Ampliamos esta fuente de
incertidumbre en la discusién. Como se ve en Figura 1, los pulmones son los mas
grandes de estos tejidos sobre una base de masa (Mpuimones= 1kg). También se encontré
gue los pulmones albergan la mayor concentracién de ARN viral (Cpulmonescopias del
genoma=106-108[Copias de ARNg], ver Sl para detalles completos y comparacién con

fuentes adicionales) y por lo tanto estimamos que los viriones en los pulmones son el
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contribuyente dominante al nimero total de viriones en el cuerpo durante el pico de
infeccidn, con Cpulmonescopias del genomaxMpulmonesxFviriones a copias de
ARN=Nviriones106-108[Copias de ARNg]x1000[g]x1[virionesCopias de
ARN]=109-1011]viriones].

(1)
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Figura 1:

Representacion esquematica de la estimacion del nimero de viriones en
un individuo infectado.

La estimacion se realiza utilizando la carga viral medida en un gramo de
tejido de macaco rhesus multiplicada por la masa de tejidos humanos en
una persona adulta de referencia con un peso corporal total de 70 kg (12).
En el tracto digestivo las concentraciones estan cerca del limite de

deteccion.

Otros tejidos, como la mucosa nasal, la laringe, el arbol bronquial y los ganglios

linfaticos adyacentes tienen una masa combinada de ~ 100 g (12) y concentraciones
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maximas de 10°—-107 Copias de ARN/ml Yy, por lo tanto, contribuyen como méximo con

un 10% adicional a una estimacion basada unicamente en los pulmones (Figura 1).

Otro estudio (£2) midié las concentraciones de virus infecciosos en tejidos de macacos
rhesus infectados 4 dias después de la inoculacion utilizando métodos de cultivo
celular. Este estudio informa mediciones en unidades de TCIDso. Los valores maximos
en estas unidades son mucho mas pequefios, del orden de 103-10*TCIDso/ml para el
tejido pulmonar. Combinando estas mediciones con el volumen de tejido pulmonar
humano adulto (*1L), obtenemos una estimacién de 10°-10’unidades infecciosas en
un adulto, en comparacion con 10°-10* Copias de ARN, estimadas a partir de los otros
estudios (Figura 1). Estos datos sugieren una diferencia de aproximadamente 4
ordenes de magnitud entre las mediciones de RT-PCR de ARN viral y las mediciones de
cultivo de tejidos de titulos virales en TCIDso unidades. Para comprobar la consistencia
de este resultado con la literatura publicada, se recopilaron 13 estudios que midieron
tanto las copias de ARN viral del SARS-CoV-2 como la TCID.so o PFU en monos y
muestras humanas (Sl). La relacion caracteristica entre las mediciones de copia de ARN
y TCIDso las mediciones son de aproximadamente 4 6rdenes de magnitud, pero pueden
variar entre 3 y 5 érdenes de magnitud. Atendemos a esta aparente discrepancia entre
las copias gendmicas virales y las unidades infecciosas en la Discusion. Continuamos
analizando lo que se puede inferir de la evidencia de que el nimero total de viriones
en un individuo infectado durante el pico de infeccidn es de 10°-10%%, y el nimero de

unidades infecciosas es 10°—10’.

Si bien las estimaciones se realizaron utilizando un valor de referencia para la masa
pulmonar tomada de hombres adultos, se pueden generalizar al caso de mujeres 'y
ninos. Confiamos en la multiplicacién de la concentracion viral en los pulmones y la
masa total de los pulmones. Los valores de referencia para la masa pulmonar muestran
un valor menor en un 20% para las mujeres, y un 25-75% mas pequefio para los nifios
de 5 a 15 afios (12). Aunque se sabe que la COVID-19 afecta mas a los hombres adultos
que a las mujeres y los nifios (1% 12), hay escasa informacion sobre la diferencia en las
concentraciones virales entre el sexo y la edad. Una preimpresion (1°) sugiere que la
concentracion viral en los nifios es menor hasta en un orden de magnitud, pero el
cambio que midieron no es consistente en todo el rango de edad. Suponiendo que el
cambio en la carga viral medida representa un cambio similar en la concentracién viral
en el tejido pulmonar, y combinando las concentraciones con la masa pulmonar

reducida, obtenemos que el nimero de viriones en una mujer infectada es similar al
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estimado para los hombres (es decir, del mismo orden), y que un nifio infectado

probablemente lleva un orden de magnitud menos viriones.

Ademas de analizar el estado de un individuo infectado durante el pico de infeccion,
también podemos estimar el numero total de viriones y unidades infecciosas
producidas en el transcurso de una infeccion, asi como la tasa de produccién de
viriones dentro de un huésped humano. Para estimar el nimero total de viriones
producidos durante una infeccién, observamos su relacién con el nimero de viriones
en el pico de infeccidn. La carga viral de un individuo infectado generalmente aumenta
bruscamente hasta alcanzar el pico y luego disminuye rapidamente. El hecho de que la
curva de carga viral sea empinada significa que una gran fraccién de todos los viriones
producidos se producira cerca del pico de infeccion. Se infirid que la vida media de los
viriones del SARS-CoV-2 en el espacio extracelular era de aproximadamente 1-8 horas
(22719), Esto significa que en los 1-3 dias cerca del pico de la infeccién, la produccion
viral acumulada debe ser aproximadamente 3-30 veces la carga viral instantanea
observada ("snap-shot"). Debido a que la produccién general de viriones esta
dominada por el periodo de tiempo cercano a la infeccién mdxima, estimamos que la
relacion entre la produccion total de viriones y su nimero maximo estd en el rango de
3 a 30 (consulte el Sl para obtener detalles, asi como la derivacién adicional de esta
relacion a partir de observaciones de células infectadas y el tiempo de residencia de los
viriones en ellas). Combinando este factor con nuestras estimaciones para el nimero
maximo de viriones y unidades infecciosas obtenemos una produccion total de 3x10°-
3x10% viriones, o 3x10°-3x108 unidades infecciosas durante todo el curso de una

infeccidn caracteristica.

Vete a:
Calculo del nimero total de células infectadas por el SARS-CoV-2

Utilizamos nuestra estimacién del nimero total de unidades infecciosas en el cuerpo
de un individuo infectado para estimar el nimero de células que estan infectadas por
el virus durante el pico de infeccidn. Para estimar el nimero total de células
infectadas, estimamos cudntas unidades infecciosas se encuentran en cada célula

infectada como se muestra en Figura 2.
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Figura 2:

Estimacién del nimero de células infectadas y su fraccion de las células huésped
potencialmente relevantes.

Nos basamos en dos lineas de evidencia para estimar el nimero de unidades
infecciosas dentro de una célula infectada en un momento dado. El primero son los
datos sobre el nimero total de unidades infecciosas producidas por una célula
infectada a lo largo de su vida, también conocido como el rendimiento. Como no
tenemos conocimiento de estudios que informen directamente los valores del
rendimiento de las células infectadas con SARS-CoV-2, se utilizaron los valores
informados para otros betacoronavirus en combinacién con los valores que derivamos
de un estudio (29) de la cinética de replicacién del SARS-CoV-2. Utilizando un ensayo de
formacién de placa para contar el nimero de unidades infecciosas, dos estudios
previos midieron el rendimiento viral como 10-100 o 600-700 unidades infecciosas
(2+22), Uso de valores notificados para la cinética de replicacién del SARS-CoV-2 (29)
estimamos un rendimiento de ~ 10 unidades infecciosas por célula a las 36-48 horas de
la infeccidn, de acuerdo con el extremo inferior de estas estimaciones. Para convertir

el nimero total de unidades infecciosas producidas en general por una célula en el
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numero de unidades que residen en la célula en un momento dado, estimamos que la
relacién entre estas dos cantidades es de 3 a 30 utilizando dos métodos
independientes detallados en el SI. Combinando esta relacidn con nuestra estimacion
para el nimero total de unidades producidas por una célula, estimamos que, en un
momento dado, hay entre unos pocos y unos pocos cientos de unidades infecciosas

gue residen en cada célula infectada.

La segunda linea de evidencia se refiere a la densidad de viriones dentro de una sola
célula. Varios estudios han utilizado la microscopia electrénica de transmision (TEM)
para caracterizar la replicacion intracelular de los viriones del SARS-CoV-2 dentro de las
células (£728). Usando siete exploraciones TEM tomadas de esos estudios, estimamos
que la densidad de viriones dentro de las células infectadas es de 10°viriones por 1 pL
(consulte Dataset S1). Como las células humanas atacadas por el SARS-CoV-2 tienen un
volumen de =1 pL (lo que resulta en una masa celular de =1 ng) (22 28), los datos de
TEM indican que hay =10° particulas virales dentro de una sola célula infectada en
cualquier momento. Como se hizo anteriormente, asumimos una proporcién de 1
unidad infecciosa resultante por 10* Viriones. Por lo tanto, las exploraciones TEM
implican que hay =10 unidades infecciosas que resultaran de los viriones que residen
dentro de una célula en un momento dado después de las etapas iniciales de la

infeccion.

Siguiendo esas lineas de evidencia concluimos que en un momento dado hay
~10°viriones que residen dentro de una célula infectada que se traduce en ~ 10
unidades infecciosas. Usando la relacion entre la produccién total y el valor en un
momento dado dentro de la célula, concluimos ademads que el rendimiento general de
una célula infectada es de ~ 10°-108 viriones o ~10-100 unidades infecciosas,
coincidiendo con el rango medio de mediciones de otros betacoronavirus. Esta
estimaciéon también concueerda bien con los resultados recientes de los modelos

dindmicos de infeccion por SARS-CoV-2 en el huésped (£ 29),

Podemos realizar un control de cordura utilizando consideraciones masivas para ver
gue nuestra estimacion del nimero de viriones no estd mas alla de la cantidad méaxima
factible. Cada viridn tiene una masa de =1 fg (2). Por lo tanto, 10° Los viriones tienen
una masa de =0,1 ng, aproximadamente el 10% de la masa total de una célula huésped
de 1 ngy aproximadamente un tercio de su peso seco. Si bien es una fraccién
relativamente alta, esto todavia esta dentro del rango observado para otras

infecciones virales (3 32),
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Combinacidén de las estimaciones para el nimero total de unidades infecciosas en una
persona cerca del pico de infeccidn y el nUmero de unidades infecciosas en una sola
célula (Cunidades infecciosas por célula), podemos calcular el nimero de células infectadas

alrededor del pico de infeccién:

Nunidades infecciosasCunidades infecciosas por célula=Ncélulas
infectadas105-107[unidades infecciosas]10[unidades

infecciosasceldal=104-106[células]. (2)

¢Cémo se compara esta estimacion con el nimero de células huésped potenciales para
el virus? La via de infeccion mejor caracterizada para el SARS-CoV-2 es a través de las
células del sistema respiratorio, especificamente los neumocitos (~10** células ),
macrofagos alveolares (~10%° células) y las células mucosas en la cavidad nasal

(~10° células) (22 28). Otros tipos de células, como los enterocitos (células epiteliales
intestinales) también pueden infectarse (22) pero representan un ndimero similar de
celdas (34) y, por lo tanto, no cambian el orden de magnitud de las células huésped
potenciales. Como tal, nuestra mejor estimacién para el tamafio del grupo de tipos de
células que el SARS-CoV-2 probablemente infecta es, por lo tanto, ~ 10! células, y el
numero de células infectadas durante el pico de infeccién, por lo tanto, representa una

pequefia fraccidn de este grupo potencial (1 de cada 10°-107).

Vete a:
Discusion

Nuestro andlisis cuantitativo establece estimaciones para el nimero absoluto de
viriones presentes en un individuo infectado, asi como el nimero de viriones
producidos durante la infeccién y el nUmero total de células infectadas en el cuerpo.
Hay varias formas en que uno puede aprovechar tales estimaciones cuantitativas para
producir informaciéon sobre COVID-19. En primer lugar, tener estimaciones absolutas
nos permite compararlas con otras cantidades en el cuerpo humano y asi poner en
contexto el nimero de viriones e incluso llegar a nuevos conocimientos. Por ejemplo,
un cuerpo humano comprende =3x10*2 células (2). Esto significa que incluso para
nuestra estimacién mas alta, es decir, 10! viriones por huésped, las células humanas
superan en numero a los viriones en mas de 100 veces. También podemos comparar
nuestra estimacion para el nimero total de células infectadas con el grupo total de

células que expresan ACE2 (enzima convertidor de angiotensina 2) y TMPRSS2
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(proteasa transmembrana, serina 2), el receptor y la proteasa principal en la que se
basa el SARS-CoV-2 para infectar las células. Estudios de secuenciacion de ARN
unicelular (3227) indican que un pequefio porcentaje de las células de los pulmones y
las vias respiratorias expresan ACE2 y TMPRSS2. La mayoria de las células que se ha
encontrado que expresan ambos son neumocitos tipo 2. Si bien estos resultados
pueden estar sesgados debido a los efectos de abandono en las mediciones de solo
unas pocas moléculas (32 38), todavia es razonable que entre el 1% y el 10% de las
células pulmonares y de las vias respiratorias contengan el receptor necesario para
infectarse por el SARS-CoV-2, totalizando ~ 10° células. Este nimero es varios érdenes
de magnitud mas alto que nuestra estimacién para el nimero total de células
infectadas durante el pico de infeccién (10%-10°). Esto sugiere que de las células que
expresan tanto ACE2 como TMPRSS2, solo una pequefia fraccion, por ejemplo, 10™>—

1073, estdn infectados por el virus.

Debido a que el sistema inmune es la principal linea de defensa contra el SARS-CoV-2,
es interesante examinar cuantitativamente la respuesta inmune conocida en
comparacion con las cargas virales que estimamos aqui. Por ejemplo, podemos
comparar el nimero maximo de particulas virales (10°-10*1) al nimero de anticuerpos
que el cuerpo produce para combatir la infeccién por SARS-CoV-2. Niveles de
anticuerpos IgG especificos del SARS-CoV-2 (Cig6) se midieron 3 semanas después del
inicio de los sintomas, mostrando una concentracién sérica de ~10 pg/ml (22). Solo 5%
del total de anticuerpos IgG anti-espiga (la proteina viral responsable de permitir la
unién y fusion con la célula huésped) tiene la capacidad de neutralizar el virus
(freutraiizante) (22). Combinacion de la concentracidn de anticuerpos IgG neutralizantes
con un peso molecular Medio igG (MWi4s) de 150 kDa (%) estimamos el nimero de

anticuerpos neutralizantes por ml de suero (Cheutralizante):

CYOgGxfneutralizacionx1MWY0OgGxNAvogadro=Cneutralizacion10-5[gYOgGmL]x5%[n
eutralizacionYOgG]x1150,000{molg]x6x1023[moléculasmol]=3x1012[moléculas

neutralizantesml]. (3)

Combinando esta estimacién con la medicidn de la concentracién viral dentro del
tejido pulmonar y teniendo en cuenta 30-40 trimeros de pico en cada virién del SARS-
CoV-2 (4% 43) podemos estimar la proporcidn de anticuerpos neutralizantes a proteinas

de espiga viral como
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CneutralizacionCpulmonesvirionesxNproteinas espiga=Ranticuerpos
neutralizantes/proteinas espiga3x1012[moléculas
neutralizantesmL]106-108[particulas viralesmL]x30=103-105[anticuerpos

neutralizantesproteina espiga). (4)

Trabajos previos sobre otros virus de ARN morfolégicamente similares como la
influenza y el flavivirus encontraron que una proporcién de 1 anticuerpo neutralizante
unido por 2-4 proteinas de unién al receptor era suficiente para neutralizar la unién de
un virién a su receptor celular in vitro (**+%3). Tomada al pie de la letra, nuestra
estimacion parece sugerir un exceso de anticuerpos neutralizantes. Hay varios factores
gue haran que la concentracion efectiva de anticuerpos que experimenta el virus sea
menor. En primer lugar, las concentraciones de anticuerpos en el tejido pulmonar
tienden a ser mas bajas que las de la sangre. En segundo lugar, muchas de las
proteinas espiga estan ampliamente glicosiladas. Estas glicosilaciones protegen
muchos de los sitios de unién para neutralizar anticuerpos (#3) y asi disminuir la
eficiencia de la neutralizacion (%8). Sin embargo, es importante recordar que la medida
mas relevante para la efectividad de la neutralizacidn de anticuerpos, es la fraccién de
proteinas de espiga viral que se unen a anticuerpos neutralizantes. Esta fraccion estd
determinada por la fuerza de la unién de los anticuerpos neutralizantes (nAb) a las

particulas virales, dada por la constante de disociacion Kq (*2).

Siguiendo la relacién de primer orden:

Fraccion limitada por nAb=[nAb][nAb]+Kd (5)

Como las constantes de disociacién para la unién anticuerpo-epitopo estan

principalmente en el rango de 1-10 nM (%2 %8) obtenemos:

[nAb]=3x1012[moléculas
neutralizantesmL]x16x1023[molmoléculas]x1000[mLL]=3x10-9[molL]=3[nM]receptore
sdefraccionunidos pornAb=3[nM]3[nM]+1-10[nM]=25%-75% (6)

Por lo tanto, a pesar de que la relacién entre el nimero de anticuerpos neutralizantes
y las particulas virales es alta, un numero tan alto de anticuerpos es esencial para
garantizar que se unan suficientes epitopos (se necesita una proporcidon ain mayor

para algunos medicamentos antivirales, como se muestra en el Sl).
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Mas alla del brazo humoral de la respuesta inmune, las células T también son una
parte integral de la orientacion de los antigenos virales. Aunque los casos graves de
COVID-19 tienden a tener una menor concentracion de células T en la sangre, tienen
una fraccién mas alta de células T especificas para sars-CoV-2 que los casos leves de
COVID-19 (#9). Aqui las células T especificas del SARS-CoV-2 denotan células T que
mostraron marcadores de activacion y proliferacién después de la estimulacion con
grupos de péptidos del SARS-CoV-2 (2). Podemos utilizar las concentraciones de
células CD4+ y CD8+ en la sangre en combinacion con su fraccidon de células especificas
del SARS-CoV-2 (*9) para estimar 1-2 células CD4+/uL y 0,2—-0,3 células CD8+/uL
especificas para el SARS-CoV-2 en pacientes convalecientes y casos graves. Suponiendo
que el volumen de sangre de un paciente es ~ 5Ly que el 1-2% de los linfocitos residen
en la sangre (24), estimamos que hay hasta 10° Células T especificas del SARS-CoV-2 en
casos graves, con una fraccion desconocida encontrada en el tejido infectado, o 1 por
cada 1-100 particulas virales en el pico de la infeccién, y 102-10* tales células T por

célula infectada.

En nuestras comparaciones, generalmente nos basamos en nuestras estimaciones para
los valores caracteristicos de la carga viral madxima en individuos infectados, que
corresponden al centro de la distribucidn de los valores medidos (especificamente el
rango intercuartilico, entre los cuantiles 25% -75%). Sin embargo, es importante tener
en cuenta que existe un alto grado de variabilidad en las cargas virales, superando los
6 6rdenes de magnitud, como se puede ver en las muestras tomadas del sistema
respiratorio superior (29). Esta amplia variacion refleja la diferencia entre las personas,
asi como las diferencias en la carga viral a través de la progresidn de la infeccién
dentro de un individuo infectado (2%). Por lo tanto, los casos extremos podrian exceder
el rango intercuartilico proporcionado por dos érdenes de magnitud adicionales,
alcanzando valores de 10*3 particulas virales en una sola persona en el pico de la
infeccion, mientras que hasta el 10% de las células que expresan ace2 y TMPRSS2
estan infectadas. La variacion en el nimero de viriones, en relacién con la gravedad de
la enfermedad y su resultado, se detalla en el SI. También es importante tener en
cuenta que la carga viral en diferentes tejidos del cuerpo huésped cambia a lo largo de
la infeccion, con algunos tejidos probablemente infectados desde el principio y otros

mas tarde en la infeccidn (22).

Otra forma en que podemos usar nuestras estimaciones para producir nuevos

conocimientos es tomando una visién global y extrapolando los nimeros observados
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en un solo individuo infectado a toda la poblacién. Por ejemplo, podemos estimar el
numero de particulas virales que residen en todos los humanos infectados en un
momento dado. El niUmero total de particulas virales en el pico de infeccidn se
demostré anteriormente como 10°-10!! particulas virales (este rango corresponde al
rango del percentil 25%-75%). Debido a que las cargas virales de los individuos estan
distribuidas aproximadamente logaritamente (23), el promedio aritmético del nimero
de particulas virales en el pico de infeccion estaria en el extremo superior del rango,
incluso mas alld del percentil 75 (10-10*? particulas). Hay una rapida caida en las
cargas virales después del pico de infeccion, por lo que el nimero total de particulas
virales estd dominado por aquellos individuos infectados que estan cerca del pico de
infeccidn (dentro de 1-2 dias). Suponiendo que durante la mayor parte del curso de la
pandemia ha habido un total de 1 a 10 millones de personas infectadas cerca del pico
de infeccion a nivel mundial en un momento dado (incluidas las que no han sido
detectadas, consulte S| para obtener mas detalles; (24)), llegamos a un total de 10—
10%° particulas virales o 1013-10*° unidades infecciosas en un momento dado. Del
mismo modo, la media aritmética del nimero de particulas producidas en el
transcurso de la infeccidn de un individuo promedio es 102-3x10'3 particulas virales
(N——particulas virales producidas por persona), o 108-3x10° unidades infecciosas

(ver Sl para la derivacion detallada del rango de incertidumbre).

Se pueden contextualizar estas estimaciones utilizando una perspectiva de masa
absoluta. Cada virién tiene una masa de =1 fg (2). Por lo tanto, incluso cuando el
cuerpo lleva 10°-10! particulas virales, estas tienen una masa de sélo alrededor de 1-
100 ug, es decir, 1-100 veces menos que la masa de una semilla de amapola. La masa
total de viriones que residen en la humanidad en un momento dado es del orden de
0,1 a 10 kg. Ademas, utilizando el numero total de particulas virales producidas a lo
largo de una infeccion, podemos derivar la masa total de todas las particulas virales del
SARS-CoV-2 jamas producidas a lo largo de esta pandemia actual (concentrandose en
los humanos que encontramos que actualmente dominan sobre los reservorios
animales). Suponemos que el nimero total de personas infectadas estara en el rango
de 0.5 a 5 mil millones de personas, lo que representa escenarios futuros optimistas y
pesimistas para la pandemia (ver Sl para mas detalles). Para calcular el nimero total de
viriones que se habran producido al final de la pandemia, multiplicamos el nimero
total de personas infectadas por el nimero total de particulas virales producidas sobre
una infeccidén de una persona promedio (que es la media aritmética de la distribucion

entre las personas). Luego multiplicamos este nimero por la masa promedio de un
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solo viridn para encontrar la masa total de particulas virales producidas globalmente
para una infeccidn tan generalizada (ver Sl para detalles de la estimacién de

incertidumbre):

Npersonas infectadasxMparticula viralxN——particulas virales producidas por
persona=Mtodas las particulas virales
producidas(0,5-5)x109[personas]x10-18[kgparticula viral]x(1012-3x1013)[particulas
virales producidaspersonal=103-105 kg. (7)

Finalmente, utilizamos nuestras estimaciones del nimero total de virus en un humano
infectado para examinar la evolucion del SARS-CoV-2 vy, especificamente, estimar la
tasa de aparicién de nuevas variantes. Al estudiar la diversidad genética del SARS-CoV-
2, podemos definir dos medidas diferentes para la diversidad. El primero es la
diversidad a lo largo de un linaje genético de viriones, que se propagan desde la cepa
ancestral en Wuhan hasta los viriones que circulan actualmente. El segundo es la
diversidad entre una poblacidn de viriones, por ejemplo, la poblacidn de viriones
presentes en el cuerpo de un individuo infectado. Comenzamos calculando el nimero
promedio de mutaciones acumuladas a lo largo de un linaje especifico de viriones
ancestros que conducen desde el comienzo de la replicacién viral en el huésped hasta
el final de la infeccién del huésped. En estos calculos nos basamos en estimaciones de
la tasa de mutacion por ciclo de replicacién por sitio (3x107® nt™ ciclo™) que se han
medido para MHV, otro betacoronavirus (2). Ademas, asumimos que cada huésped
humano estd infectado por unas pocas unidades infecciosas (2227), y utilice el
rendimiento estimado de ~10-100 unidades infecciosas por célula. Por lo tanto, se
supone que cada ciclo de infeccién produce de 10 a 100 unidades infecciosas que, a su
vez, infectan otras células. Como se estimd anteriormente, hay 3x10°-3x108unidades
infecciosas producidas en el transcurso de una infeccidn. Suponiendo un crecimiento
exponencial, todo el curso de la infeccién tomara de 3 a 7 ciclos de replicacion viral
(Figura 3A). Como el genoma del SARS-CoV-2 tiene una longitud de 30.000 nucledtidos,
podemos calcular el nUmero esperado de mutaciones que se acumulan en un virus que

es el producto de 3-7 ciclos de replicacion utilizando la tasa de mutacidn por ciclo:

3x104[nt]x3-7[cicloinfeccidon]x3x10-6[mutacionesciclo nt]~0.5[mutacionesinfeccion]

(8)
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Figura 3:

La relacidn entre el numero de viriones producidos en un individuo infectado y la

evolucion del SARS-CoV-2.

Utilizamos nuestras estimaciones para el niumero total de viriones producidos durante
una infeccidn, junto con otras caracteristicas epidemiolégicas y bioquimicas del SARS-
CoV-2 para estimar la tasa de acumulacidn de mutaciones dentro de un huésped
infectado (A) y dentro de la poblacién (B). Consideramos tanto la evolucién a lo largo
de un linaje genético especifico de viriones como la diversidad entre una poblacion de
viriones, ya sea dentro de un huésped infectado (A) o dentro de la poblacién total (B).
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Ademads, observamos la mutacidn de novo generada y transmitida a los recién
infectados en comparacion con todas las posibles mutaciones de base Unica (C).

Por lo tanto, si rastreamos un solo linaje de viriones desde el momento en que
comenzaron a replicarse en el cuerpo hasta el final de la infeccidn, este linaje se
acumularia en el rango de 0.1-1 mutaciones en promedio en todo su genoma (Figura
3A). Teniendo en cuenta que el tiempo medio entre infecciones sucesivas, conocido
como intervalo de generacién, es de aproximadamente 4-5 dias, podemos estimar una
tasa global de mutaciones =3 por mes en el transcurso de la epidemia (Figura 3B). Esto
es consistente con los valores empiricos observados durante la pandemia para el SARS-
CoV-2 de aproximadamente 1073 nt™! afio™* (22 22), también conocida como la tasa de
evolucidn. La tasa de evolucién se estima a partir de la tasa observada de acumulacién
de mutaciones en genomas secuenciados desde diferentes puntos de tiempo a lo largo
de la pandemia mediante la reconstruccion de arboles filogenéticos (22). Por lo tanto,
incluye tanto la tasa de acumulacién de mutaciones neutras como los efectos de la
seleccion natural. Esta tasa estimada de evolucién coincide con el nimero de
mutaciones observadas en variantes presentes en la actualidad, aproximadamente un
afo después del inicio de la pandemia, la mayoria de las cuales contienen alrededor de
20-30 mutaciones. Los ejemplos extremos en términos de nimero de mutaciones, de
variantes como B.1.1.7, se acumularon cerca de 40 mutaciones en comparacion con las

primeras cepas aisladas.

Podemos usar nuestras estimaciones de la tasa de mutacién viral para evaluar la tasa
esperada de aparicién de una mutacién de base Unica especifica. Considere el ejemplo
de una sustitucion de un solo nucledtido que resulta en la mutacion E484K en la que el
glutamato (E) en la posicién 484 se reemplaza con lisina (K). Esta mutacion requiere
una sustitucién especifica en una ubicacidn especifica: la primera base del codén debe
cambiar de G a A. Como cada nucledtido puede mutar a otros 3 (por ejemplo, G puede
convertirse en A, T o C) y el genoma contiene 30.000 nucleétidos, hay =100.000
posibles sustituciones de un solo nucledtido al genoma del SARS-CoV-2. Como se
concluyd anteriormente, se acumulan alrededor de 0,5 mutaciones en cada ciclo de
infeccion del huésped. Sin tener en cuenta los efectos de la seleccion (es decir,
asumiendo que los viriones mutantes son igualmente capaces de infeccion y
propagacion), o las posibilidades variables de mutacion entre los nucledtidos,

esperamos que tal mutacion especifica se observe en una de cada ~ 200,000
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infecciones. En los Ultimos meses, se han identificado cientos de miles de casos en
todo el mundo todos los dias y es probable que muchos casos adicionales no se hayan
identificado. De hecho, como se muestra en Figura 3C, el nUmero estimado de
mutaciones generadas diariamente (10°-10° mutaciones/dia) probablemente exceda
el nimero total de posibles sustituciones de un solo nucleétido al genoma del SARS-
CoV-2 (=10° sustituciones) asumiendo 0,3-3 millones de nuevos casos al dia en todo el
mundo. Como tal, nuestras estimaciones implican que cada mutacidn base se genera
de novo y se transmite a un nuevo huésped del SARS-CoV-2, en algun lugar del mundo,

todos los dias.

Ademas de considerar un linaje especifico de virus SARS-CoV-2, también podemos
considerar la diversidad genética a nivel poblacional y estimar la variabilidad total en
todo el repertorio de unidades infecciosas producidas durante un solo curso de
infeccién. Como estimamos que 3x10°-3x108 las unidades infecciosas se producen
durante una infeccién, cada una resultante de un linaje de ancestros y mutaciones,
esperamos que en general tengan alrededor de 10°-10% mutaciones en todas las
unidades infecciosas. Algunas de estas mutaciones que ocurrieron en ciclos tempranos
apareceran en muchas progenies posteriores dentro del huésped, mientras que las
generadas en el ciclo mas reciente apareceran en un solo genoma viral. Debido a que
el genoma del SARS-CoV-2 tiene 30.000 nucledtidos de largo, los 10°-102 las
mutaciones en todos los viriones producidos en el transcurso de una sola infeccion
probablemente cubran todas las posibles sustituciones de nucledtidos individuales
(Figura 3A). Incluso cubren una fraccién significativa de los posibles pares de
sustituciones de un solo nucleétido. Si nos fijamos globalmente en el numero total de
unidades infecciosas de SARS-CoV-2 actualmente presentes dentro de la poblacién
humana infectada, que estimamos anteriormente en 103-10'%, esperamos que cada
combinacidn de dos sustituciones de nucleétidos y muchas, aunque no todas, tres

sustituciones de nucledtidos estén presentes en al menos una unidad infecciosa

(Figura 3B).

Esta gran diversidad genética podria implicar ingenuamente que las mutaciones
ventajosas se apoderaran rdpidamente de la poblacién debido a la seleccidén natural,
pero hay varios factores que ralentizan la tasa de seleccidon. Estos factores incluyen la
epistasis, un fendmeno en el que una sola mutacién se vuelve ventajosa solo en el
fondo de otras mutaciones especificas. Otro factor clave es el cuello de botella

genético impuesto durante la transmisidn de viriones entre individuos infectados. Se
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espera que estos cuellos de botella ralentifiquen la seleccidn, ya que solo una pequena
fraccion de la diversidad generada en el huésped se transmite a las generaciones
futuras (272%). Esta comprension cuantitativa pone de relieve los casos en los que la
seleccion puede ocurrir durante un periodo de tiempo significativo sin cuellos de
botella, como el caso de infecciones largas y persistentes, por ejemplo, en pacientes
inmunocomprometidos (¢262). Por lo tanto, concluimos que una contabilidad
cuidadosa del numero de viriones puede dar una idea del proceso de evolucién viral

dentro y entre los huéspedes.

One of the strengths of a holistic quantitative analysis such as the one performed here
is its ability to expose interesting “quirks” that are otherwise elusive. One such
observation is the ratio of ~10* between the RNA copies measured using RT-PCR and
the number of infectious units measured in TCIDso. Ratios on the order of 103-
0*between viral particles and PFUs were observed in animal viruses such as Poliovirus
and Papillomavirus (%3). Ingenuamente, tal proporcion sugeriria que solo el 0,01% de
los viriones producidos son realmente infecciosos. Esta relacién implica que el SARS-
CoV-2 no es muy eficiente en la produccion de progenie infecciosa. Si bien no tenemos
una explicacién clara para esta aparente baja eficiencia, hay varios factores posibles
gue afectaran esta proporcién. En primer lugar, la medicion de las copias de ARN
puede no corresponder directamente a los viriones reales, pero también mide el ARN
viral desnudo. Segundo, mientras que TCIDsp es el ensayo mdas ampliamente disponible
para medir el titulo infeccioso, puede no reflejar con precisién el nimero real de
viriones infecciosos, por ejemplo, porque las condiciones en el ensayo pueden no ser
Optimas para la infeccidn por SARS-CoV-2. Otra posibilidad es que muchos viriones no
sean infecciosos debido al efecto neutralizador de los anticuerpos de unién y, por lo
tanto, la proporcién puede representar el efecto de la respuesta inmune y el cambio

durante el periodo de infeccién.

Mas alla de exponer estos aspectos cuantitativos, un analisis holistico nos permite
identificar grandes brechas de conocimiento en la literatura disponible. Por ejemplo, el
rendimiento de virién por célula infectada se conoce solo a partir de unos pocos
estudios sobre diferentes tipos de betacoronavirus de hace mas de 40 afios (2~ 22). Del
mismo modo, las mediciones de la tasa de mutacion por nucledtido por ciclo en el
SARS-CoV-2 son de mucho interés pero faltan. Como se discutié anteriormente, la
relacion cuantitativa entre las copias de ARN viral, las particulas virales y las unidades

infecciosas no se caracteriza completamente para el SARS-CoV-2, y por lo tanto la
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investigacion adicional podria ayudar a restringir y explicar mejor los diferentes
valores. Ademads, un modelo que describa la relacidén cuantitativa entre la produccion
de anticuerpos y las métricas de infeccién ayudaria a probar cuantitativamente las

estimaciones presentadas aqui.

Establecer estimaciones para el nimero total y la masa de viriones del SARS-CoV-2 en
individuos infectados nos permite conectar varios aspectos de la pandemia, desde la
inmunologia hasta la evolucion, y resaltar patrones y relaciones emergentes que no
son obviamente evidentes. Se espera que tener una mejor informacion cuantitativa
sobre el proceso de infeccién a nivel celular, a nivel intra-huésped y a nivel inter-
huésped capacite a los investigadores con mejores herramientas para combatir la
propagacion de COVID-19 y comprender su evolucion, incluido el aumento de

variantes de preocupacion.

Importancia:

Conocer el numero absoluto de viriones en una infeccion promueve una mejor
comprensién de la dindamica de la enfermedad y la respuesta del sistema
inmunoldgico. Aqui utilizamos el mejor conocimiento actual sobre las concentraciones
de viriones en individuos infectados para estimar el nimero total y la masa de viriones
SARS-CoV-2 en una persona infectada. Aunque cada persona infectada porta un
estimado de 1 a 100 mil millones de viriones durante el pico de infeccién, su masa
total no es mas de 0.1 mg. Esto curiosamente implica que todos los viriones del SARS-
CoV-2 actualmente en todos los huéspedes humanos tienen una masa de entre 100
gramos y 10 kilogramos. Combinando la tasa de mutacion conocida y nuestra
estimacion del numero de viriones infecciosos cuantificamos la tasa de formacién de

variantes genéticas.
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