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IMPORTANTE: Este informe estd realizado con la evidencia cientifica disponible
en este momento y podrd ser actualizado si surgen nuevas evidencias.

RESUMEN DIVULGATIVO

La secuenciacién genética es una tecnologia que permite conocer y descifrar el cédigo
genético que tienen todos los seres vivos. Se trata de ‘leer’ ese cddigo, que contiene
informacidn imprescindible para su desarrollo y funcionamiento, como si de un libro de
instrucciones genéticas se tratase. Estas sefias de identidad, que definen las caracteristicas y la
‘firma genética’ de los organismos bioldgicos, vienen ‘inscritas’ en moléculas llamadas acidos
nucleicos, formadas por nucledtidos.

En el caso de los virus hay un importante debate cientifico sobre si son realmente organismos
vivos, ya que no son capaces de realizar algunas de las funciones bioldgicas primordiales. En
todo caso, la secuenciacién gendmica del nuevo coronavirus ha sido desde su descubrimiento
uno de los principales objetivos, ya que es la puerta de entrada para poder conocerlo y
combatirlo.

En lo que va de afio 2020 se han conseguido secuenciar miles de genomas completos del
coronavirus, gracias al andlisis de muestras de pacientes afectados por la enfermedad COVID-
19. Lograr esta secuenciacidn es fundamental para conocer mejor el virus y definir sus
caracteristicas y comportamiento. De entrada, la secuenciacidn permitio clasificarlo, definirlo e
incluirlo como un nuevo miembro de las familias de virus ya conocidas, bautizandolo como
SARS-CoV-2. La secuenciacion gendmica del SARS-CoV-2 ha permitido averiguar su origen (ver
informe sobre origen del coronavirus), saber cdmo se transmite (ver informe sobre
mecanismos de transmisién), investigar su capacidad de difusién y contagio, y lograr
informacidn necesaria para el futuro desarrollo de farmacos y vacunas.

En la actualidad la mayoria de centros de investigacién son capaces de hacer secuenciacidn
genética. Hay diferentes tecnologias para llevarla a cabo. La secuenciacidon de Sanger, una de
las primeras en desarrollarse y clave para automatizar el proceso de secuenciacidn que se
conoce hoy, sigue siendo una referencia. A lo largo de los afios han ido surgiendo nuevas
tecnologias que permiten obtener mas informacién del organismo secuenciado de manera
mas rapida. Entre ellas destacan tecnologias como Illlumina e lonTorrent, consideradas parte
de la segunda generacion de secuenciacion gendmica, y Pacific Bioscience y Oxford Nanopore,
que ya forman parte de una tercera generacién de esta tecnologia.

La secuenciacién gendmica ha protagonizado uno de los grandes hitos cientificos del siglo XXI,
la presentacion del Proyecto Genoma Humano, que desveld nuestro cddigo genético y que ha
revolucionado el estudio de nuestras caracteristicas bioldgicas y la lucha contra las
enfermedades. Entre las aplicaciones de la secuenciacion estan el mayor conocimiento de los
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origenes de las especies, la deteccidn precoz de sindromes y de genes asociados a
enfermedades y la identificacién de personas en ciencia forense, entre otras.

INFORME COMPLETO
éQué es la secuenciacion genética?

Todos los seres vivos estan formados por diferentes tipos de macromoléculas, que incluyen los
glucidos, los lipidos, las proteinas y los acidos nucleicos. Estos ultimos, estdn formados por la
repeticion de unidades basicas llamadas nucledtidos que se unen formando largas cadenas.
Los 4cidos nucleicos tienen una importante funcidn, ya que contienen el cddigo genético
necesario para el desarrollo y funcionamiento de todos los seres vivos, es decir para la vida.
Existen dos tipos principales de acidos nucleicos, el acido desoxirribonucleico (ADN), formado
por dos cadenas de nucledtidos entrelazadas que forman una estructura de doble hélice, y el
acido ribonucleico (ARN) que estd formado por una Unica cadena. La estructura basica de los
acidos nucleicos, el nucledtido, esta siempre formada por tres elementos, un glicido, una base
nitrogenada y un grupo fosfato. Las bases nitrogenadas son las que diferencian unos
nucledtidos de otros y en el caso del ADN pueden ser: adenina o A, timina o T, citosinao Cy
guanina o G. La secuenciacion genética es, por tanto, la determinacion del orden de
nucledtidos en una molécula de acido nucleico mediante procesos fisico-quimicos.

Posiblemente el principal hito del siglo XXI en ciencia haya sido el Proyecto Genoma Humano y
la publicacién en el aifio 2001 del primer borrador de la secuencia del genoma humano. Es
decir, se consiguid determinar la secuencia genética contenida en los 23 cromosomas
humanos o dicho de otra manera el orden de los mas de 4,500 millones de nucleétidos que
conforman el genoma humano. Esta carrera por conseguir la secuencia del genoma humano
tuvo importantes consecuencias en el desarrollo de nuevas tecnologias que permitieran
producir las grandisimas cantidades de datos que exigia un proyecto de esta envergadura.

éComo se lleva a cabo?

La secuenciacién genética es una técnica que se desarrolla en practicamente todos los
laboratorios de investigacion bioldgica y médica en la actualidad y existen diferentes
tecnologias para conseguirlo. EIl método de referencia actualmente es la secuenciacién de
Sanger por electroforesis capilar, pero en los ultimos 20 afios se ha producido una gran
expansién de nuevos métodos que se conocen en su conjunto como secuenciacidn de alto
rendimiento y que incluye métodos de segunda y tercera generacidn. Todos estos métodos
conviven actualmente debido a que tienen aplicaciones diferentes.

1.- Secuenciacién de Sanger por electroforesis capilar. Este método es una modificacién de la
estrategia disefiada en 1975 por el cientifico Frederick Sanger en la que se utilizaban
nucledtidos modificados quimicamente para que al afiadirse a una nueva cadena que se esta
formando, ésta no pudiera continuar [1]. Es decir, funcionan como nucleétidos de paro. El
desarrollo de las técnicas fluorescentes, la mejora en las enzimas necesarias para llevar a cabo
el proceso y la introduccién de la electroforesis capilar permitieron automatizar el proceso y
llegar hasta los equipos que tenemos actualmente [2].

2.- Métodos de alto rendimiento de segunda generacidn. La caracteristica principal de estos
nuevos métodos es su capacidad de llevar a cabo millones de reacciones de secuenciacién de
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forma simultanea. El desarrollo de estos métodos permitieron grandes avances en el Proyecto
Genoma Humano. Dentro de este apartado, actualmente existen dos importantes tecnologias,
Illumina e lonTorrent basadas en principios diferentes.

e lllumina. Actualmente, la referencia es la tecnologia llevada a cabo por la compaiiia de
San Diego (EEUU), que utiliza una amplificacién previa en los fragmentos a secuenciar
para formar millones de clusters de ADN. Utiliza también nucledtidos modificados
asociados a moléculas fluorescentes que al unirse a la cadena que sirve como molde,
emiten una sefial que es captada por una cdmara. El andlisis de las imagenes permite
determinar qué nucleétido es el que se ha unido en cada ciclo de la reaccidn,
permitiendo determinar la secuencia genética.

e lonTorrent. Otra tecnologia de este tipo utilizada actualmente es lonTorrent de la
compania ThermoFisher. En este caso, se utilizan micropocillos donde se coloca el ADN
a secuenciar y se afiaden nucledtidos. Cuando uno de estos nucledtidos se afiaden a la
nueva cadena que se estd formando, libera ciertas moléculas cargadas, incluyendo
iones de hidréogeno, que alteran el pH. Estas plataformas integran potentes sensores
de pH que detectan la unién del nucleétido en cada ciclo.

3.- Métodos de alto rendimiento de tercera generacién. Estos métodos van un paso mas alld y
son capaces de secuenciar moléculas de ADN sin amplificacién previa, sin necesidad de seguir
la estrategia de secuenciacidén por sintesis que siguen los métodos de segunda generacién.
Este tipo de métodos incluyen tecnologias como Pacific BioSciences u Oxford Nanopore.

e Pacific Biosciences. Esta tecnologia esta basada en guias de onda “modo cero” (zero-
mode waveguide), que son estructuras donde se integra una polimerasa (enzima capaz
de unir nucledtidos para formar cadenas de acidos nucleicos) y que aprovechan el
comportamiento de la luz para determinar qué nucledtidos marcados con moléculas
fluorescentes son afadidas en cada ciclo de secuenciacion.

e Oxford Nanopore. Esta tecnologia consigue determinar la secuencia genética de un
acido nucleico al hacerlo pasar mediante campos eléctricos a través de un nanoporo
en el que se detectan cambios en la densidad del flujo eléctrico

éPara qué sirve en la investigacion sobre SARS-CoV-2?

La comunidad cientifica mundial se ha lanzado a secuenciar el genoma del virus causante de la
pandemia de la COVID-19, consciente de la importancia que puede tener esta informacién
para abordar el desafio que supone la enfermedad actualmente. Asi, se han conseguido
secuenciar 8275 genomas completos del virus aislado de pacientes de todo el mundo y en un
tiempo récord, incluyendo 5131 de Europa, 1779 de América del Norte, 821 de Asia, 399 de
Oceania, 90 de Africa y 54 de América del Sur. Espafia ha secuenciado ya 151 genomas
completos. Gracias a esta excelente fuente de informacidn, los cientificos tienen cada dia mas
herramientas para avanzar en diferentes aplicaciones.

e Clasificacion del virus. El analisis del genoma del SARS-CoV-2 ha permitido ubicar este
nuevo virus en el arbol de la diversidad de los virus conocidos hasta la fecha mediante lo que
se conoce como analisis filogenéticos. Asi, la secuenciacion del genoma del virus aislado de
uno de los primeros pacientes detectados en la ciudad china de Wuhan ha permitido clasificar
al virus secuenciado como un nuevo miembro de la familia Coronaviridae, subfamilia
Orthocoronavirinae, género Betacoronavirus, subgénero Sarbecovirus, especie coronavirus
relacionado con sindrome respiratorio severo agudo (SARS) [3].
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e Origen del virus. Gracias a la secuenciacién de genomas completos del virus se han
podido realizar diferentes hipdtesis acerca del origen del virus. Esto es posible porque se ha
podido comparar su secuencia con la de otros virus aislados en animales y cuyo genoma ha
sido previamente secuenciado y publicado para que cualquier investigador pueda estudiarlo.
De este modo, el genoma de SARS-CoV-2 a lo que mas se parece actualmente es a un virus
aislado en murciélagos con el que comparte el 96% de su genoma [4]. También se ha podido
determinar que es muy parecido a otro coronavirus aislado en un pangolin y con el que
comparte un 90% del genoma [5].

e Transmision del virus. La comparacién de los genomas que se van secuenciando en
todo el mundo asi como la informacién de cuando y dénde se han obtenido esas muestras
permite a los investigadores identificar el posible inicio de la epidemia, trazar posibles rutas de
transmisién entre ciudades y paises asi como monitorizar su diseminacién geografica. De
forma paralela, este tipo de andlisis permiten conocer cuanto esta mutando el virus.

e Patogenicidad del virus. Gracias a la secuenciacion del genoma del virus y a su
posterior andlisis se ha podido identificar que su genoma estd compuesto por una Unica
cadena de ARN de polaridad positiva formado por aproximadamente 30.000 nucledtidos. Se
conocen al menos 6 marcos de lectura abiertos (ORFs) que incluyen ORFla y ORFlb que
codifican dos poliproteinas que son procesadas por al menos tres proteasas viricas para acabar
produciendo 16 proteinas no estructurales. Las otras ORFs codifican para las proteinas
estructurales que incluyen proteinas de la espicula, membrana, envuelta y nucleocdpside [6].
Asi, podemos conocer la secuencia especifica de las proteinas que conforman la envuelta del
virus, crucial para el proceso de ensamblado y liberacién del virus. O de la glicoproteina de la
espicula, que sabemos que estd compuesta de dos subunidades (S1y S2) y que se presenta en
la particula virica en forma de homotrimero y asi se une al receptor celular ACE2. Ademds,
mediante el andlisis de su secuencia podemos saber que la subunidad S2 contiene un péptido
de fusién, un dominio transmembrana y otro citoplasmatico y que esta altamente conservada
por lo que podria ser una importante diana terapéutica. Conocemos también que la subunidad
S1 contiene el dominio de unién al receptor y que estd mucho menos conservado con respecto
a otros coronavirus (identidad de aminoacidos del 40%) [6]. Se conoce también la existencia de
otros genes que no presentan homologia con ningln otro gen de coronavirus encontrado
hasta ahora como la ORF3b o la presencia de otros genes como el de la ORF8 que codifican
para una proteina estructuralmente diferente a otras encontradas en SARS-CoV. El estudio en
profundidad de estos genes puede resultar clave para entender la patogenicidad del virus [6].

e Disefio de farmacos antivirales. El estudio de la secuencia del virus, permite conocer
qué posiciones del mismo son clave para infectar células humanas. En este sentido, gracias a la
informacidn generada en otros virus relacionados, como el SARS o el MERS, conocemos que
los residuos L455, F486, Q493, S494, N501 and Y505 de la proteina de la espicula son clave
para la unién al receptor humano ACE2 [7]. También que ciertas variantes raras observadas ya
en virus SARS-CoV-2 como V483A, G476S, L4551, F456V y S494P, han sido previamente
asociados a una ligera menor afinidad por el receptor, asi como a una antigenicidad alterada
en posiciones equivalentes en los virus MERS y SARS-CoV [8, 9, 10]. Asi como la proteina de la
espicula del SARS-CoV-2 es bastante diferente a la del SARS-CoV (identidad del 76%), existen
otras proteinas mucho mas conservadas y que constituyen otras posibles dianas del virus
sobre las que disefar farmacos antivirales. Estas proteinas son su proteasa y su polimerasa con
las que comparte un 96% y un 97%, respectivamente. Por tanto, cualquier farmaco disefiado
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frente a estas proteinas del SARS-CoV podrian tener una alta probabilidad de funcionar
también frente a SARS-CoV-2.

e Disefio de vacunas. Actualmente existen diferentes estrategias para el desarrollo de
vacunas frente a SARS-CoV-2. El prototipo chino consiste en integrar en el genoma de otro
virus denominado adenovirus, el gen de la espicula del SARS-CoV-2. Con esto conseguiriamos
que el sistema inmune de la persona vacunada reaccionara frente a dicha proteina del SARS-
CoV-2 y que actuara en el momento que esta persona vacunada se infectara por el virus. Por
su parte, el prototipo de EEUU es una molécula de ARN también basada en el gen de la
espicula del SARS-CoV-2. Existen otras posibles estrategias que incluyen virus inactivados o
atenuados donde el producto vacunal consistiria en la inoculacion del virus completo de forma
qgue no sea capaz de desencadenar la enfermedad pero si una respuesta inmune potente
frente al virus. Todas estas estrategias requieren conocer el genoma o partes del mismo para
poder empezar con el disefio de la propia vacuna [11].

Madrid, 15 de abril de 2020
Informe realizado por Francisco Diez-Fuertes. Resumen divulgativo: José A. Plaza.
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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IMAGENES COMPLEMENTARIAS

SECUENCIACION DE GENOMAS COMPLETOS SARS-COV-2 .

{Qué es?

El genoma o la secuencia genética completa del SARS-CoV-2 es
una molécula de ARN, una especie de cédigo de 30.000 letras que
necesita para poder formar muchas copias de si mismo y lograr
multiplicarse una vez que infecta a una célula diana.

éComo se hace?

Una vez conseguido el ARN de la muestra, el objetivo es
purificar el ARN del virus y separarlo del ARN del paciente
siguiendo diferentes estrategias. A continuacion se determina
la secuencia de la molécula mediante procesos quimicos y
analisis bioinformaticos

éPara qué sirve?
Una vez conseguida la secuencia del genoma del virus, se puede
utilizar esta informacién para diferentes aplicaciones:
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