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Resumen: La patogénesis de COVID-19 se complica por disfuncidon inmune. El impacto de la terapia basada
en el sistema inmunitario en pacientes con COVID-19 ha sido bien documentado, con algunos estudios
notables sobre el uso de medicamentos anticitoquinas. Sin embargo, la complejidad de los fenotipos de la
enfermedad, la heterogeneidad de los pacientes y la calidad variable de la evidencia de los estudios de
inmunoterapia proporcionan problemas en la toma de decisiones clinicas. Esta revision busca ayudar a la
toma de decisiones terapéuticas al proporcionar una vision general de las respuestas inmunoldgicas contra
la enfermedad COVID-19 que pueden contribuir a la gravedad de la enfermedad. Hemos discutido
ampliamente los métodos terandsticos para la deteccion de COVID-19. Con los avances en la tecnologia, la
bioinformética ha llevado los estudios a un nivel superior. El documento también discute la aplicacion de
herramientas de bioinformatica y aprendizaje automatico para el diagndstico, el disefio de vacunas y la
reutilizacion de medicamentos contra el SARS-CoV-2.

Palabras llave: inmunoterapia; coronavirus; mutaciones virales; interferones; disefio de epitopos; disefio de
vacunas; reutilizacion de farmacos
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que se habia iniciado originalmente en China en 2003 [1] y Arabia Saudita en 2012,
respectivamente. El brote pronto se extendié a otros paises causando una morbilidad y mortalidad

1 Introduccién

La historia del nuevo coronavirus se remonta al siglo XIX cuando infectaba a los gatos y causaba fiebre alta y un vientre

hinchado, lo que lo convierte en el primer caso reportado de infeccién por un coronavirus. En ese momento, también estaba
infectando a otros animales, como cerdos y pollos, pero los médicos veterinarios no lo sabian. Fue solo después del
descubrimiento de dos virus en el Reino Unido y los Estados Unidos, que poseen estructuras en forma de corona que causan
el resfriado comun en los humanos, que establecieron la relacién entre los virus que infectan tanto a humanos como a
animales, que tenian estructuras similares. Estos virus fueron estudiados bajo microscopios electrénicos y se concluyé que
se asemejan a la "corona solar". El término "coronavirus" fue acufiado en 1968. El término se deriva de la palabra griega
kopwva', que significa corona para todo el grupo. Sin embargo, en nuestro siglo, los investigadores se han encontrado con
CoV altamente patégenos como el SARS-CoV y el MERS-CoV, causando brotes
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horribles. COVID-19 es el tercer brote de CoV registrado en la historia de los seres humanos. Esta
nueva cepa de coronavirus (SAR-CoV-2) se detectd por primera vez en Wuhan en 2019, una ciudad
en la provincia china de Hubei, y ahora se ha extendido a alrededor de 200 paises. Este brote fue
etiquetado como una pandemia mundial por la OMS en 2019. Hasta el momento se han
identificado cuatro géneros de coronavirus (a, B, y, 6), con coronavirus humanos (HCoV)
detectados en los géneros coronavirus a (HCoV229E y NL63) y coronavirus  (MERS-CoV, SARS-
CoV, HCoV-0C43 y HCoV-HKU1) [2—-6]. El coronavirus se esta volviendo peligroso con el tiempo. La
mortalidad por el virus se encuentra en su pico mas alto, lo que ha llevado a la comunidad cientifica
a recopilar la mayor cantidad de informacidn posible sobre la biologia del virus.

La familia del coronavirus es una familia de virus patdgenos mortales y ha persistido durante
los ultimos 300 millones de afos con la identificacion de docenas de cepas de coronavirus hasta
ahora como se menciona en la Figura 1. Sin embargo, solo se sabe que siete cepas infectan a los
humanos y se sabe que cuatro cepas causan el resfriado comun. Las cuatro cepas se han originado
a partir de roedores (0OC43 y HKU1) y murciélagos (229E y NL63). Mas recientemente, se ha
informado que en China se han identificado mas de 500 CoV en murciélagos [7,8]. Las tres cepas
mas peligrosas, a saber, sars-coV, MERS-CoV y SAR-CoV-2, estdn dando lugar a enfermedades
asociadas graves que infligen dafios al tracto respiratorio, a saber, el sindrome respiratorio agudo
grave (SARS), el sindrome respiratorio de Oriente Medio (MERS) y la COVID-19, respectivamente.
El SARS-CoV-2 se ha originado a partir de murciélagos debido a la homologia de secuencia de
alrededor del 80% entre SAR-CoV-2 y SAR-CoV que se encuentra en los murciélagos. Ademas, los
informes de analisis estructural afirman que este virus de ARN es mucho mas grande que los
miembros de su familia con un tamafio de alrededor de 125 nm, y posee los genomas mas grandes
(30 Kb de tamanfo) con un contenido de GC del 32-43% [5,9-11]. La familia de los coronavirus
consiste en virus envueltos que consisten en nucleoproteina (un ARN monocatenario de sentido
positivo) encerrados dentro de una capside que se compone de proteina de matriz. La envoltura
consiste en proyecciones de glicoproteinas en forma de garrote. Poseen varios pequefios marcos
de lectura abiertos (ORF) entrelazados entre genes conservados (ORFlab, espiga, envoltura,
membrana y nucleocdpside) ubicadas aguas abajo del gen de la nucleocdpside a través de
diferentes linajes de corona. La familia del coronavirus se ha clasificado en tres grupos en funcidn
de sus similitudes antigénicas. Los dos primeros grupos constituyen los coronavirus de mamiferos,
mientras que el tercer grupo constituye los coronavirus aviares [12-14]. Ahora, en el escenario
actual, el mundo ha sido testigo de la asistencia técnica y la alternativa mas rapidas,
proporcionadas por las herramientas y programas de bioinformatica (Bl) no solo para identificar
las caracteristicas y la probable existencia del coronavirus mortal, sino también para desempenar
un papel esencial en la direccidn de los enfoques terandsticos contra las infecciones por COVID-
19. Posteriormente, el enfoque CADD (Computer-Aided Drug Design) ha mostrado un desarrollo
notable en la reutilizacion de medicamentos de varios medicamentos existentes en el mercado,
asi como en la identificacién de nuevos compuestos antivirales. Ademas, las herramientas de BI
ayudaron enormemente a localizar los datos del genoma viral, la prediccidn de proteinas-péptidos,
proteinas-farmacos, acoplamiento proteina-proteina, la identificacion de los epitopos antigénicos
y las estructuras de anticuerpos junto con el desarrollo de vacunas, etc. En esta revisién, hemos
tratado de resumir la utilidad y eficacia de las herramientas de Bl en el desarrollo de diversos
enfoques terandsticos para combatir la situacién de COVID-19.
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Figura 1. La ilustracidn que representa las inclusiones familiares de diferentes variantes de coronavirus surgié
en este siglo con sus subtipos.

2. Mutaciones virales

La replicacion del virus conduce a amplias mutaciones en el genoma del SARS-CoV-2. Un
muestreo de los genomas de las particulas de virion del SARS-CoV-2 produjo en su mayoria
mutaciones que son neutras o ligeramente perjudiciales. Sin embargo, se producen mutaciones
virales que podrian conferir aptitud al virus y pueden afectar la patogenicidad, infectividad,
transmisibilidad y/o antigenicidad del virus [15]. El virus muto a una tasa de aproximadamente dos
mutaciones/mes desde diciembre de 2019 hasta octubre de 2020 [16,17]. A pesar de que el brote
viral ha sido catastrofico, el virus ha adoptado un fenotipo mas leve desde finales de mayo de 2020
[18]. Se ha demostrado que la mutacién en el ORF-8 ha dado lugar a una cepa viral menos grave,
esta regidn estd involucrada en la evasion inmune y la delecién de esta region condujo a una
respuesta inmune robusta contra la variante. Esta eliminacién podria haber sido seleccionada
como resultado de la presion del sistema inmune del huésped. Esta delecion coincide con la
encontrada en el ORF-8 del virus SARS-CoV-1 [19]. Segun la OMS, las mutaciones en el genoma
viral que afectan la eficiencia del sistema inmune huésped se ha producido en varios paises del
mundo a finales de 2020. Las mutaciones pueden mejorar su capacidad para evadir la vigilancia
inmune [20] por anticuerpos, evadiendo asi la respuesta inmune humoral del cuerpo. Estos
incluyen la B.1.1.7 (variante a), B.1.351 (variante B) y B1.1.28 (variante E484K) del Reino Unido, la
variante B.1.351/501.YV2 de Sudafrica, la variante B.1.1.248/B1.1.28/P1 de Brasil y la variante
Cluster 5 que se encuentra en Dinamarca y los Paises Bajos. Otra variante, omicron (BA. 1), se
identificé por primera vez en Botswana y Sudafrica a fines de noviembre de 2021 [21]. La variante
B.1.351 tiene un dominio de unidn al receptor mutado (RBD), que protege al virus contra los
anticuerpos neutralizantes. Esta mutacidon conduce a tasas de transmisién mas altas debido a la
afinidad mejorada de la RBD hacia el receptor ACE-2. Aunque aun no se ha encontrado ninguna
variante que confiera resistencia a la vacuna, el virus continuard acumulando mas variaciones bajo
la presién de la vacunacién. Ademas de las variantes ya discutidas, se estan examinando a fondo
algunas variantes mas, a saber, la variante P.2 en Brasil y la variante CAL.20C en California [22—
24]. A finales de noviembre de 2021, se detectd la variante omicron del coronavirus con mas de
32 mutaciones en la proteina espiga [25]. Mas recientemente, se ha identificado otra cepa
recombinante en el Reino Unido que es una recombinante del omicron/BA.1y su subvariante BA.2.
Segun la OMS, ha sido nombrada la variante mas transmisible hasta ahora [26]. Las regiones de las
mutaciones encontradas en las diferentes variantes del SARS-CoV-2 se enumeran en la Tabla 1 a
continuacion.

Tabla 1. Regiones de mutaciones en las diferentes variantes del SARS-CoV-2.

Tipo de variante Region de mutaciones virales Tipos de mutaciones Referencias
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60-70 del, 145 del, N501Y,

a-variante Proteina espiga A570D, D614G, P681H, T7161, [27]
S982A, D1118H

B-variante Proteina espiga K417N, E484K y N501Y [28]

Variante de Epsilon Proteina espiga S131, W152Cy L452R [29]

y-variante Proteina espiga K417T, E484K, N501Y [30]

Variante Eta Proteina espiga Eliminacion de E484K AH69/AV70 [31]

Grupo 5 Proteina espiga eliminacién de AH69/AV70 [32]

3. Adaptaciones al coronavirus

La cepa viral asesina SARS-CoV-2 ha surgido como un poderoso patégeno debido a sus sélidas
adaptaciones que le permiten sobrevivir durante periodos mas largos. El nuevo coronavirus ha
sido categorizado como una de las enfermedades mds contagiosas. Desde el inicio de COVID-19,
ha sido un viaje increiblemente dificil encontrar una vacuna contra el virus. A diferencia de otros
virus con altas tasas de mutacidn, se sabe que posee un sistema de correccion competente que le
permite atacar a las células huésped en multiples sitios y, entre ellos, el sistema respiratorio es el
objetivo principal [33]. Es un hecho ampliamente conocido que la mayoria de los virus carecen de
un mecanismo de correccién que, en Ultima instancia, limita su capacidad para proteger su
genoma contra las mutaciones. Sin embargo, el genoma del coronavirus es extremadamente
estable debido a la presencia de un sofisticado sistema de correccién [33]. El virus adopta un
proceso Unico que puede proteger contra las vacunas. Evolucionan a través del proceso de
recombinacién intercambiando secuencias de ARN con otro coronavirus. Cuando dos tipos de
coronavirus distantes terminan en la misma célula, se someten a una recombinacion. Esta
recombinacién genera una cepa viral mutada que posee la capacidad de infectar nuevos tipos
celulares y transversales a otras especies [34,35]. Uno de los organismos favorables que albergan
hasta 61 especies de coronavirus son los murciélagos y, por lo tanto, estos virus se recombinan
dentro de los murciélagos sin infectarlos [36,37].

4. Diagnostico de Coronavirus

Los pacientes infectados con el coronavirus sufren sintomas similares a la neumonia, que
incluyen fiebre, dificultad para respirar, produccién de esputo y mialgia o fatiga. El virus infecta
principalmente el tracto respiratorio superior (URTI), junto con la infeccién de otros tejidos como
el tracto digestivo (diarrea, falta de apetito, nduseas y vomitos), el sistema nervioso (confusion y
dolor de cabeza) y el sistema cardiovascular (palma, dificultad toracica y lesién cardiaca) en el
cuerpo [38]. A continuacion se describen las diferentes técnicas utilizadas en el diagndstico del
SARS-CoV-2:

o Prueba de amplificacion de 4cido nucleico (NAAT): La metodologia mas fiable y precisa para
la deteccion del SARS-CoV-2 es la prueba de amplificacidn de acido nucleico (NAAT) [39,40].
El NAAT basado en laboratorio mas popular es la reaccién en cadena de la polimerasa de
transcripcion inversa cuantitativa [41,42]. Las muestras que se utilizan para el diagndstico
incluyen esputo, saliva, hisopos nasales, faringeos y traqueales, lavado broncoal-alveolar,
liguido de derrame pleural, sangre, heces y, a veces, orina y semen [6]. Segln la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS), la deteccién de una sola secuencia de ARN del coronavirus por
RT-PCR es suficiente para la confirmacion de la enfermedad. Esta prueba se utiliza para la
deteccidn cualitativa en tiempo real de acidos nucleicos de patdgenos virales sospechosos
[43]. En caso de deteccion de SARC-CoV-2, el acido nucleico (ARN) aislado de la muestra
especifica se transcribe primero en aDNc y luego se amplifica. Durante el proceso de
amplificacién, la sonda se convierte en una secuencia objetivo-especifica ubicada entre los
cebadores hacia adelante y hacia atras. Durante la fase de extension del ciclo de PCR, la
actividad de la nucleasa 5 0 de la polimerasa Taq degrada la sonda unida, haciendo que el
colorante reportero se separe del colorante quencher, generando una sefial fluorescente. La
intensidad de la fluorescencia se controla en cada ciclo de PCR [43]. Seguin la OMS, sobre la
base de las primeras secuencias de SARS-CoV-2 disponibles en la base de datos GISAID el 11
de enero
En 2020, los cebadores y sondas (nCoV_IP2 y nCoV_IP4) se disefiaron para apuntar al gen
RdRp que abarca nt 12,621-12,727 y 14,010-14,116 [44]. Los kits de prueba actuales
pueden conducir a resultados falsos negativos porque la deteccién de COVID-19 en las



Inmuno 2022, 2

348

primeras etapas de la infeccidn es un desafio debido al aislamiento inadecuado del ARN o a
los métodos inadecuados para la deteccion.

Tomografia computarizada (TC) de térax: las tomografias computarizadas se utilizan para el
diagndstico y la obtencién de imagenes de neumonia viral. Se ha utilizado ampliamente para
el diagndstico y tratamiento oportunos de otros brotes de coronavirus causados por SARS-
CoVy MERS-CoV. Es una exploracion confirmatoria que se utiliza para detectar cualquier falso
negativo, ya que la deteccion robusta de COVID-19 es imprescindible para evitar estos falsos
negativos porque una tomografia computarizada puede detectar la infeccion incluso antes
de la manifestacion de los sintomas que resultan en un tratamiento oportuno [39].
Inmunoensayos seroldgicos: Existe una gran cantidad de inmunoensayos seroldgicos que
detectan proteinas virales del SARS-CoV-2 y anticuerpos contra esas proteinas en el plasma
o el suero. Las biomoléculas mds populares detectadas por pruebas inmunolégicas
comerciales, como las pruebas de inmunoensayo de flujo lateral rapido (LFIA), el
inmunoensayo de quimioluminiscencia automatizada (CLIA) y el ELISA manual y otros
formatos son los anticuerpos IgM e IgG. Los anticuerpos se liberan en el torrente sanguineo
en la segunda semana de infeccidn viral. La IgM y la IgG pueden detectarse dentro de los 10-
30 dias y 20 dias posteriores a la infeccidn, respectivamente [40]. El anticuerpo IgM revela
una caida en la concentracién, mientras que la IgG persiste en la circulacidn sistémica durante
periodos prolongados y puede desempefiar un papel en la inmunidad adaptativa contra el
SARS-CoV-2 en un posible segundo encuentro. Los kits ELISA contra las proteinas virales
nucleocapside (NP) y espiga (SP) existen en el mercado, pero se utilizan principalmente solo
con fines de investigacion y desarrollo [45]. Los detalles de todas las técnicas de diagndstico
utilizadas para la deteccion del SARS-CoV-2 se resumen en la Tabla 2 a continuacion:

Tabla 2. Pruebas diagndsticas para la deteccion del SARS-CoV-2.

Hora Detectado
S. No. Método de diagnostico  Principio del método Muestra Duracién Componente Referencias
Hisopos esputo,
saliva, nasales,
.. falangicos y
Reaccion en traqueales, lavado
1. RT-PCR cadena de la ! 6-8 h ARN viral [6,46,47]
polimerasa broncoal-alveolar,
liquido de derrame
pleural, sangre,
heces, orina y semen
PCR con Reaccidén en
2. sondas marcadas cadena de la ARN 6-8 h ARN viral [41]
fluorescentemente polimerasa
Tomografia 30-60 Pequefios nddulos
3. computarizada (TC) de  Radiografia Radiografia de tdrax minutos en el pecho [48-50]
torax
Una muestra liquida
que consiste en
transportes de analito
sin la ayuda de la
. accién capilar a través .
Inmunoensayo de flujo . Hisopo de garganta o
4, L. de 3 zonas de tiras 1gG [51]
lateral rapido (LFIA) . esputo
poliméricas, sobre las
cuales se unen
moléculas que pueden
interactuar con el
analito.
Tabla 2. Cont.
Hora Detectado
S. No. Método de diagnéstico  Principio del método Muestra Referencias

Duracién Componente
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10.

11.

Inmunoensayo de
quimioluminiscencia
automatizado (CLIA)

Manual ELISA

Prueba rapida de
antigenos

Deteccion de niveles de
dimero D

Prueba de cultivo
microbiano

Antigeno de flujo lateral
prueba

Prueba de anticuerpos
neutralizantes

Métodos
quimioluminiscentes
- 1gM e 1gG
que utilizan suero . [52]
anticuerpos
marcadores de
lumindéforos
Interacciones
especificas anticuerpo-  Saliva, suero, plasma 5-6h Anticuerpos IgG [53,54]
antigeno
Inmunoensayo rapido nucleocapside
de flujo lateral basado . 15-30 antigeno proteico de
Saliva i ) [55]
en membrana minutos el coronavirus SARS-
CoV-2
Coagulacion Sangre 1-2 dias Concentraciones de [56]
€ & dimero D
NAAT (prueba de
amplificacién de dcido  Acidos nucleicos 2-3 dias Crecimiento viral [57]
nucleico)
InmunocromatograficoHisopo de garganta o 30-60 Antigeno de
esputo de ensayo . proteina [58]
minutos P
nucleocdpside
Rapido
suero a base de membrana , hisopo de garganta 30-60 Anticuerpos (59]
flujo lateral o esputo minutos neutralizantes

inmunoanalisis

4.1. Dianas moleculares para kits de diagnéstico

Los biomarcadores especificos de la enfermedad pueden servir como herramientas de
diagnéstico efectivas. Como resultado, se estan disefiando kits de diagndstico in vitro para la
deteccién temprana del SARS-CoV-2. El receptor mas comudn a través del cual el SARS-CoV-2
ingresa al sistema huésped es el receptor de la enzima angiotensinaconversadora (ACE-2) que se
encuentra abundantemente en el tracto respiratorio inferior [48—50]. La glicoproteina SP es un
ligando viral que se une al receptor ACE-2 a través de su dominio de unién al receptor que se
encuentra en una de las dos subunidades (S1) de la proteina SP (S1y S2). S2, por otro lado, ayuda
en la fusién de membranas [60,61]. Esta proteina SP sirve como objetivo de varios anticuerpos y
vacunas neutralizantes. NP, una proteina de fésforo, es otro ligando viral importante que se
produce y se divide en cantidades copiosas durante la infeccion viral [62]. Sin embargo, ambos
ligandos virales, las glicoproteinas SP y NP, poseen una alta inmunogenicidad. La mayor cantidad
de NP se detecta después de 10 dias de infeccidn viral que se puede detectar facilmente mediante
un inmunoensayo sandwich [63]. La proteina de membrana (MP) mds abundante y la proteina de
envoltura estructural (EP) mas pequefia, que estan involucradas en funciones virales importantes
como el ensamblaje, la liberacion y la patogénesis, también pueden servir como objetivos
potenciales para los kits de deteccidn viral [37,64-66].

Deteccion basada en dimeros D

La deteccion del dimero D se utiliza para el diagnéstico rapido de la infeccidon por COVID-19,
ya que la coagulaciéon anormal estd estrechamente asociada con su progresion. La gravedad de la
infeccion puede determinarse por los niveles de dimero D, que son fragmentos de proteinas que
se forman cuando hay coagulaciéon de la sangre. Los niveles mds altos de dimero D mostraron una
mayor probabilidad de embolia pulmonar en pacientes con infeccién por COVID-19 [67].

Las ventajas y desventajas de las diferentes pruebas se describen en la Tabla 3 a continuacidn:
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Tabla 3. Ventajas y desventajas de las diversas pruebas diagndsticas utilizadas para la deteccidén del SARS-
CoV-2.

Técnica diagnéstica Ventajas Desventajas Referencias
. Baja sensibilidad durante la
infeccién temprana
. e Problemas de contaminacion
. Alta especificidad . Manejo de muestras que requiere
. Alta sensibilidad mu?ho tiempo .
. Alta precisién EqU|p<?s caros, reactivos .
X . - Necesidad de personal capacitado

* Capacidad para unirse a multiples Deteccidn variable del SARS-CoV-2
objetivos en funcién del tipo de muestra

permitir la deteccién de cepas virales clinica

mutadas Resultados falsos negativos en

NAAT

Tomografia computarizada

Inmunoensayos seroldgicos

funcién del momento de la recogida

de la muestra o del aislamiento

inadecuado del material genético

Cambios en la precisidn diagndstica

alo largo de la enfermedad

Largos tiempos de respuesta que no

impiden la transmision [68,69]

. También se observan multiples
opacidades bilaterales de vidrio
esmerilado en las zonas pulmonares
inferiores periféricas en pacientes
con infecciones por SARS-CoV y

. MERS-CoV
Falsos positivos, debido a otras
causas similares a la neumonia

* Alta precision Gripe estacional

La tomografia computarizada normal

da como resultado ciertos

Pacientes con COVID-19

La naturaleza contagiosa de la

enfermedad elimina la atencidén

. Deteccidn precoz de la infeccion

médica
proveedores y otros pacientes en
riesgo de infeccion [70,71]
. Falta de especificidad que conduce a
. falsos positivos debido a la presencia
° B'ajo costo o de reactividad cruzada con otros
. Tiempos de dc{atn'acuon rap.ldos coronavirus (72]
Las pruebas rapidas permiten el control Baja precision
. de brotes

Falta de evaluacion rigurosa de la
técnica

4.2. Efecto de las mutaciones virales en la precision de las pruebas diagndsticas

Dado que el virus acumula mutaciones a lo largo del tiempo, el analisis de los datos
secuenciados de vez en cuando es fundamental para evaluar su efecto en las pruebas diagndsticas
[73]. Si las pruebas dan continuamente resultados falsos negativos, el genoma viral debe
secuenciarse inmediatamente para detectar cualquier mutacién que pueda ser responsable de la
misma. Ademas, el popular NAAT esta disefiado de una manera que permite la vinculacién a
multiples objetivos. Por lo tanto, incluso si se produce una mutacion en un sitio objetivo, la prueba
continuara funcionando [74]. Por ejemplo, la ampliamente conocida falla objetivo del gen S/S-
gene de la prueba TagPath de Thermo Fisher puede conducir a resultados falsos negativos como
consecuencia de la mutacion A69/70 en el gen Spike. Sin embargo, la prueba continda entregando
resultados precisos debido a la presencia de cebadores especificos para otros dos genes objetivo.
A pesar de que la evolucidn viral es inevitable, la provision de unién de multiples objetivos en la
mayoria de las pruebas de diagndstico funciona como una bendiciéon en la lucha contra la
pandemia. Ademas, la falla del gen S ocurrié en la deteccion de la variante B.1.1.7, y la mayoria de
las pruebas de diagndstico basadas en PCR no se dirigen al gen S, e incluso si lo hacen, funcionan
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contra multiples objetivos. La falla del gen S se esta utilizando ampliamente para detectar
variantes de resultados positivos de PCR, si se produce la falla del gen S, el genoma se secuencia
para identificar las posibles mutaciones en el gen S. Sin embargo, el gen S no es la Unica mutacion
que afecta a las pruebas de diagndstico, y se han reportado casos de falla objetivo como resultado
de mutaciones en otros genes [75]. Por lo tanto, la secuenciacién es una herramienta importante
para frenar el problema de la falla de las pruebas de diagndstico.

5. Transmision del coronavirus

La transmision de este virus mortal ocurre a través del aire cuando una persona infectada
estornuda o tose, o incluso habla. Las microgotas producidas en el tracto respiratorio viajan a
través del aire y entran en contacto con la(s) otra(s) persona(s), que tienen una vida util de
aproximadamente media hora. Las gotas estan mezcladas con viriones y pueden entrar en el
huésped, lo que finalmente provoca una infeccion [76]. A pesar de que el virus puede persistir en
aerosoles durante solo media hora, todavia se asienta en las superficies mas tarde y puede persistir
durante periodos de tiempo mas largos, hasta 72 h dependiendo del tipo de superficie con la que
entre en contacto, como acero, carton, plastico, etc. [76]. Alrededor del 80% de los casos de
COVID-19 son asintomaticos (sintomas leves-moderados), el 15% de los casos progresan a
neumonia y solo alrededor del 5% de los casos resultan en sindrome de dificultad respiratoria
aguda (SDRA), shock séptico y / o insuficiencia organica mdltiple. El principal receptor de la
superficie celular para el coronavirus a través del cual ingresa a la célula huésped es el receptor
ACE-2. El receptor ACE-2 esta disperso por todo el cuerpo humano, pero esta presente
abundantemente en los epitelios del pulmdn y el intestino delgado, sirviendo como rutas para la
entrada viral [77].

6. Mecanismo de entrada viral en el huésped

El principal receptor de la superficie celular para el coronavirus a través del cual ingresa a la
célula huésped es el receptor ACE-2. El coronavirus es competente para hacerse cargo de la
maquinaria del huésped al unirse al receptor ACE-2. El complejo viral receptor se endocitosa
dentro de la célula donde el material genético viral se libera dentro de la célula huésped y se
replica. EI ARN se traduce en las proteinas virales esenciales que se ensamblan para formar
particulas virales y se liberan del aparato de Golgi en forma de vesiculas. Una vez liberadas, las
particulas virales se exportan fuera de la célula y, finalmente, comienzan a infectar a otras en el
mismo orden. El mecanismo de entrada viral en el sistema huésped se representa en la Figura 2.
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Figura 2. Diagrama que representa el mecanismo por el cual el coronavirus se infiltra en el sistema humano
seguido de su replicacion y propagacion.

7. Desencadenante inmunogénico en respuesta al coronavirus

Las células inmunes estan constantemente inspeccionando el cuerpo para verificar si hay
algln antigeno extrafio que pueda haber ingresado al sistema. El virus es patdgeno y puede evadir
la vigilancia inmune al residir dentro de la célula. Una vez que entra, el virus secuestra la
magquinaria del huésped y se somete a replicacién, traduccién y ensamblaje [78]. El sistema
inmunoldgico es un sistema altamente evolucionado y complejo. Varios mecanismos trabajan
juntos para eliminar estos patogenos del sistema. Una forma de deshacerse del virus es a través
de las principales proteinas del complejo de histocompatibilidad | (MHC). Las moléculas MHC-I
presentan proteinas virales a una clase especializada de células conocidas como "células T
citotoxicas" (células T¢). Las células T cllevan un receptor llamado receptor de células T (TCR) que
puede reconocer antigenos peptidicos unidos a proteinas MHC de clase I. Luego, el receptor
informa a la célula T de una posible infeccidn que mata a la célula infectada mediante la liberacion
de diferentes moléculas asesinas [79].

Estas moléculas asesinas incluyen perforinas, granzimas, granulisinas y citoquinas como
interferones y factores de necrosis tumoral (TNF) [80]. Los interferones son particularmente
efectivos contra los virus, ya que inducen propiedades antivirales y actian como moléculas de
sefializacidn al informar a las células vecinas de una posible infeccién viral [81,82]. La infeccién por
coronavirus desencadena la respuesta inmune innata y adaptativa. A pesar de que una respuesta
inmune rapida y bien organizada es necesaria para deshacerse del virus [83,84], una respuesta
inflamatoria extrema y una respuesta inmune adaptativa mal regulada hacen mas dafio que bien.
Infligen lesiones tisulares sistémicas y en el sitio (entrada viral) [85].

7.1. Caracteristicas distintivas de la respuesta inmune a la COVID-19

La respuesta proinflamatoria conduce a la infeccién pulmonar aguda y al SDRA, que son los
principales factores responsables de la alta tasa de mortalidad por infeccidon por coronavirus. El
evento distintivo de la respuesta inmune contra COVID-19 es el resultado de citoquinas
desencadenadas por las moléculas proinflamatorias. Una plétora de citoquinas (IFN-a, IFN-g, IL-
1b, IL-6, IL-
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12,1L-18, IL-33, TNF-a, TGFb, etc.) y las quimiocinas (CCL2, CCL3, CCL5, CXCL8, CXCL9, CXCL10, etc.)
se liberan debido a esta respuesta. Esta desregulacion inmune juega un papel importante en la
definicién de los efectos secundarios dafinos de la infeccion por coronavirus que puede causar la
muerte. Por lo tanto, comprender el mecanismo inmune exacto es esencial para prevenir el
progreso de la enfermedad de una etapa leve a una grave [84,86,87].

7.2. La interaccion entre la produccion de interferones y las citoquinas inflamatorias

La infeccidon por COVID-19 involucra las células del tracto respiratorio superior,
principalmente las células del epitelio bronquial y los neumocitos [88]. El virus entra en los
neumocitos del epitelio alveolar uniéndose al receptor ACE 2 [89]. Inmediatamente después de
entrar en el huésped, el sistema inmune responde y regula a la baja la expresion de los receptores
ACE-2 induciendo la autofagia y separando la membrana basal. Ademas de esto, el sistema
inmunoldgico desencadena la liberacidn de interferones. Como estrategia de combate, los viriones
se producen en grandes cantidades, lo que resulta en la propagacion de la infeccion a las células
vecinas y la circulacion sistémica, ya que los receptores ACE-2 se expresan en muchos tipos de
tejidos [90-93].

La patogénesis viral se caracteriza por dos eventos principales, uno es la caida en la
produccion de interferones, principalmente IFN-I e IFN-III, y la sobreexpresion de diferentes
citoquinas inflamatorias, como IL-1B, IL-6, TNF e IL1RA [87]. El SARS-CoV-2 es Unico en evadir el
sistema inmunitario al regular a la baja la produccién de interferones, que son los mediadores
antivirales mas importantes, y también posee la capacidad de replicarse dentro del tejido
pulmonar, rasgos que otros coronavirus no poseen [87,94].

Las interleucinas se liberan en cantidades abundantes y tienen un gran impacto en el
proceso de inflamacién y la gravedad de los sintomas de COVID-19 se rige por la liberacion de
interleucinas (IL-1beta e IL-8) y TNF-alfa [87,95].

Un estudio de Carty et al. [96] mostrd la contribucidn de la via IL-1 en la patogénesis de
COVID-19. Las citoquinas como IL2, IL6, TNF, IFNA1/13, IL1A, IL1B y el receptor IL1 se
sobreexpresaron solo en pacientes infectados en comparacién con individuos sanos [97].

Aparte de esto, el sistema inmune innato consiste en un receptor de reconocimiento
especializado conocido como receptores tipo toll expresados por una variedad de tipos de
células, incluidas las células dendriticas (DC), macrdéfagos, linfocitos y células parenquimatosas
gue estan involucradas en el reconocimiento de patrones especificos que se encuentran en la
superficie de los patdgenos [98]. Diferentes tipos de TLR se unen a productos virales especificos
que pueden incluir ADN monocatenario (TLR3 y 8) o ADN de doble cadena (TLR9). Ademas de los
TLR, la caja DExD/H y las helicasas de ARN también estan involucradas en la identificacién de
patdgenos virales. Se sabe que estimulan la expresidn de interferones de tipo | (IFN) y una
variedad de genes estimulados por IFN y citoquinas inflamatorias [99]. La inmunidad innata
contra las infecciones virales por reposos inflamatorios antivirales, el bloqueo de la infeccidn, la
proteccién de las células contra la infeccidn y la destruccidn o inhibicidn de las células infectadas
por el virus se representan en la Figura 3.
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Figura 3. Representacidon esquematica de la inmunidad contra patdgenos virales.

Mecanismo de accion de los interferones

Del mismo modo, también se ha informado que la respuesta inmune innata al ataque viral
estd mediada por proteinas especializadas conocidas como interferones que se unen a los
receptores IFN tipo Il y dan como resultado un estado antiviral. Estimulan la expresién de mas de
100 genes IFNestimulados, y los eventos posteriores impulsan el fenédmeno del estado antiviral
que es responsable de la inhibicion de la sintesis de proteinas en la célula infectada. Esto causa la
detencion de la replicacidn viral a medida que el virus se multiplica al piratear la maquinaria de
sintesis de proteinas de la célula huésped. Ademas de esto, los IFN de tipo | también activan las
células asesinas naturales (NK) y producen citoquinas que eventualmente desencadenan las
respuestas antivirales mediadas por células NK [100].

Las células NK son una clase importante de células especializadas que estan involucradas en
la produccidn de citoquinas proinflamatorias. Matan las células infectadas e interactdan con las
células dendriticas, actuando asi como un componente importante de la respuesta inmune innata
contra las infecciones virales [101].

7.3. Papel del inflamasoma en la causa de la inflamacion

La infeccion por SARS-CoV-2 conduce a la activacion del inflamasoma citoplasmatico NLRP3
(Tabla 1). La activacion del inflamasoma en macrofagos, células epiteliales y, a veces, células
endoteliales libera citoquinas proinflamatorias, interleucina (IL)-1B e IL-18, que contribuyen a la
inflamacién patdgena responsable de la gravedad de los sintomas de COVID-19 [102,103].
Ademas, la deteccién de ARN viral por receptores tipo toll (TLR)3, TLR7, TLR8 y TLR9 activa la via
de sefializacién NF-kB y varias citoquinas proinflamatorias con un papel importante en el inicio de
la inflamacidn inducida por virus [104,105].
7.3.1. Marcadores histopatoldgicos de inflamacion

Las observaciones histopatoldgicas de lesiones pulmonares en casos de SARS no solo
muestran respuestas inflamatorias inespecificas como edema e infiltracion de células
inflamatorias, sino que también exhiben una exfoliacién severa de células epiteliales alveolares,
ensanchamiento septal alveolar, dafio a los septos alveolares e infiltracion del espacio alveolar de
una manera claramente organizada. La infeccion por SARS-CoV-2 puede causar cambios
patoldgicos, como degeneracion, infiltracién e hiperplasia. El dafio a las paredes arteriolares
intersticiales pulmonares indica que la respuesta inflamatoria juega un papel importante en toda
la enfermedad. Estos hallazgos sugieren que la capacidad innata del cuerpo para responder a la
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infeccion juega un papel esencial en la inflamacion de la enfermedad junto con la patogénesis viral
[106,107].

7.3.2. Papel del desencadenante de inflamaciéon de patrones moleculares asociados al dafio
(DAMP)

Otra molécula que es responsable de causar inflamacion en el tracto respiratorio superior
después de la infeccién por COVID-19 es DAMP. Se libera solo en condiciones estresantes e induce
inflamacién por su unién al receptor P2X / P2Y. Ademas, DAMP también actta a través de la
activacion del inflamasoma NLRP3, lo que lleva a la activacion de la caspasa-1, para la produccion
de IL-1, que es una potente citoquina proinflamatoria [108-110].

7.4. Papel del sistema inmune adaptativo frente a la COVID-19

Los sintomas graves se deben a una respuesta inmune desequilibrada. El sistema inmune
adaptativo se dirige al virus patégeno mediante la liberacion de anticuerpos especificos para la
infeccion y células T citotdxicas que se defienden contra invasores extrafios. Un estudio realizado
por Clay et al. [90,111] mostré que en un modelo de infeccion de primates sars-CoV, a pesar de
que el virus se replica en los pulmones durante 10 dias de infeccién subsiguiente, la inflamacion
fue mas evidente después del aclaramiento viral con un pico en el dia 14 posterior a la infeccidn
hasta el dia 28. Estos hallazgos indican que la fase temprana depende de la presencia viral, pero
una fase viral independiente ocurre en una etapa mucho mas tardia del aclaramiento post-viral
que se caracteriza por la inflamacién. Esta etapa independiente viral ocurre debido a la dispersién
del epitopo, que es el resultado de la destruccion prolongada del tejido por el virus. Es necesario
realizar estudios para mostrar si también se produce una progresion similar en dos fases en el caso
de COVID-19. Las particulas virales son atacadas por linfocitos By T del sistema inmune adaptativo.
Hay una interaccion dinamica que ocurre a nivel celular, donde los péptidos virales son
presentados por las moléculas MHC clase 2 a las células T CD8 + que afectan significativamente el
aclaramiento viral al actuar como asesinos. Este encuentro a través de las moléculas MHC de la
particula viral induce la activacion de las células CD8 +, lo que lleva a su divisidn y expansion clonal
en efectores especificos del virus y células T de memoria. Las particulas virales se presentan a las
células T CD4+ en un mecanismo similar a través de la molécula MHC clase 1. Las células B pueden
identificar antigenos virales e interactuar con CD4+
Células T [112].

El anticuerpo IgM se libera dentro de una semana de la infeccidn viral, seguido de la liberacién
del anticuerpo 1gG que se traduce en inmunidad de por vida contra el virus. Las proteinas
estructurales del SARS-CoV-2 comparten similitudes genéticas con el SARS-CoV, como los epitopos
de células B y T con similitudes del 23% y 16%. Es necesario desarrollar una posible vacuna,
teniendo en cuenta epitopos similares. La vacuna debe ser capaz de provocar una fuerte respuesta
inmune contra el virus mediante la activacién de las células B y T del sistema inmune adaptativo,
lo que lleva al desarrollo de inmunidad de por vida contra el virus [113].

Pocos estudios sugieren el papel de los anticuerpos (locales y circulantes) en la proteccion
contra el coronavirus. Muchos estudios demostraron la vida util de los anticuerpos, con algunos
estudios que indican que es de 5 a 6 meses y otros sugieren que dura al menos un afio. Sin
embargo, es necesario trabajar en estudios detallados para deducir la vida util exacta de los
anticuerpos y comprender la cinética de la produccidén de anticuerpos [59,114]. La transferencia
del virus a las células vecinas ocurre directamente, a partir de la interaccion célula-célula sin
entrada en el entorno extracelular, considerando que las células T actuan como las principales
células inmunes que pueden controlar la infeccion en lugar de los anticuerpos circulantes [115].
7.5. Dafio a los linfocitos T infligido por COVID-19

El coronavirus es poderoso para incapacitar el sistema inmunoldgico al dafiar los linfocitos T.
Un estudio realizado por Qin et al. [116] mostrd que 452 pacientes con COVID-19 que fueron
sometidos a examen se dividieron en dos grupos segun la gravedad de sus sintomas. Hubo una
elevacion en el nimero de biomarcadores relacionados con la infeccion (es decir, procalcitonina,
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velocidad de sedimentacién de eritrocitos, ferritina sérica y proteina C reactiva) y citoquinas
inflamatorias (TNF-a, interleucina (IL)-2R e IL-6). Hay una diferencia en los recuentos de células
sanguineas entre el grupo grave y el no grave, los casos graves exhiben recuentos mas altos de
leucocitos y neutrdfilos con una mayor proporcién de neutrdfilos a linfocitos y recuentos de
linfocitos mas bajos. El recuento de células CD4 + se redujo significativamente en casos graves, sin
embargo, los recuentos de CD8 + y células B se mantuvieron constantes en todo momento. La
reduccién de los linfocitos T es responsable de la respuesta inmune adaptativa comprometida
contra COVID-19 [116]. La alta proporcion de neutréfilos a linfocitos se considera una
caracteristica de la inflamacién sistémica y también como un indicador de infeccidn bacteriana
[117]. Se han observado altos niveles de citoquinas proinflamatorias y quimiocinas en el caso de
la infeccidn por SARS-CoV y MERS-CoV, lo que corrobora los altos niveles en caso de infeccién por
SARS-CoV-2 [86,87].

7.6. Diferencias basadas en el género en la respuesta inmune frente a la COVID-19

Existen diferencias basadas en el género, ya que el cuerpo humano percibe y responde de
manera diferente al virus COVID-19. Los datos mundiales sugieren que los hombres sufren mas de
enfermedades del sistema respiratorio, incluidas las causadas por infecciones virales agudas,
mientras que las mujeres son menos propensas a infectarse con un virus, debido a las diferencias
en sus sistemas inmunes innatos y adaptativos. Se sabe que las hormonas sexuales regulan los
mecanismos de defensa innatos del cuerpo. En el caso de la infeccion por COVID-19, las diferencias
de género influyen en la respuesta inmune antiviral, la morbilidad, la transmisién y la patogénesis.
La hormona estrogeno modula los receptores de citoquinas y regula la produccion de citoquinas
proinflamatorias [118,119]. La liberacidn de citoquinas es responsable de la patogénesis de COVID-
19. El estrégeno influye en la respuesta inmune al unirse al receptor de estrégeno (ER a o B) [120],
el receptor ER-a se encuentra en todas las células inmunes. La union del estrégeno al receptor ER-
a en las células inmunes resulta en su maduracién y regulacidn y esta unidon también desencadena
la liberacion de interferones que induce la activacion de las células NK, ejerciendo un efecto
protector inmunolégico [120,121]. Por lo tanto, el sistema inmunoldgico puede ser modulado por
la hormona estrégeno que se une a la ER a o B receptores. La B ER tiene efectos opuestos a la a
ER y esta involucrada en fendmenos proinflamatorios [122]. La pérdida de a de ER en mujeres
mayores conduce a lainmunosupresidn, lo que demuestra que el estrégeno puede proteger contra
COVID-19 [123,124].

COVID-19 provoca esta tormenta de citoquinas al interactuar con los TLR expresados en la
superficie de las células del sistema inmune innato, incluidos los macréfagos, los mastocitos y las
células dendriticas. Esta cascada de sefalizacion desencadena la liberacion de citoquinas vy
quimiocinas al promover la vascularizacién. Todos estos eventos conducen colectivamente a un
empeoramiento del paciente, lo que resulta en la manifestacion de sintomas graves. Es bien sabido
que uno de los cromosomas X en las mujeres esta inactivado; sin embargo, el Uinico cromosoma X
activado es el Unico responsable de estimular el sistema inmunolégico en las mujeres. El
cromosoma X regula la respuesta a las infecciones virales modulando la funcién de varios
receptores como FOXP3, TLR7, TLR8, CD40OL y CXCR3 dando lugar a su sobreexpresion en las
mujeres [125]. Ademas, la comparacion de la respuesta inmune en mujeres con hombres puede
exhibir un comportamiento inmune alterado en términos de mostrar cargas virales plasmaticas
mas bajas, células T CD4 + mas altas y niveles de anticuerpos mas altos con una vida util mas larga
[126]. Ademas, las hormonas sexuales también gobiernan la activacién de las células inmunes
mediante la activacién de TLR7, causando la liberacion de interferones que induce el estado
antiviral y alerta a las células inmunes sobre una posible infeccion viral que debe eliminarse. Las
hormonas sexuales femeninas son mas competentes en la activacién de las células inmunes en
comparacién con los hombres. La activacién de las células inmunes resulta en la liberacion de
citoquinas que son criticas para activar las células T citotodxicas.

Sin embargo, las citoquinas son las principales responsables de la inflamacion, que es un
rasgo caracteristico del agravamiento de la enfermedad COVID-19. A pesar de que la accidon de las
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hormonas sexuales en las mujeres resulta en una respuesta inmune altamente potente, hay altas
posibilidades de desarrollar trastornos autoinmunes e inflamatorios. La respuesta autoinmune en
el caso de las mujeres se debe a la sobreexpresion de TLR7 pero permite que el sistema sea menos
sensible a las infecciones virales [127].

7.7. Contribucion de las herramientas bioinformdticas para el disefio de enfoques terandsticos

Como se discutid anteriormente, el sistema inmunoldgico es un sistema complejo con
innumerables células que actuan de manera Unica para atacar a los invasores potenciales.
Comprender el complejo sistema humano es un proceso laborioso y lento. La biologia
computacional viene al rescate aqui, afios de arduo trabajo han llevado a ciertos modelos
matematicos que pueden predecir motivos inmunogénicos en el patégeno objetivo. Estos modelos
pueden predecir la interaccion de las células B o T con regiones especificas del patdgeno. Este
progreso en la biologia computacional ha permitido a la comunidad cientifica disefiar una vacuna
contra virus a tasas récord. Si uno conoce la secuencia del genoma objetivo, los investigadores
pueden obtener un posible candidato a vacuna en un corto periodo de tiempo. La acumulacién de
mutaciones y la seleccion natural a lo largo de millones de afios han fortalecido el sistema
inmunoldgico en términos de diversidad y adaptabilidad, lo que le permite enfrentar cualquier
problema que pueda existir. A pesar de que existe una comprensién profunda del sistema
inmunoldgico del ratdn, pero el sistema inmunoldgico humano estd lejos de nuestra comprension
y necesita ser estudiado paso a paso. La biologia computacional nos proporciona las herramientas
relevantes necesarias para descifrar el sistema inmunoldgico. Esta necesidad urgente de
decodificar el sistema inmunolégico condujo al desarrollo de un campo distinto de "Inmunologia
de Sistemas". Es un campo de la biologia de sistemas que utiliza enfoques matemdaticos y métodos
computacionales para evaluar las interacciones dentro de las redes celulares y moleculares del
sistema inmune [128]. Debido al aumento de los casos de COVID-19, el enfoque de los
investigadores se ha desplazado hacia la comprension de la evolucién y la patogénesis del virus.
Estan trabajando rigurosamente para decodificar la evolucidn de la secuencia a nivel gendmico y
protedmico a través de modelos filodinamicos y epidemioldgicos para el disefio de posibles
candidatos a farmacos [129].

La bioinmunoinformatica es una rama de la bioinformatica que utiliza enfoques
matematicos y computacionales para desarrollar datos inmunoldgicos y hacer predicciones sobre
la inmunidad y la patogénesis de enfermedades. Las células B identifican epitopos especificos de
patégenos y se pueden utilizar herramientas computacionales para predecir los epitopos que
pueden ser reconocidos por las células inmunes. El proceso para modelar las secuencias de
péptidos inmunogénicos implica la busqueda de la secuencia COVID-19 disponible para todos los
marcos de lectura abiertos (ORF), el mapeo y la deteccion de la expresion.

En el caso del disefio de vacunas convencionales, los patégenos atenuados o desarmados
deben haber sido cultivados a gran escala para atender a la enorme poblacién mundial. También
se debe evaluar la antigenicidad de los agentes. Sin embargo, este es un proceso que consume
mucho tiempo y puede tardar varios afios en completarse. Por lo tanto, existe una necesidad
urgente de métodos que sean rapidos, efectivos y seguros para el desarrollo de vacunas. La
tecnologia de ADN recombinante se esta utilizando junto con herramientas de Bl para la validacion
y el andlisis de posibles motivos antigénicos. Ademas del disefio de vacunas a través de la
prediccion de antigenos mediante BI, |a reutilizacion de medicamentos existentes también es otra
solucion para resolver problemas en la situacion de COVID-19, ya que no hay medicamentos
antivirales aprobados contra COVID-19 [130].

7.8. Disefio de epitopos: el proceso

El virus se vuelve infeccioso una vez que ingresa a la célula huésped y la entrada viral es
asistida por el SP [131]. Sobre la base de estudios anteriores sobre los virus SARS y MERS, esta
proteina se ha convertido en altamente inmunogénica capaz de inducir una fuerte respuesta
inmune. A pesar de que la mayoria de los estudios han disefiado farmacos basados en la proteina
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S, las mutaciones han surgido como el principal bloque en su desarrollo. Por lo tanto, es
importante tener otras opciones a mano. Las vacunas se han disefiado incorporando otras
proteinas COVID-19 como las proteinas N y M, proteinas accesorias, etc. Ademds, en un estudio
realizado por Sikora et al. [132], se realizaron estudios de acoplamiento in silico para identificar
posibles sitios de unién a anticuerpos en un sistema de 4,1 millones de 4tomos que contiene un
parche de la membrana viral con cuatro proteinas S de longitud completa, totalmente
glicosiladas y palmitoiladas. Identificaron nueve epitopos mediante la generacién de una
puntuacién de epitopo de consenso que incluia la puntuacién combinada de accesibilidad,
rigidez, conservacion e inmunogenicidad al tomar su producto y garantizar la inclusién de
epitopos de alta puntuacion en los cuatro estudios. Este estudio se centré en la importancia de
identificar pequefios fragmentos del antigeno para el disefio de vacunas, sin necesidad de
trabajar en proteinas de longitud completa. Se destacd la importancia de la glicosilacion de la
superficie de las proteinas S, los glicanos cubren la superficie de las proteinas S y proporcionan
un obstaculo estérico y evitan la unién de anticuerpos neutralizantes a las proteinas S. Tanto la
glicosilacidn pesada como la ligera se analizaron en el estudio, y se ha encontrado que la
glicosilacion ligera estortico la union de anticuerpos neutralizantes al SP [132].

En otro estudio de Sadat et al. [133], se generaron cuatro modelos de proteinas a través de
la prediccidn de epitopos. La prediccidn de epitopos para el disefio de vacunas implica un par de
pasos. El primer paso es la recuperacion de la secuencia SARS-CoV-2, que luego se somete a la
prediccion de epitopos que pueden ser los objetivos potenciales de las células B y T; la estructura
y las propiedades de los epitopos se analizan a fondo para el posterior disefio de la vacuna. Este
proceso de disefio de vacunas se conoce como "Vacunologia Inversa" [133]. Esta prediccion in
silico y el cribado de vacunas candidatas acelera el proceso [134]. Los cuatro modelos que se
analizaron por su antigenicidad incluyen RBD del COVID-19 SP, una proteina de fusién compuesta
por RBD, proteinas M y N de longitud completa de COVID-19, proteina de espiga truncada y una
proteina de fusion compuesta de proteina de espiga truncada y proteinas M y N de longitud
completa. Un esquema de los cuatro modelos se presenta a continuacion en la Figura 4.

Recep tor binding domain of Spike protein
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_ Receptor Full M protein Full N protein
binding domain
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Truncated Spike Protein Full M protein

Figura 4. Representacion esquematica de los cuatro modelos.

Los resultados revelan que la proteina de fusion representada por el modelo IV tiene la mayor
inmunogenicidad entre los cuatro modelos y consta de 24 regiones altamente inmunogénicas que
son objetivos potenciales de las células By T. Las proteinas fusionadas se estan probando ademas
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por su eficacia in vitro e in vivo. En otro estudio de Ayman et al. [135], estudios concluyentes in
silico indican la relacion evolutiva entre el SP del SARS-CoV-2 y el del SARS-CoV encontrado en
murciélagos, mostrando una similitud de secuencia del 96%. Sus estudios también sugieren que el
SARS-CoV-2 es un virus que se ha creado naturalmente a través de la seleccion natural del virus
SARS-CoV. También han encontrado una estrecha relacidn evolutiva entre el receptor ACE-2 para
la proteina espiga entre humanos y murciélagos. Los estudios de acoplamiento molecular
realizados por Chaudhury et al. revelaron que las bolsas de unién para las proteinas espigas eran
similares entre los murciélagos y los humanos [61].

Ademads, la patogénesis del virus se caracteriza por una liberaciéon de citoquinas
proinflamatorias como las interleucinas y los TNF, desencadenada por la via de sefializacion del
receptor toll- like. Se sabe que el SP del SARS-CoV-2 se une a los TLR e induce la cascada de
sefalizacidn. Si la interaccion entre los dos se previene mediante un inhibidor que se une
competitivamente a los TLR, se podria prevenir la propagacién de la infeccion viral. Los estudios
de acoplamiento molecular revelaron la alta afinidad de unién de la proteina espiga para TLR-1,4
y 6, la interacciéon estd mediada por los dominios extracelulares de los TLR. Afirman que la
orientacion selectiva de este complejo ligando-receptor puede allanar el camino para el disefio de
vacunas contra COVID-19 [61]. En otro estudio realizado por Bhattacharya et al. [136], se ha
analizado in silico un candidato a vacuna peptidica para su unién a TLR-5. La longitud corta y la
estructura helicoidal del péptido facilitaron la unién con el TLR-5.

En un estudio realizado por Lee et al. [137], se realizaron estudios de validacion
computacional para formar una lista de 48 péptidos inmunogénicos potenciales que podrian
usarse para el disefio de vacunas contra el SARS-CoV-2. Para este propdsito, los marcos de lectura
abiertos del SARS-CoV-2 fueron adquiridos del NCBI. La similitud de secuencia entre los péptidos
inmunogénicos identificados estaba disponible en la base de datos de péptidos IEDB y se evalud
utilizando la funcidn de alineacion por pares del "paquete biostrings v2.40.2". Solo se eligieron
aquellas secuencias peptidicas que exhibieron una similitud de secuencia o mas de tres secuencias
de aminoacidos para un mayor escrutinio. La inmunogenicidad de los péptidos seleccionados se
determind utilizando una herramienta de prediccidn onlineipred ° que relaciona las puntuaciones
de un péptido con su reconocimiento prospectivo por una célula T. Ademas, la afinidad de unién
de un péptido hacia las moléculas MHC se predijo utilizando el NetMHC pan V4. El estudio también
demuestra la busqueda de novo de péptidos SARS-CoV-2 9-mer que tienen una afinidad de unién
hacia los alelos HLA que se encuentran en poblaciones chinas y europeas, y la capacidad de
reconocer TCR utilizando un nuevo algoritmo de inmunogenicidad iPred, y se identificaron 63 de
estos péptidos [137].

7.9. Enfoques para el desarrollo de vacunas

o Dirigido al sistema inmune celular: Para el desarrollo efectivo de vacunas contra patégenos
intracelulares, la identificaciéon de antigenos protectores de miles de candidatos es un
requisito previo. Sin embargo, las propiedades relevantes de los antigenos que brindan
proteccién a los patdégenos enddgenos contra el sistema inmune celular estdn mal
caracterizadas [138,139], lo que retrasa el proceso de desarrollo de la vacuna. La abundancia
de antigenos es una propiedad importante que puede ser explotada para este propdsito
[138,140]. El perfil de expresidon de antigenos varia de unos pocos a millones de moléculas
por célula y los antigenos que estdn altamente expresados pueden ser probados
selectivamente para su inmunogenicidad [141,142]. En uno de estos estudios realizado por
Rollenhagen et al., el reconocimiento selectivo de unos pocos antigenos altamente
expresantes por las células CD4 + condujo a la induccién de una potente respuesta inmune
gue se demostré mediante la seleccion in vivo de antigenos abundantemente expresados.
Por lo tanto, la seleccion de antigenos tan abundantes puede facilitar el desarrollo de vacunas
efectivas contra enfermedades infecciosas como la gripe, la fiebre tifoidea, COVID-19, etc.
Este proceso se puede mejorar estudiando los datos transcriptomicos de las interacciones
viral-huésped [138].
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e Agrupacion de epitopos altamente inmunogénicos: El suero humano consiste en una gama
de anticuerpos policlonales que pueden o no corresponder a antigenos inmunogénicos. Esto
se debe a que un patdgeno consiste en varias particulas / epitopos antigénicos que se han
originado a partir de regiones de los patdgenos que evolucionaron genéticamente para ser
menos inmunogénicos Esto engafia al sistema inmunolégico para que reconozca los epitopos
no inmunogénicos que sufren mutaciones constantes. Incluso después de tener un recuerdo
de los antigenos, el sistema inmunoldgico falla en un segundo encuentro debido a la
acumulacion de mutaciones en los epitopos. La seleccidn de tales antigenos asegurara que el
sistema inmune pueda inducir la producciéon de anticuerpos especificos para el patégeno Por
lo tanto, agrupar los epitopos altamente conservados del virus que aparentemente no son
inmunogénicos y aumentar una respuesta de anticuerpos contra ellos en ausencia de todo el
virus mejoraria su inmunogenicidad y prometeria una respuesta inmune robusta contra el
virus [90, 143].

e Acoplamiento computacional: El disefio de vacunas también se puede hacer mediante
estudios de acoplamiento. El primer paso en el proceso de disefio de la vacuna es la
generacion de estructuras cristalinas de los antigenos y sus respectivos anticuerpos. Una vez
que se realiza esta tarea, el siguiente paso es el acoplamiento in silico de ambas estructuras
en un intento por descubrir epitopos utiles que son inmunogénicos. Este enfoque fue
intentado por Kuntz et al. en 1982 [144]. En su estudio, analizaron las geometrias de union
de diferentes ligandos y sus respectivos receptores para la superposicidon estérica mediante
el disefio de un programa de acoplamiento DOCK. Esto ayudd a identificar sitios de union en
la superficie macromolecular. Estudiaron las interacciones de unién entre la hemo-
mioglobina y la hormona tiroidea y la prealbimina. Desde entonces, este campo ha tenido
grandes reformas y todavia estd floreciendo a un ritmo rapido [144.145]. Algunos de los
estudios también involucraron la utilizacion de plantas ayurvédicas Piper longum y Ocimum
sanctum para el tratamiento del coronavirus dirigiéndose a las proteinas receptoras ACE2 y
TMPRSS2 [146].

e  Vacunas basadas en subunidades multiples: En un estudio de Dar et al., se realizaron estudios
in silico sobre la proteina espiga de COVID-19 y se identificaron multiples epitopos por su
capacidad para provocar una fuerte respuesta inmune. Todos estos epitopos se combinaron
através de enlazadores GPGPG flexibles junto con una secuencia de subunidades B de toxinas
de cdlera (CTB) en el terminal N unido por un enlazador EAAAK, como adyuvante para formar
un candidato a vacuna de multiples subunidades. Esta vacuna se sometié a estudios de
acoplamiento molecular con receptores tipo toll para comprender su dindmica de interaccidn
y verificar la inmunogenicidad de la vacuna multiubunidad contra COVID-19. La evaluacidn
de la calidad realizada por el servidor web proSA mostré una buena coincidencia con
estructuras PDB similares resueltas experimentalmente. Los resultados de la gréfica de
Ramachandran revelaron que el 95% de los residuos se encontraban en regiones favorables.
Los servidores Discotope y Ellipro revelaron la competencia de la vacuna en términos de
poseer 27% y 52% de epitopos reconocidos por las células B. El servidor HADDOCK mostré
gue la union entre los grupos de proteinas exhibié una buena estabilidad y flexibilidad. Sin
embargo, hubo una mejora en las puntuaciones de HADDOCK cuando se aplicaron
refinamientos moleculares al complejo de proteinas atracadas. Ademas, las interacciones
entre los grupos de proteinas también fueron energéticamente favorables. Por lo tanto, se
deben realizar estudios in vitro para validar los resultados de acoplamiento para demostrar
aun mas la efectividad de la vacuna contra COVID-19 [147].

Las vacunas basadas en epitopos multiples han atraido una enorme atencidn recientemente.
Singh et al. han disefiado una vacuna basada en epitopos multiples utilizando cuatro proteinas
estructurales del SARS-CoV-2 (proteinas S, M, Ny E), seguidas de simulaciones in silico para validar
la capacidad inmunogénica del constructo. El disefio de la vacuna se logré mediante la
identificacion de los epitopos de células By T e IFN-gamma en las cuatro proteinas estructurales.



Inmuno 2022, 2

361

Las glicoproteinas E obtuvieron los puntos mas altos en términos de antigenicidad y surgieron
como ganadoras en este departamento. La vacuna generada posee un peso molecular de 45.131
kDa. Otras propiedades de la vacuna incluyen una naturaleza basica y una alta estabilidad
estructural. La vacuna exhibié una vida util prolongada que es adecuada para desencadenar una
respuesta inmune robusta [148].

La mejora de la vacuna y los estudios de validacidn adicionales revelaron la buena calidad del
modelo con el 90% de los residuos cayendo en la regidn favorable. Otros estudios de acoplamiento
han revelado que la vacuna exhibe una buena afinidad de unién hacia el TLR-3 y TLR-4, lo que
podria resultar fundamental para reconocer el SARS-CoV-2 y montar una respuesta inmune innata
y adaptativa robusta contra el antigeno. Se adoptd la adaptacién del codéon para mejorar los
niveles de expresion de la vacuna candidata en el vector de expresion de E. Coli . La vacuna se clond
en un vector peT (+28) seguido de estudios de simulacién que indican que la vacuna producira una
fuerte respuesta inmune primaria y secundaria como se predijo. Tres inyecciones posteriores
fueron la dosis umbral requerida para inducir una respuesta inmune adecuada. Sin embargo,
alrededor de 12 inyecciones repetidas de la vacuna candidata desencadenaron una respuesta
inmune aun mas fuerte. Los niveles de IFN-y también fueron elevados, confirmando la activacion
de una respuesta inmune innata [148].

En un estudio de Mitra et al., se ha disefiado una vacuna basada en subunidades multiples
que se ha construido utilizando dos subunidades S1y S2 de la glicoproteina espiga del coronavirus
en combinacion con un adyuvante quimérico. La glicoproteina espiga ha sido conocida por su papel
en la entrada viral mediada por una interaccidon dindmica entre el receptor ACE-2 que se encuentra
en la célula huésped. Los estudios demuestran que al identificar epitopos antigénicos contra
células By T si se utilizan multiples servidores en cada caso y se ejecutan diferentes algoritmos, se
deben seleccionar aquellos epitopos que han sido validados por los resultados de los multiples
servidores [149-152]. Esto asegura que los epitopos seleccionados seran efectivos en su tarea.
Mediante el uso de esta metodologia, se encontré que los epitopos predichos habian sido
mapeados en un estudio reciente de microarrays.

Los epitopos predichos poseian pardmetros como antigenicidad, no alergenicidad, no
toxicidad y un amplio rango a través de la glicoproteina espiga. Los epitopos también mostraron
una buena similitud de secuencia con el repositorio de secuencias de Gujarat (QJC19491.1).
Avanzaron un paso mas al agregar un adyuvante quimérico para maximizar la respuesta inmune
contra las construcciones. El adyuvante comprende agonistas TLR-4 y se ha encontrado que tiene
similitud de secuencia con los epitopos de células B que se encuentran en el servidor IEDB. Los bits
de secuencias adyuvantes se unieron entre si mediante secuencias rigidas y las secuencias
adyuvantes se combinaron con los epitopos utilizando EAAAK como enlazador. La disposicion del
adyuvante y los epitopos predichos se cambid varias veces para llegar a cinco construcciones de
vacunas utilizando el software de modelado ROBETTA que se caracterizaron utilizando los
parametros ProtParam. Se predijo que eran inmunogénicos debido a la presencia de amplios
epitopos de células B y la capacidad de inducir la respuesta inmune mediada por interferén
gamma.

Las construcciones consisten en enlaces de cisteina que apuntan hacia su estabilidad quimica.
Se realizd la simulacién dindmica molecular para estudiar y validar la estructura del constructo. Se
encontré que las construcciones de la vacuna tenian una estructura secundaria que consistia en
bucles y regiones de hebras que indicaban su alta estabilidad dindmica. Los constructos modelados
también se evaluaron para su vida media, utilizando el Expassy ProtParam basado en los supuestos
de la hipdtesis PEST (incluida la presencia de residuos de aminodcidos asparagina, lisina y glicina y
un punto isoeléctrico basico o neutro en proteinas estables que tienen una vida media mas larga)
y se encontré que dos constructos, 4 y 5, tenian la mayor estabilidad basada en los supuestos y
resultados de la grafica de Ramachandran, ERRAT-3D y Z-scores utilizando una simulacién de
modelado molecular de 100 ns.

Ademas, se llevaron a cabo simulaciones dindmicas moleculares para estudiar la dindmica de
interaccidn entre los constructos y TLR-4, y se encontrd que el contrato 4 tenia una alta afinidad
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de union por el receptor con una puntuacién de energia global de -24.18 KJ / mol. La interaccién
entre el constructo y el TLR-4 es impulsada por la interacciéon no covalente y esto se visualizd
utilizando la herramienta quimera UCSF (enlaces hidréfobos e hidrégeno) sobre la superficie del
TLR-4. Los residuos que participaron en la interacciéon se mapearon a través de DimPlot. La
evaluacién posterior al acoplamiento utilizando MM/GBSA confirma la postura acoplada y los
residuos involucrados en esta interaccidn [149].

8. Reutilizaciéon de medicamentos

La reutilizacion de medicamentos es otra estrategia buscada para combatir las infecciones
por COVID-19. En este proceso, los nuevos usos terapéuticos de un medicamento aprobado o en
investigacion estdn destinados al tratamiento de otras dolencias. Esta estrategia es segura,
econdmica y consume menos tiempo [153]. Segun Wang et al. [153—-156], los estudios de
interaccién farmaco-farmaco y el analisis de interaccion farmaco-farmaco-diana son técnicas de
uso comun para la reutilizacion de farmacos. Los datos transcriptdmicos pueden dar informacion
sobre los perfiles de expresion génica del SARS-CoV-2 durante la infeccion [154]. Por lo tanto,
herramientas como Genotype-Tissue Expression (GTEx) [157,158] y la base de datos lincs L1000
del programa [159,160] se han explotado para extraer los datos de expresidn génica especificos
del tejido.

La busqueda de posibles candidatos a farmacos se ha visto facilitada por herramientas
computacionales como Drug Bank [161], ChEMBL19 [161] y ZINC1520 [162]. Las herramientas
bioinformaticas estan siendo ampliamente exploradas para este propdsito, que esta exhibiendo
resultados prometedores [157]. Se estdan empleando varias funciones de acoplamiento de
puntuacién, como el programa Glide Docking y el campo de fuerza mecanica molecular (MMFF)
para preseleccionar medicamentos potenciales y sus estudios de optimizacion. Toda la integracion
termodinamica quimica (T1) y la perturbacidn de energia libre (FEP) son técnicas populares para el
descubrimiento de farmacos basados en la estructura [154,163-166]. Hoy en dia, las pruebas de
dos o mas agentes terapéuticos se utilizan en combinacién para comprobar su accion sinérgica
contra el SARS-CoV-2 [167-169]. Los ligandos dirigidos multiobjetivo (MTDL) son farmacos que son
un ejemplo de este enfoque, donde dos o mds agentes farmacéuticos con estructuras similares se
unen en un solo complejo [168,170,171].

Utilizando el acoplamiento molecular, se simula la conformacion de "mejor ajuste” de un
ligando a su receptor. En un estudio realizado por Behera et al. [168] con 45 medicamentos
antivirales aprobados por la FDA se analizaron por su potencial terapéutico contra COVID-19. Con
este fin, se realizo el acoplamiento molecular de los farmacos a tres ARN polimerasa dependientes
de ARN (RdRP) utilizando el software Autodock. Segun la clasificacion mas alta en términos de
energia de unién, 10 agentes antivirales superaron el rendimiento y Paritaprevir y Grazoprevir se
encontraban entre esos ligandos. A pesar de que Peritaprevir tenia una mayor afinidad de unién
hacia el receptor, Grazoprevir fue elegido para estudios posteriores debido a su capacidad para
unirse a residuos clave en el receptor ACE-2 y el RrDP. Dindmica y mecanica moleculares Los
estudios de andlisis de drea de superficie de Poisson-Boltzmann (MM-PBSA) mostraron que la
formacién compleja entre el ligando y las proteinas diana era altamente estable [168].

Apuntando a las proteinas de replicacion viral para la reutilizacion de farmacos

En un estudio realizado por Wang et al. [154], se llevaron a cabo examenes virtuales
jerdrquicos de dos pasos en 2201 medicamentos aprobados (Banco de Medicamentos) para su
reutilizacidn contra el SARS-CoV-2. Han probado la eficacia de estos medicamentos contra la
proteasa DEL SARS-CoV-2, que es critica para la replicacién viral. Este proceso implicé tres pasos
principales:

(a)Enriguecimiento de los candidatos a farmacos utilizando el software glide;
(b)Evaluacion de los golpes de acoplamiento utilizando el método MM-PBSA-WSAS; (c)
Seleccién de los candidatos a farmacos en funcion de sus energias de union.
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Sobre la base de este analisis, se identificaron cinco posibles candidatos a farmacos que
mostraron propiedades inhibitorias contra la enzima proteasa, a saber, carfilzomib, tetraciclina,
valrubicina, lopinavir y elbasvir. Los virus de ARN sufren mutaciones rapidas; sin embargo, los
sitios activos de proteinas esenciales permanecen evolutivamente conservados, por lo que
dirigirse a estas regiones es una estrategia efectiva para derrotar al virus [154].

En otro estudio realizado por Balasubramanium et al.,, tres proteinas conservadas
evolutivamente, a saber, RdRP, proteinasa similar a la papaina y helicasa, fueron seleccionadas
para probar la capacidad antiviral de ~ 3300 medicamentos en investigacion y 54 medicamentos
aprobados por la FDA. Estas proteinas son criticas para la replicacién viral y bloquear una o todas
ellas podria resultar fatal para el virus COVID-19 [172-175].

Se emplearon los modelos estructurales de las proteinas anteriores desarrolladas por Zhang
et al. [176] y las regiones de estas proteinas que podrian actuar como sitios de unién para los
medicamentos se predijeron utilizando Discovery Studio Suite. Se realizaron simulaciones
dinamicas moleculares para analizar la estabilidad de las bolsas de unién a lo largo del tiempo y
los resultados confirmaron su alta estabilidad. Estas bolsas de union predichas se examinaron
contra los 3300 medicamentos en investigacion y los 54 aprobados por la FDA. Los resultados de
las pruebas de deteccién mostraron que el farmaco elbasvir es un agente potente que tenia una
amplia afinidad de unidn para las tres proteinas diana [174]. Sin embargo, los autores afirmaron
que el farmaco es altamente reactivo y que también podria influir en los efectos fuera del objetivo
[177], pero no se informa que la dosis a la que se administra induzca ningun efecto secundario
grave [178].

La razon de la fuerte afinidad del farmaco hacia las tres proteinas diana es que el farmaco
interactua principalmente con proteinas cargadas positivamente y la liberacion de las particulas
virales de la célula huésped se rige por el ensamblaje de la proteina viral alrededor de su material
genético (ARN). Esta interaccién ocurre a través de la union electrostatica de las proteinas
cargadas positivamente con la columna vertebral de ARN cargada negativamente. Esto promueve
la union de la droga a las bolsas de unién [174].

9. Técnicas de visualizacion de fagos para comprender la dinamica molecular de
Patogénesis viral

Los bacteriofagos son virus que infectan las células bacterianas. En las ultimas tres décadas,
los fagos se estan utilizando ampliamente para la visualizacién de ciertas secuencias peptidicas
como proteinas de fusién en la superficie de la capa de proteinas bacteriéfagos [179]. Esta técnica
se utilizd por primera vez para establecer el vinculo entre el fenotipo y el genotipo y llegé a
conocerse como pantalla de fagos [180]. Como se discutid en las secciones anteriores, el virus
SARS-CoV-2 ha sufrido varias mutaciones, dando lugar a cepas virales con mayor infectividad y
capacidades de evasién inmune. Ademas, las mutaciones virales que confieren resistencia inmune
y conducen a estructuras alternativas de la proteina espiga que permiten que el virus se adhiera a
un numero variado de receptores celulares se seleccionan a lo largo de la evolucién [181-185].
Otros receptores que pueden servir como sitios de entrada potenciales para el virus incluyen el
motivo de unidn a la integrina que media la entrada a través de la unién de las integrinas, lo que
resulta en la activacidn del factor de crecimiento transformador (TGF)-B [186]. Ademas, la basigina
CD147 o el receptor de tirosina proteina quinasa también son otros receptores que facilitan la
unidn viral y la entrada en el huésped [187,188]. Para comprender los mecanismos que fortalecen
la patogénesis viral y estudiar la dindmica de la evasién inmune se pueden utilizar fagos
filamentosos recombinantes. Las bibliotecas de fagos consisten en distintas particulas de fagos
que muestran proteinas fusionadas en el terminal N de su proteina de capa principal p-8. El fago
lleva 4000 copias de la proteina de la capa p-8 que se puede utilizar para la visualizacion de una
serie de péptidos cuyas funcionalidades estan influenciadas por sus interacciones con los péptidos
vecinos y el cuerpo de la particula de fago [189,190]. Pentrenko et al. [191] han discutido
secuencias de péptidos que se asemejan a los dominios de unidn al receptor de la proteina espiga
viral conocida como "mimotopes" que se hacen para expresarse en la superficie de las particulas
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de fagos. Estos mimo topes son herramientas de sondeo efectivas para comprender la dinamica
molecular de la infeccidn viral. Pueden ser explotados para exhibir especificidad hacia las proteinas
de union del SARS-CoV-2 para su aplicacion en el disefio de vacunas.

En su estudio, han desarrollado mimo topes de fagos de la proteina SARS-CoV-2 Spike S1 a
través de la visualizacién de fagos y los conceptos de mimetismo molecular, denominados aqui
"mimetismo de fagos", mediante el uso de métodos bioinformaticos. El mimetismo molecular se
utiliza para comprender la reactividad cruzada de ciertos péptidos antigénicos hacia los péptidos
conformacionales o secuencias de aminodacidos de un receptor que pueden causar una respuesta
autoinmune no deseada [192,193]. Se ha identificado un panel de mimo topes de fagos
estrechamente relacionados que imitan los sitios de unidn al receptor en la superficie del factor
de crecimiento de fibroblastos (FGF1), NRP1 y la proteina espiga del SARS-CoV-2, y su unién a
FGFR3 fue mostrada por ELISA y confirmada por modelos moleculares. Se encontré que los grupos
de AA de unién de NRP-1 tienen un parecido sorprendente con el FGF-1 y el dominio de unién al
receptor de la proteina espiga SARS-CoV-2. Se reveld que los mimos tipes de fagos que exhibieron
patrones de aminodcidos similares a la RBD de la proteina espiga, que median las interacciones
con el FGFR3, no se encontraron en la variante SARS-CoV [194]. Se dedujo que estos residuos
mutados han otorgado aptitud evolutiva a las nuevas variantes del virus SARS-CoV-2 permitiéndole
alcanzar un fenotipo mas agresivo [195]. El fago EDYSELVSQ ha sido aislado por seleccion de
afinidad de células Calu-3, que es una linea celular del cancer de pulmdn de células no pequefias
que sobre expresan los receptores del factor de crecimiento humano y otros receptores celulares
importantes. Esta linea celular se utiliza para estudiar la patogénesis de los virus SARS-CoV y SARS-
CoV-2 en cultivo celular [196]. Los hallazgos sugieren que la evolucidn de las cepas virales en la
poblacion humana puede ocurrir a través de la evasidon inmune o a través del intercambio de
receptores virales y co-receptores [197,198]. Si las vias moleculares de la patogénesis viral se
comprenden a fondo utilizando las herramientas bioinformaticas, la conceptualizacidon de estos
mecanismos abrird nuevas vias para el disefio de vacunas candidatas que sean efectivas contra
cepas virales mutantes. Los métodos computacionales se pueden utilizar para determinar el
propdsito de los cambios de aminodcidos que ocurren en las variantes virales circulantes y ayudar
en la prediccion de residuos de aminodcidos que pueden sufrir mutaciones en breve para allanar
el camino para nuevos mutantes virales. Las herramientas computacionales populares que se
emplean para estudiar el efecto de las mutaciones de aminoacidos en las interacciones proteina-
proteina incluyen el cambio basado en la mutacidon de aminoacido Unico en la energia libre de
union (SAAMBE) [199] y BindProfX [197,200].

10. Disefio de vacunas basadas en inteligencia artificial (1A) y reutilizacion de medicamentos
contra el virus SARS-CoV-2

Las ultimas dos décadas se han convertido en un testimonio de la popularidad de las
herramientas de IA en el descubrimiento de posibles vacunas candidatas contra infecciones
virales. Las herramientas de IA ayudan en el andlisis de grandes cantidades de datos y permiten
predicciones precisas sobre los datos [201]. El concepto general detras de la IA es el desarrollo de
técnicas que son capaces de imitar las habilidades / funciones cognitivas del cerebro para la
resolucion de problemas y el aprendizaje [202]. La IA se divide en dos ramas principales, a saber,

e Aprendizaje automatico (ML): ML permite la generacidon de modelos que analizan y aprenden
de los datos disponibles para identificar patrones y derivar inferencias a partir de datos nunca
antes vistos [203]. Algunos de los algoritmos de ML populares incluyen maquinas vectoriales
de soporte, clasificadores de bosques aleatorios, k-medias, agrupacion jerarquica, etc., y
recientemente redes neuronales artificiales (ANN) [204].

. Aprendizaje profundo (DL): Por otro lado, el aprendizaje profundo permite la extraccion
automadtica de caracteristicas a partir de datos sin procesar [205]. DL permite un anlisis
profundo de los datos utilizando algoritmos avanzados de ML basados en ANN mediante el
uso de unidades de procesamiento de multiples capas [206].
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Los algoritmos de IA pueden acelerar el proceso de descubrimiento de farmacos contra
COVID-19. Se han realizado estudios en los que se han utilizado algoritmos basados en DL como
DeepCE para el andlisis profundo de posibles candidatos a medicamentos que podrian reutilizarse
contra la infeccidn por COVID-19 [207]. Ademas, otro modelo de diana farmacoldgica basado en
DL se ha desarrollado en otro estudio para reutilizar compuestos farmacoldégicos que tienen el
potencial de dirigirse a las proteinas del SARS-CoV-2 [5]. En otro estudio de Wallach et al., la
tecnologia de red neuronal convolucional profunda AtomNet R se ha empleado para desarrollar
antivirales de amplio espectro dirigiéndose a sitios de unién a proteinas que se conservan
evolutivamente en todas las especies de coronavirus [208]. En otro estudio realizado por Ton et
al., se identificaron 1000 inhibidores de la proteasa del SARS-CoV-2 mediante la creacién y
utilizacion del enfoque de tecnologia de red Deep Docking (DD) [209]. La IA también se esta
explorando ampliamente para el desarrollo de vacunas contra COVID-19, mediante el desarrollo
de programas como MARIA (analisis complejo de histocompatibilidad mayor con arquitectura
integrada recurrente) y MoDec que predice la presentacion de antigenos [210-212]. Ademas,
también se han utilizado herramientas de IA para analizar la presentacidon de proteinas virales a
las moléculas MHC de los pacientes para comprender los mecanismos que confieren inmunidad
en el huésped. En otro estudio de Ong et al., se descubrieron seis proteinas que podrian servir
como dianas para las vacunas en el proteoma del SARS-CoV-2 utilizando una combinacion de
vacunologia inversa y aprendizaje automatico [204,213]. El disefio de vacunas basadas en IAy la
reutilizacion de medicamentos han llevado a un cambio de paradigma en el desarrollo de
estrategias terapéuticas contra COVID-19.

11. Conclusiones

La aparicion de la pandemia de COVID-19 se encuentra actualmente en un estado de masacre
global extrema y la condicién esta empeorando dia a dia de manera catastroéfica. En este escenario
de una alta tasa de mortalidad, existe la necesidad de comprender las respuestas desencadenantes
inmunogénicas contra el coronavirus. Existen varios métodos de diagndstico ideados con
diferentes tejidos infecciosos. Sin embargo, el virus estd mutando rapidamente, lo que lleva a la
aparicién de variantes como B.1.1.7 B.1.351/501.YV2, B.1.1.248/B1.1.28/P1 y el Cluster 5. Por lo
tanto, la secuenciacién regular de los genomas virales que causan fallas en las pruebas de
diagndstico es una estrategia efectiva para identificar los sitios de mutaciones que podrian afectar
la union objetivo en las pruebas de diagndstico. ACE-2 se informa como la primera proteina diana
que facilita la entrada viral en el huésped. Una vez que entra, el virus se superpone a la maquinaria
del huésped y se somete a replicacion, traduccidn y ensamblaje. Las cuatro glicoproteinas del virus
son esenciales en la transmision de la enfermedad. Los linfocitos B y T se activan en su accion e
inician una cascada de sefializacién para luchar contra el virus. Sin embargo, una respuesta inmune
deteriorada, debido a una reduccién en los linfocitos T, contribuye a la gravedad de COVID-19.
Ademas, la liberacion de inflamasomas, DAMP, TLR y varias citoquinas proinflamatorias juegan un
papel critico en la escalada de los sintomas de COVID-19.

Con el tiempo, la bioinformatica y el aprendizaje automatico han llevado el campo al
siguiente nivel al predecir objetivos e interacciones. Diversos estudios demostraron el uso de
herramientas de Bl y machine learning para estudiar la relacion evolutiva entre dos virus, el
desarrollo de vacunas, la puesta en comun de epitopos altamente inmunogénicos, la reutilizacion
de farmacos, etc. estableciendo su potencial en la lucha contra el COVID-19.
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