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INFORME DEL GRUPO DE ANALISIS CIENTIFICO DE CORONAVIRUS DEL ISCIII (GACC-ISCIII)

ANTICUERPOS NEUTRALIZANTES FRENTE A SARS CoV-2

* Este informe estd realizado con la evidencia cientifica disponible en la fecha de su
elaboracion y podrd ser actualizado si surgen nuevas evidencias.

RESUMEN DIVULGATIVO

Los anticuerpos neutralizantes son una de las posibles defensas que tiene el sistema
inmunitario. Se generan cuando una persona sufre una infeccién y, aunque parecen jugar un
papel importante en la respuesta inmunitaria, su papel en la COVID-19 no es del todo
conocido.

Los anticuerpos neutralizantes permiten eliminar el efecto de microorganismos invasores, y su
actividad se desencadena gracias a proteinas situadas en la superficie de los virus, a las que se
unen para ‘bloquear’ la infeccion. La comunidad cientifica lleva tiempo estudiando si la
respuesta defensiva mediante anticuerpos neutralizantes puede inducir inmunidad efectiva y
duradera. Ademads se esta investigando si estos anticuerpos de pacientes que han estado en
contacto con el coronavirus SARS-CoV-2 podrian utilizarse como base para nuevos
tratamientos en COVID-19.

Conocer como invade el coronavirus las células y cdmo actuan los anticuerpos neutralizantes
para combatirlo es fundamental para avanzar en el posible uso de estos anticuerpos con fines
terapéuticos o preventivos. Aun falta mucho conocimiento al respecto, y todavia hay que
mejorar las técnicas de determinacién de estos anticuerpos para obtener datos mas fiables.

Los estudios llevados a cabo hasta el momento en SARS-CoV-2 sefialan que los anticuerpos
neutralizantes aparecen unas dos semanas tras comenzar la infeccidn, y que su pico maximo
de actividad se produciria a las 4 y las 6 semanas. Pero no se ha confirmado si todos los
pacientes generan anticuerpos neutralizantes, qué factores determinan su apariciény
actividad (edad del paciente, gravedad de la infeccion...) ni si sus niveles de neutralizacién son
siempre suficientes para conferir proteccion, ya que sus niveles son muy variables y no se
detectan en el 10-30% de los pacientes.

Hay muchas cuestiones por aclarar. Su papel en el control de la infeccidn y los sintomas de la
enfermedad; si existe una proteccion cruzada de anticuerpos neutralizantes generados por
otros coronavirus, o si una vez pasada la enfermedad y generados los anticuerpos es posible
volver a contraerla (reinfeccidn). Y la mas importante: saber cuanto tiempo dura este efecto,
caso de ser protectores de la re-infeccidn. Aun no hay evidencias sélidas para responder a
estas preguntas que sélo podrdn confirmarse en estudios prospectivos a medio y largo plazo.

Por ultimo, recordar que el estudio de la produccién de anticuerpos neutralizantes y sus
caracteristicas tiene una especial importancia, dado que en otras infecciones viricas
respiratorias estos anticuerpos son el elemento de control mas importante y su generacién
representa por tanto el objetivo principal de una vacuna preventiva.
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INFORME COMPLETO

Breve recuerdo inmunoldgico

La sintesis de anticuerpos representa uno de los mecanismos efectores de la inmunidad
adaptativa. Los anticuerpos son un tipo de macroproteinas producidas por los linfocitos B,
denominadas inmunoglobulinas, que constan de una regidn constante y una region variable.
La regién variable es la que concede la especificidad al anticuerpo al unirse de manera
altamente especifica a los determinantes antigénicos que reconoce. A diferencia de los
linfocitos T que reconocen péptidos lineales presentados por los complejos HLA, los
anticuerpos reconocen estructuras conformacionales tanto en solucion como en la superficie
de las células que denominamos “epitopos” o “inmunotopos”.

La generacidon de anticuerpos especificos frente a un germen determinado es un proceso
complejo que comprende los siguientes pasos (Figura 1):

1)

2)

3)

4)

5)

El reconocimiento del antigeno por el receptor situado en la membrana de los
linfocitos B. Sdlo los receptores capaces de reconocer el antigeno y unirse al mismo
seran activados para realizar la sintesis de los anticuerpos. De esta manera se asegura
la especificidad de respuesta de un anticuerpo frente a un germen. Los epitopos
reconocidos frente a un microbio son multiples por lo que frente a cada infeccidn se
activaran multiples clones -entre centenares y miles- de linfocitos B.

Los linfocitos B entran en contacto con los linfocitos CD4 cooperadores en los ganglios
linfaticos, que induciran la proliferacion y diferenciacion de los clones linfocitarios
activados. Los linfocitos B generardn linfocitos memoria y células plasmaticas que
producirdn los anticuerpos de manera masiva. Los anticuerpos controlan las
infecciones mediante mecanismos diferentes, no sélo por neutralizacién. Por este
motivo, no todos los anticuerpos tienen capacidad neutralizante y de hecho
representan una minoria en algunas infecciones.

Mediante mecanismos de recombinacién genética se producen distintos tipos de
inmunoglobulinas con la misma especificidad en reconocer las proteinas del virus. Las
IgM son las primeras en generarse; se detectan en 1-2 semanas tras la infeccion, y
representan un primer frente de respuesta. Las IgG se sintetizan posteriormente y son
las inmunoglobulinas mas potentes, pero su generacidén es mas tardia: aparecen entre
dos y doce semanas tras la infeccion. Las IgA son las inmunoglobulinas que se
expresaran en mucosas mediante su dimerizacidon con una proteina que les permite
secretarse en los epitelios.

En las infecciones crénicas, las IgG aumentan progresivamente su afinidad y potencia
mediante mecanismos de hipermutacidn de su region variable.

Una vez resuelto el proceso infeccioso hay una caida progresiva de anticuerpos, pero
persisten poblaciones de linfocitos B de memoria especificos frente al germen
eliminado. En caso de re-infeccidn se activaran y produciran IgG especifica de manera
rapida, en 48-72 horas.
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Figura 1. Mecanismo de generacion de anticuerpos
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Es importante recordar que, aunque la actividad neutralizante de los anticuerpos es la mas
estudiada, especialmente en las infecciones virales, no es el Unico mecanismo efector de los
mismos. Los anticuerpos pueden reconocer determinantes antigénicos microbianos en la
membrana celular y unirse a ellos. Raramente son directamente citoliticos, pero al unirse a los
epitopos expresados a nivel celular los ‘dianizan’ y permiten la unién a través del dominio Fc
de su receptor a linfocitos ‘natural killer’ y macréfagos, que destruyen las células infectadas.

En determinadas condiciones los mecanismos efectores de los anticuerpos pueden generar y
contribuir a una respuesta inflamatoria excesiva como la observada en la “tormenta de
citocinas” de la COVID-19. Otro efecto negativo de los anticuerpos es que generen un efecto
“facilitador” que aumente la infeccidon al facilitar la endocitosis por células de estirpe
macrofagica. Esto se ha descrito en virus como Zika o fiebre amarilla. En SARS hay algin dato
anecddtico, pero siempre en ensayos ‘in vitro’, por lo que no es esperado que este fendmeno
sea relevante en la infeccion por SARS-CoV-2.

Anticuerpos neutralizantes en la infeccion por SARS-CoV-2

El estudio de la produccion de anticuerpos neutralizantes (AcN) y sus caracteristicas tiene una
especial importancia dado que en otras infecciones viricas respiratorias los anticuerpos
neutralizantes son el elemento de control mas importante y el objetivo de una vacuna
preventiva. Es un drea de investigacidon en explosion con mas de 60 articulos en plataformas
pre-publicacidn con determinacioén de la actividad neutralizante.

En este campo, las preguntas planteadas son:
e (Cudndo se producen y cuanto duran los AcN tras la infeccion y curacidon de COVID-19?
e (los producen todos los pacientes, y en qué cantidad?
e (Qué papel tienen en la curacidon del paciente infectado y en la proteccién y
prevencion frente a SARS-CoV-2, incluyendo la re-infeccién?
e (Cudles son los determinantes antigénicos que son reconocidos por los anticuerpos?
e (Pueden anticuerpos frente a otros coronavirus protegernos de SARS-CoV-2?
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En general hay puntos de coincidencia en los articulos publicados, pero también discrepancias,
en parte debidas a las técnicas utilizadas para la titulacidén de la actividad neutralizante. Estas
técnicas se analizan en el siguiente apartado. A partir de estos trabajos se pueden extraer las
siguientes conclusiones, que estan sujetas a cambio segun se vaya haciendo un seguimiento
mayor de los pacientes y mejoren las tecnologias diagndsticas.

Dindmica de generacion de AcN y persistencia.

La generacion de AcN es paralela a la de la sintesis de anticuerpos. A los 7 dias del inicio de los
sintomas el 40% de los pacientes pueden tener anticuerpos; a las dos semanas practicamente
la totalidad de pacientes los generan. En un porcentaje bajo de pacientes, entre el 3y el 10%
segln los trabajos, no se detecta la produccién de anticuerpos. Este es un dato sorprendente
porque habitualmente los ‘no respondedores’ son muy pocos individuos. Es posible que los
test actuales no sean lo suficientemente sensibles y habra que validar estos datos con los ELISA
de segunda y tercera generacion.

Otra posibilidad es que en algunos pacientes la infeccién sea muy leve y no alcance el umbral
de disparo de la sintesis de anticuerpos aunque se activen otras respuestas celulares y de
inmunidad innata. Este ultimo escenario es bastante desconocido, aunque se ha descrito en
pacientes expuestos y no infectados por VIH, y también recientemente en pacientes con
COVID-19 y muy pocos sintomas.

Dado el poco tiempo transcurrido desde el inicio de la pandemia, existen pocos estudios
longitudinales analizando los niveles de anticuerpos y su capacidad de neutralizacion. Los
datos publicados sugieren que la caida de los niveles y la desaparicién se produce a los pocos
meses de la infeccidn, lo que despierta dudas sobre la duracién de la proteccidn. Sin embargo,
lo previsible es que se mantengan respuestas memoria que se activarian al entrar en contacto
con el antigeno, como se observa por ejemplo en pacientes vacunados frente a hepatitis B que
pierden los anticuerpos anti-HBS.

Proporcion de pacientes que los generan e intensidad de la respuesta

Los porcentajes de generacion de AcN son variables en funciéon de los niveles de neutralizacién
definidos en los distintos trabajos. Un 30% de los pacientes no desarrolla actividad
neutralizante detectable, y en torno 50-70% tiene actividad neutralizante media o media/baja
en plasma. Hay consenso entre los distintos trabajos en que sélo una minoria de pacientes,
entre el 1-5%, generan altos titulos de neutralizacidn.

Los umbrales utilizados para definir estas categorias varian de estudio a estudio. La actividad
neutralizante se titula diluyendo el suero o plasma del paciente e incubandolo con el virus
antes de infectar células en cultivo. Se cuantifica la dilucidn de plasma que bloquea el 50% de
la infeccion (IC50). Un titulo 1:1000 quiere decir que una dilucién del plasma del paciente
1.000 veces tiene actividad neutralizante que bloquea la infeccion por SARS-CoV-2 un 50%
respecto a la infeccidon sin incubacidon con el plasma. Los perfiles que se definen son los
siguientes (Tabla 1). Son valores aproximados dada la variabilidad en las técnicas y las
clasificaciones de los distintos trabajos.

Grado de neutralizaciéon Rango de actividad % de pacientes
Indetectable <1:40 10-30
Bajo >1:40 y <1:500 15-30
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>1:500 y <1:1000/2000 30-50

>1:1000/2.500 2-10

Las cifras no son buenas, pero es importante tener en cuenta tres aspectos:

e La funcién de los anticuerpos no es sélo su actividad neutralizante. Otros mecanismos
de accién como la denominada citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos
(ADCC) puede contribuir al control y la curacidon de la COVID-19. Mediante este
mecanismo los anticuerpos ‘marcan’ las células infectadas para que células citotdxicas,
especialmente de tipo ‘natural killer’ las destruyan.

e Las técnicas tienen una sensibilidad que desconocemos y deben optimizarse para
aumentar su sensibilidad como se discute en el siguiente apartado.

e El hecho de que no se detecte actividad neutralizante no excluye que el paciente tenga
esos anticuerpos capaces de bloquear el virus. De hecho, cuando se purifican los
anticuerpos de pacientes con COVID-19, algunos de los que se aislan tienen una fuerte
capacidad neutralizante. Y esto ocurre en todos los pacientes independientemente de
que tengan titulos elevados de neutralizacidon en plasma o no. La interpretacién es que
esos anticuerpos se producen probablemente en todos los sujetos. Pero, en algunos
pacientes, representan un porcentaje muy bajo del total de anticuerpos; existen
aunque a bajo nivel, diluidos en un conjunto de anticuerpos no neutralizantes, lo que
dificulta su identificacion.

Por ultimo, es importante recordar que al realizarse las mediciones en plasma no se esta
estudiando la actividad neutralizante en mucosas realizada por la IgA-secretora. En un Unico
trabajo en que se estudia la capacidad neutralizante de IgA e IgG en sangre de manera
diferenciada, se observa una mayor actividad de la neutralizacion mediada por IgA plasmatica.

Papel en la curacién, proteccidon y prevencidn frente a SARS-CoV-2, incluyendo la re-infeccién

Existe una correlacidn entre el desarrollo de anticuerpos y la desaparicién del virus en faringe
determinado por PCR. Sin embargo, los pacientes que progresan a neumonia severa
desarrollan también anticuerpos, lo que hace dudar de su papel definitivo en la curacién frente
a la accion de los linfocitos citotdxicos, ‘natural killer’ y mecanismos de inflamacién. En algunos
trabajos los pacientes de edad avanzada generan mayor titulo de AcN, lo que puede estar
relacionado con la gravedad del cuadro clinico. Otros articulos no encuentran esta correlacion.

En cuanto a la proteccién frente a la infeccidn, no se dispone aun de datos en cohortes
humanas, ya que los eventos de reinfeccidon no se han identificado de manera concluyente
hasta el momento. En un trabajo en que la infeccion de macacos por SARS-CoV-2 produjo
neumonia severa e indujo AcN se realizd una reinfeccion a los 35 dias tras la recuperacion; los
macacos se infectaron pero la carga viral en faringe fue mil veces inferior a la de la primera
infeccion y no se produjo infeccién pulmonar. La segunda infeccién correlaciond con un
repunte en los titulos de AcN. Este experimento sugiere proteccion de AcN frente a posibles
reinfecciones pero estd realizado en a un plazo de tiempo muy corto. En modelos de
vacunacidon de macacos se obtiene proteccién frente al desafio aunque muchos de estos
resultados no han sido publicados todavia con el filtro de los revisores.
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Los bajos titulos de neutralizacidén y la desaparicion rapida de anticuerpos frente a SARS-CoV-2,
si se confirma, es motivo de preocupacidon. Sin embargo, también es previsible que los
linfocitos B memoria y las células plasmaticas que persisten produzcan anticuerpos de manera
rapida en caso de una re-infeccion. Pero desconocemos en qué escenario nos movemos.

Dos cuestiones no pueden responderse todavia: cudl es el efecto terapéutico/protector de
estos anticuerpos y su papel frente a la re-infeccidn, y cudl es la duracién de la respuesta y la
generacidon de memoria inmune a largo plazo. Sélo hay datos indirectos:

e En SARS y MERS las respuestas fueron prolongadas. En una serie de 98 pacientes
recuperados de SARS todos mantenian niveles de IgG y actividad neutralizante dos
afos después de la infeccidn. En otra serie de 13 supervivientes de MERS, el 87%
presentaban titulos de neutralizacion y anticuerpos a los 3 afios de infeccidn.

e Los modelos animales y la experiencia con otros coronavirus que producen catarros
leves apoyarian el papel protector a medio plazo de estos anticuerpos. Sin embargo
algunos autores cuestionan esta proteccidon dada la reinfeccidén por estos coronavirus
causante del resfriado comun. Se necesitan mas estudios prospectivos y experimentos
de infeccién y neutralizacidén cruzada “in vitro” para responder a esta pregunta.

Los trabajos en desarrollo, en que se trata a pacientes con AcN, seran definitivos para poder
responder a la pregunta sobre el papel protector de los anticuerpos neutralizantes ‘in vivo’.
Estos datos serdn importantes para tener una herramienta terapéutica no sélo para el
tratamiento de pacientes graves, sino como farmaco de recurso en los estudios
experimentales de infeccidon de humanos o CHIM (Controlled Human Infection Modelling).

Es importante sefialar que existe un desarrollo acelerado no sélo de vacunas, sino de
anticuerpos neutralizantes para su uso terapéutico. Se han caracterizado, clonado y expresado
docenas de anticuerpos con actividad neutralizante ‘in vitro’ dirigidos frente al dominio de
unién al receptor (RBD) y otras regiones de la espicula viral.

En otras enfermedades infecciosas, como el VIH, han demostrado su eficacia en tratar y
prevenir la infeccidn. Actualmente, a falta de una vacuna, se estudia su efecto protector en
humanos. El escalado en la produccion de estos anticuerpos permitira el tratamiento de
pacientes infectados y quizas la proteccidon de grupos de alto riesgo. En la infeccién por el VIH
la modificacién de estos anticuerpos terapéuticos permiten que se mantengan niveles
elevados durante tres meses tras la infusidon de una Unica dosis.

Determinantes antigénicos que son reconocidos por los anticuerpos

La espicula del SARS-CoV-2 es la diana a batie. El dominio de neutralizacion mas importante es
el de unién al receptor, denominado Receptor Binding Domain (RBD), como lo demuestran
experimentos con distintos anticuerpos. Sin embargo, el mapeo de los anticuerpos
monoclonales generados a partir de pacientes muestran que otros dominios de la proteina son
susceptibles para generar neutralizacidn. Entre estos el dominio de fusién en la fraccion S2 de
la proteina es también importante.

Algunos aspectos sobre la susceptibilidad a la neutralizacién de la envuelta de SARS-CoV-2
estan en fase de estudio y podrian representar obstdculos para la funcién de los AcN.
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e La espicula del SARS-CoV-2 tiene dos conformaciones denominadas ‘standing-up’ y
‘lying-down’ que se dan simultdaneamente. En la primera el dominio RBS tiene una alta
afinidad para la unién con el receptor y es accesible a los AcN. Sin embargo, en la
segunda hay un plegamiento de la proteina que podria potencialmente dificultar e
acceso de los AcN a su diana. Esa forma tiene una menor afinidad por el receptor
ACE2. Este déficit podria ser compensada por la actividad Furina de SARS-CoV-2.
(Figura 2).

Figura 2. Mecanismos de entrada celular del SARS-CoV-2.
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JShang et al. Proc Natl Acad Sci USA 2020
https://www.pnas.org/content/117/21/11727

e Una pregunta frecuente es si las mutaciones que se estdn produciendo en SARS-CoV-2
pueden interferir con la neutralizacidon o si, en otras palabras, nos encontramos ante
variantes de escape. No existen datos para contestar a esta pregunta. Sélo un clado, el
G, tiene una mutacién en la espicula del virus > D614G.

e Por ultimo, algunos cambios introducen sitios potenciales de N-glicosilacion, un
mecanismo que utilizan otros virus para escapar de la acciéon de los anticuerpos
neutralizantes mediante la generacién de ‘escudos glicano’.

¢Pueden anticuerpos frente a otro coronavirus proteger frente a SARS-CoV-2?

En relacidn con este punto no hay por el momento datos solidos que demuestren la
neutralizaciéon cruzada entre distintos coronavirus. En concreto, se ha comunicado que
pacientes con infecciones con coronavirus respiratorios tienen linfocitos, especialmente CD4,
con actividad frente SAR-CoV-1 y SARS-CoV-2. El papel de estos linfocitos y sus respuestas
celulares que reconocen dominios conservados en todos los coronavirus como las proteinas de
la cdpside puede ser importante en la evolucién y la gravedad de la COVID-19.

Sin embargo, hasta el momento no se han identificado anticuerpos frente a estos coronavirus
capaces de neutralizar los virus SARS. La propuesta de infectarse con estos virus mas banales
clinicamente como un medio de vacunacidn cruzada no tiene fundamento con los datos
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actuales. Para confirmarlo deben realizarse estudios que demuestren una correlacidn entre la
existencia de anticuerpos y respuestas celulares frente a coronavirus catarrales y la evolucién
de la COVID-19. Los estudios realizados con sueros de pacientes recuperados de SARS y MERS
no han demostrado una reaccidn cruzada que pudiera proteger frente a SARS-CoV-2. Hasta el
momento sélo se ha aislado a partir de un paciente recuperado de SARS un anticuerpo frente
al dominio de fusidon que podria bloquear ambos virus.

Otro aspecto mas distante, pero relacionado con este, es la propuesta de vacunar frente a
otros patdgenos para aumentar las respuestas de inmunidad innata, especialmente las rutas
del interferdn. El objetivo seria levantar una barrera inmunitaria inespecifica -no basada en
anticuerpos o linfocitos citotdxicos- que dificulte la infeccidn. En concreto, se ha propuesto la
re-vacunacion frente a polio. Esta propuesta es una hipdtesis tedrica no basada en datos
concretos y tiene algunas debilidades.

La primera es que el efecto vacunal seria transitorio, practicamente de dias, porque al estar ya
vacunados el ‘boost’ provocard esencialmente una potente respuesta de anticuerpos que
neutralizaran el polio vacunal en dias. Las respuestas de inmunidad innata tendran
previsiblemente un papel menor en el control y no se perpetuaran en el tiempo. La segunda
critica es que los coronavirus disponen de al menos media docena de proteinas que
antagonizan el efecto del interferdn clase | y clase Il por lo que es dudoso que esta barrera sea
protectora.

Por ultimo, una posibilidad -mds tedrica- es que la simultaneidad de dos infecciones puede
provocar una seleccidn de la respuesta inmune hacia una de ellas desatendiendo la respuesta
frente a la segunda. Podria darse la paradoja de que la vacunacion frente a polio empeorara la
infeccion frente a SARS-CoV-2 al estar el sistema inmune focalizado en combatir el virus de
polio vacunal.

Métodos de determinacidn de anticuerpos neutralizantes

Existen varias tecnologias en desarrollo, pero en la actualidad los ensayos son modelos de
infeccion ‘in vitro’. A continuacion se describe el estado de las técnicas, las ventajas y
limitaciones de cada una:

Test seroldgicos

e Test de ELISA especificos. Con el desarrollo de test de ELISA de segunda y tercera
generacion pueden detectarse anticuerpos especificos frente a dominios de la
proteina expresados en su forma conformacional nativa. En concreto, existen ELISA

e que detectan anticuerpos frente al dominio RBD. El inconveniente es que no todos los
anticuerpos que se unen a este dominio son neutralizantes, pero puede proporcionar
una aproximacion.

e Competicion con péptidos. Es el abordaje complementario al previo. La unidén de
anticuerpos a una proteina recombinante de la espicula se compite con péptidos. Si se
utilizan péptidos especificos de los dominios de neutralizacion podemos estimar la
proporcién de anticuerpos neutralizantes presentes en la muestra. El inconveniente de
este abordaje es su baja sensibilidad ya que no detectara anticuerpos presente en baja
concentracién. En segundo lugar, se necesita un panel de péptidos solapantes muy
amplio, lo que encarece la prueba.
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Test de infeccidn “in vitro”

Son los mas utilizados y representan el ‘gold standard’ de la técnica. Estos test analizan la
actividad neutralizante en suero o plasma mediante la incubacién de una preparacién viral con
el suero del paciente a varias diluciones. Como se ha comentado previamente se compara el
grado de infeccion en ausencia de suero y en presencia de las distintas diluciones del suero. La
dilucién con la que se inhibe el 50% de la infeccién se denomina concentracidn inhibitoria 50
(1C50) y la dilucion del plasma que la consigue es el titulo de neutralizacidon. Un titulo de
1:1.280 quiere decir que un plasma diluido 1.280 veces es capaz de neutralizar la infeccién
viral en un 50% ‘in vitro’. Lo que varia es el virus que se utiliza.

e Inhibicion de la infecciéon con una variante natural. En estos ensayos cldsicos un
aislado de SARS-CoV-2 se crece en cultivos celulares. El stock obtenido se titula para
ver su grado de infectividad y virulencia. Los cultivos van a morir en un tiempo
dependiente de la dosis con la que son infectados. Habitualmente se selecciona una
dosis viral que provoque la muerte del cultivo en 48-72 horas. Al final de este tiempo
se analiza la viabilidad del cultivo en condiciones de infeccién con y sin la
neutralizacion previa del virus con distintas dosis de plasma del paciente. La lectura de
este test es la viabilidad celular. Las principales limitaciones de este abordaje son la
necesidad de trabajar en condiciones P3 estrictas, sobre todo en el proceso de
generacion del stock viral, y que medimos la infeccion de manera indirecta —
proteccion frente al efecto citopatico- y no directa —cuantificacién de la replicacion -.

e Utilizacion de virus pseudotipados. En este abordaje se genera un virus ‘quimera’, que
consiste en el nucleo de un virus defectivo que se recubre con una membrana que
lleva la proteina “S” de SARS-CoV-2. De esta manera se puede medir la neutralizacion
sobre este virus quimérico que se denomina ‘pseudotipo’, que entra en la célula
mediante la proteina “S” de SARS-CoV-2. Estos virus se ponen en contacto con el suero
del paciente y se realiza la infeccidon para determinar su IC50. Las ventajas son que
puede trabajarse en nivel 2 de bioseguridad, ya que el virus es defectivo y sélo infecta
un ciclo, y que la generacion de ‘stock’ es muy sencilla. Una ventaja adicional es que en
el virus de la plataforma se introduce un gen marcador que se expresa con la
replicacion viral, habitualmente luciferasa o una proteina fluorescente. En las células
infectadas se cuentifican los niveles de estas proteinas en presencia o ausencia de
suero y estimamos la IC50 y el titulo de neutralizacién. Otra ventaja afiadida es que al
trabajar con ADN es muy facil introducir por mutagénesis dirigida variantes de SARS
COV-2 y estudiar si el suero neutraliza las distintas variantes que circulan en un pais. La
dificultad es que es una técnica algo delicada que exige experiencia en la misma para
obtener datos robustos.

Consideraciones finales

El estudio de la generacion y caracterizacidén de los anticuerpos neutralizantes frente a SARS-
CoV-2 es uno de los campos de investigacion mas dinamicos en la epidemia COVID-19. Los AcN
son el elemento mas importante a generar por una vacuna preventiva pero también un
potencial tratamiento para pacientes graves. Los datos de este informe estan realizados con la
evidencia disponible en este momento pero debe revisarse conforme se publiquen los
estudios en marcha.
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Por ultimo, es importante recordar que la respuesta del sistema inmunitario no se limita a
generar anticuerpos sino que existen otros mecanismos de defensa como los sistemas del
Interferédn y muy especialmente las respuestas celulares especificas, linfocitos CD4 y CD8, que
construyen respuestas potentes frente a la infeccién y que también contribuyen, con los
anticuerpos neutralizantes, a la proteccién generada por las vacunas.

Madrid, 2 de julio de 2020
Informe realizado por José Alcami (CNM).

Grupo de Andlisis Cientifico de Coronavirus del Instituto de Salud Carlos IlI.

Integran este grupo los Drs Mayte Coiras, Francisco Diez, Elena Primo, Cristina Bojo, Beatriz
Pérez-Gomez, Francisco David Rodriguez, Esther Garcia-Carpintero, Luis Maria Sdnchez, José A.
Plaza y Débora Alvarez. Estd coordinado por el Dr José Alcami.
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Otras referencias:

Entender lo anticuerpos neutralizantes. Grupo de trabajo sobre tratamientos del VIH
(gtt-VIH): http://gtt-vih.org/book/print/1766

Estudian el potencial de los anticuerpos neutralizantes en tratamientos y vacunas. En
Agencia  SINC:  https://www.agenciasinc.es/Noticias/Estudian-el-potencial-de-los-
anticuerpos-neutralizantes-en-tratamientos-y-vacunas

El 99% de los infectados de coronavirus genera anticuerpos. En Materia-El Pais:
https://elpais.com/ciencia/2020-05-14/el-99-de-infectados-de-coronavirus-genera-
anticuerpos.html

La inmunidad frente al coronavirus no es tan duradera: a los dos meses bajan los
anticuerpos. En Nius: https://www.niusdiario.es/ciencia-y-
tecnologia/ciencia/inmunidad-frente-coronavirus-no-tan-duradera-dos-meses-bajan-
anticuerpos 18 2967045304.html.
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