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EDITORIAL

ANTICIPA UCM,
EJEMPLO DE CIENCIA
COOPERATIVA

a humanidad se ha caracterizado desde el
inicio de los tiempos por dos tipos de ini-
ciativas: las individuales y las colectivas.
El avance de la humanidad es el resultado
de ambas.

Lo que a veces comienza como una iniciativa indivi-
dual puede llevar a innovaciones y cambios globales.
Es, por ejemplo, el caso de la técnica de la reaccion
en cadena de la polimerasa (PCR) desarrollada por
el bioquimico Kary Mullis en la década de 1980. La
PCR permite amplificar y detectar pequefias canti-
dades de material genético, lo que ha tenido un gran
impacto en el diagnoéstico y la investigacion en areas
como la virologia, la genética, la oncologia y la mi-
crobiologia. Gracias a la PCR, se pueden identificar y
caracterizar microorganismos patégenos, estudiar la
variabilidad genética y la evoluciéon de virus y bac-
terias, asi como desarrollar nuevas terapias dirigidas
a enfermedades genéticas y cancer. La PCR ha sido
fundamental en la lucha contra enfermedades, en la
secuenciacién de genomas y en la comprension de
la evolucién y la biologia, y su uso se ha extendido
a lolargo y ancho del mundo, convirtiéndose en una
herramienta fundamental para la investigacion y el
diagnéstico médico. La iniciativa individual de Mu-
llis ha proporcionado asi otras muchas innovaciones
tecnoldgicas que han venido transformado la investi-
gacién biomédica y la forma de entender la biologia.

En contraposicién, una iniciativa colectiva que se
concibi6 asi desde el principio y que ha contribuido
sustancialmente al progreso es el Proyecto del Geno-
ma Humano. Este, partié de una colaboracién inter-

nacional que involucré a cientificos y organizaciones
de todo el mundo para secuenciar el ADN humano
y asi obtener una comprension mas completa de la
naturaleza codificada en la maquinaria del nucleo
de la célula. Esa revoluciéon aun no ha acabado. El
proyecto ha tenido tal impacto en la ciencia y en la
medicina que ha cambiado no solo el diagnoéstico y el
tratamiento de enfermedades, sino que ha permitido
comprender en detalle la evolucién humana y de los
organismos vivos al tiempo que ha generado tecnolo-
gias gendémicas asombrosas.

Tanto las iniciativas individuales como las colectivas
-0 quizas mejor llamarlas cooperativas- son impor-
tantes para una vida mas humanizada, también en lo
que se refiere a los derechos como personas. El movi-
miento de derechos civiles en Estados Unidos fue un
esfuerzo colectivo para luchar contra la discrimina-
cién racial y la segregacion en la sociedad. Si bien su
enfoque principal fue en la lucha por los derechos de
los afroamericanos, su impacto se extendié mas alla
de esa comunidad. El movimiento ha ayudado a ins-
pirar a otros grupos, lo que ha llevado a cambios éti-
cos significativos en la legislacion y la politica actual
en muchas democracias del mundo.

Las iniciativas individuales pueden ser impulsadas
por personas innovadoras y creativas que buscan
solucionar problemas especificos o aprovechar opor-
tunidades, mientras que las iniciativas colectivas a
menudo implican la colaboraciéon y cooperacion de
muchas personas y organizaciones para abordar pro-
blemas y oportunidades de manera mas amplia. La
pandemia de COVID-19 ha sido un doloroso recorda-
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torio de la importancia de la cooperacién cientifica
en la resolucién de problemas globales. Desde el co-
mienzo de la pandemia, se ha visto cémo los cientifi-
cos de todo el mundo han trabajado juntos para en-
tender el virus, desarrollar vacunas y tratamientos
efectivos, y proporcionar informacién critica para
ayudar a los gobiernos a tomar decisiones informa-
das. La cooperacion cientifica ha demostrado ser
esencial para abordar una crisis global de esa mag-
nitud.

Sin embargo, también se ha visto como una parte de
la competencia cientifica puede retrasar la respuesta
a una crisis. En lugar de compartir informacion y co-
laborar en la investigacién, algunos paises y empre-
sas optaron por mantener reservados sus hallazgos
y oportunidades para obtener ventajas competitivas.
Asi, la pandemia ha mostrado que en estos momen-
tos de elevado desarrollo tecnolégico quizas la com-
petencia, incluida la cientifica, no es el camino mas
eficaz a seguir. Hay un buen numero de ejemplos que
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muestran el peligro de anteponer los intereses eco-
noémicos y politicos por encima de la salud publica
y la cooperacion global. Se debe aprender de estos
ejemplos para trabajar juntos como comunidad cien-
tifica global, incluyendo las personas cuya formacién
no es cientifica, para abordar futuras crisis de mane-
ra efectiva y eficiente.

En este primer nimero de ANTICIPA UCM se han
compilado una serie de articulos que son fruto y a la
vez ejemplo de cémo el conocimiento acumulado e
innovador en una institucién de educacion superior,
en este caso la Universidad Complutense de Madrid,
se puso de forma inmediata al servicio de la sociedad
con el advenimiento de la pandemia de COVID-19.

En aquellos momentos en los que la transmision era
tan rapida, era decisivo conocer la situacién de aque-
llas personas que la expandian al estar infectados,
pero no lo mostraban clinicamente. La capacidad
diagnéstica de los sistemas sanitarios se encontraba
saturada. Asi, de forma muy temprana surgio la ini-
ciativa del Laboratorio COVID-19 en la Universidad
Complutense de Madrid (UCM). Este proyecto, lide-
rado por un grupo de cientificos comprometidos con
la salud publica, se enfocé en la realizacién de prue-
bas PCR para la deteccion del virus en residencias de
la Comunidad de Madrid. Un elemento clave para
el éxito de esta iniciativa fue contar con multidisci-
plinariedad del conocimiento e infraestructuras de
investigacion adecuadas. Participaron expertos en
salud publica, epidemiologia, biologia molecular, en-
fermedades infecciosas, bioseguridad, informatica,
gendmica humana y de microorganismos, y asi un
largo etcétera. Ello convirtié a la universidad en un
gran laboratorio coordinado donde, a través de siste-
mas de contencién bioldgica, laboratorios de PCR y
de gendmica v el disefio de software ad hoc para la
recepcién, anonimizacion, trazabilidad, analisis, con-
trol de calidad y gestién de la informacién, pudieron
ofrecerse diariamente los resultados de las personas
infectadas en las residencias, fundamentalmente de
mayores, para facilitar los correspondientes aisla-
mientos y la gestion de espacios. No habia suficiente
capacidad en la sanidad publica para proporcionar
este servicio diagndstico a estos centros para la ges-
tién sanitaria tanto de su personal como de sus resi-
dentes. En los 3 meses de confinamiento por el esta-
do de alarma se analizaron, con esta iniciativa nacida
en la Universidad Complutense de Madrid, cerca de
30.000 muestras en unas 250 residencias.



Tras el éxito de aquella iniciativa, desde diciembre
de 2020 se organizdé un laboratorio denominado
COVID-LOT que sigue en funcionamiento para el
control del personal universitario. COVID-LOT es
una iniciativa, financiada en principio por la Univer-
sidad Complutense de Madrid y después por la Co-
munidad de Madrid, que identifica posibles brotes de
COVID-19 en la comunidad universitaria mediante
el rastreo en muestras de saliva agrupadas por lotes
con un sistema analitico propio. Los analisis se hacen
semanalmente y los resultados permiten identificar
alaspersonas que son portadoras del SARS-CoV-2. Si
no se detecta el virus en un lote, se considera seguro
y se notifica como tal. En caso contrario, se examinan
las muestras individuales para identificar a la perso-
na potencialmente infectada por el virus. La inicia-
tiva busca garantizar un entorno seguro en las acti-
vidades presenciales de la universidad y representa
una sonda de la situacion de transmisién del virus en
la Comunidad de Madrid. En este nimero se ha in-
cluido un articulo especifico sobre COVID-LOT como
sistema innovador y adaptable de rastreo de enfer-
medades infecciosas transmisibles en comunidades.

Con la finalidad de promover la integracién de sus
cientificos y académicos en la resolucién de las cri-
sis sociales, la Universidad Complutense de Madrid,
como continuidad de sus actividades durante la pan-
demia de COVID-19 y siendo parte de su vocacion el
hacer una ciencia abierta, fiable, eficiente y relevante
para la sociedad, ha puesto en marcha su Programa
ANTICIPA UCM. Con ello, esta universidad quiere si-
tuarse a la vanguardia de la ciencia abierta y coope-
rativa con su entorno social, para estimular y facilitar
en los cientificos complutenses la puesta en practica
de sinergias para investigar el virus SARS-CoV-2y la

pandemia COVID-19, asi como también sus nocivos
efectos sobre las personas y los colectivos. ANTICIPA
UCM es un proyecto multidisciplinar de investiga-
cién aplicada que agrupa 7 subproyectos con enfo-
ques cooperativos para aportar conocimientos nue-
vos en el campo de la infeccién por SARS-CoV-2 y
de la pandemia por COVID-19. Conjuga iniciativas en
marcha en la UCM e incide en el desarrollo de técni-
cas y de nuevos productos diagnésticos, preventivos
y terapéuticos, asi como de modelos epidemiologi-
cos que permitan el control de la pandemia y dotar
al mismo tiempo de servicios de alerta temprana y
de resiliencia a la comunidad y a los colectivos del
entorno. El proyecto pretende materializar a cor-
to plazo los resultados obtenidos hasta la fecha por
43 grupos de investigacion que cooperan sinérgica-
mente para proporcionar tanto al mercado como a la
sociedad, productos y servicios concretos de rapida
aplicacién a COVID-19 y a futuras pandemias.

Las tres iniciativas, el Laboratorio COVID-19 UCM
a la que siguié la de COVID-LOT vy finalmente la de
ANTICIPA UCM, son un ejemplo de cémo la ciencia
cooperativa, liderada por expertos comprometidos
con la salud, puede ser la punta de lanza en momen-
tos criticos, demostrando que, tanto en la vida como
en la ciencia, la cooperacion es esencial para alcanzar
grandes logros.

En este nimero especial, se presentan articulos re-
lacionados con las posibilidades que tiene la Univer-
sidad Complutense como conjunto para avanzar y
desarrollar el conocimiento resolviendo, de esta for-
ma, problemas sociales complejos mientras ofrece su
potencial y oportunidad para cooperar con empresas
e instituciones.
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José Manuel Bautista Santa Cruz

Universidad Complutense de Madrid

Ciencia cooperativa.
Impulsar la colaboracion para
el avance del conocimiento y la
resolucion de problemas complejos

a ciencia se basa en la buiisqueda constante

del conocimiento para la comprensién del

mundo. A lo largo de la historia, los cientifi-

cos han trabajado en solitario o en equipos

mas 0 menos numerosos para investigar,
realizar descubrimientos y desarrollar teorias que han
transformado la forma de entender el universo. Sin
embargo, en los ultimos afos, ha surgido un enfoque
cada vez mas prominente en la comunidad cientifica:
la ciencia cooperativa.

La ciencia cooperativa es un enfoque de investigacién
que se centra en la colaboracion y la interdependencia
entre cientificos y comunidades. En lugar de ser una
disciplina aislada motivada por la curiosidad indivi-
dual, la ciencia cooperativa promueve el trabajo en
equipo y la comunicacién abierta para abordar proble-
mas complejos y lograr resultados significativos. Mas
especificamente, se trata de la colaboracion y coopera-
cion entre cientificos, instituciones y paises para abor-
dar retos complicados, llevar a cabo investigaciones
de vanguardia y acelerar el avance del conocimiento
en areas basicas. A diferencia del enfoque tradicional
de la ciencia competitiva, en la que los investigadores
trabajan de manera individual o en pequefios grupos
en busca de reconocimiento y financiacion, la ciencia
cooperativa promueve la colaboracion abierta, el in-
tercambio de ideas y datos sin un protagonismo indi-
vidual, y con la construcciéon de una comunidad cien-
tifica global que trabaja en conjunto para resolver los
desafios mas apremiantes de este tiempo.
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La idea de una ciencia cooperativa se basa en la premi-
sa de que la colaboracién y la concurrencia multidisci-
plinar son fundamentales para el progreso cientifico. A
través de la colaboracién, los cientificos combinan su
experiencia y conocimientos para abordar problemas
complejos que requieren una variedad de enfoques
y habilidades multidisciplinares. Al trabajar en equi-
pos amplios, los investigadores acceden a una mayor
cantidad de recursos, datos y tecnologias, lo que les
permite desarrollar investigaciones mas completas y
rigurosas. Ademas, también implica la participacion de
las comunidades locales en la investigacién cientifica.
En lugar de ser meros observadores, las comunidades
pueden contribuir a la investigaciéon al compartir su
conocimiento local, su interés especifico en busqueda
de soluciones locales y al aportar sus propias experien-
cias. Esto contribuye significativamente a garantizar
que los resultados de la investigacion sean relevantes
y aplicables a la vida cotidiana de personas y comuni-
dades.

Compartir para avanzar

Un aspecto clave de la ciencia cooperativa es el inter-
cambio abierto de ideas y datos. Los cientificos que
colaboran comparten sus conocimientos, resultados
e ideas de investigacion de manera abierta y transpa-
rente, lo que permite una retroalimentacion constante
y una mejora continua. Esto fomenta la construccion
de conocimiento en comunidad y evita la duplicacion
de esfuerzos, ya que otros cientificos pueden construir
sobre los avances previos y mejorarlos. Ademas, el in-



tercambio abierto de datos y resultados promueve la
replicabilidad y la transparencia en la investigacion,
lo que fortalece la confiabilidad y la validez de los ha-
llazgos cientificos. La ciencia cooperativa también pro-
mueve la construccion de redes y alianzas a nivel local,
regional e internacional. Los cientificos colaboran con
colegas de diferentes instituciones, paises y culturas
para ampliar su perspectiva y acceder a diferentes en-
foques cientificos. Esto permite una mayor diversidad
en la investigacion, conduciendo a soluciones mds in-
novadoras y también mas efectivas en cuanto a resol-
ver desafios importantes y de amplia relevancia social.

Es indudable que la ciencia ha jugado un papel crucial
en construir el mundo tal como es ahora. Los avances
cientificos han sido responsables de algunas de las me-
joras mas significativas de la humanidad en campos
como la medicina, la tecnologia, la industria, la agricul-
tura y la energia. Sin embargo, también es cierto que la
ciencia a menudo se enfrenta a una serie de desafios
que pueden retrasar su capacidad para resolver pro-
blemas criticos. Uno de estos desafios es el propio pro-
tagonismo que se le da al autor de un descubrimiento
cientifico y su valorizacién en forma de indices para su
evaluacion, eventual promocion y progreso de la carre-
ra cientifica. En otras palabras, la tendencia a centrarse
en el trabajo individual y la competitividad en lugar de
la colaboracién y la cooperacion por el propio benefi-
cio del individuo. Este enfoque tiene su efecto sobre el

retraso en el descubrimiento de mayor interés, al cen-
trarse en lo facilmente alcanzable y en una fragmen-
tacion de la innovacién, lo que a la larga impide que la
ciencia alcance todo su potencial de desarrollo.

Quizas es momento de reconocer abiertamente que la
ciencia no deberia ser una actividad individual. De he-
cho,debe ser masun esfuerzocolectivoque sebaseenla
colaboracion y la cooperacion. Los cientificos trabajan
juntos para resolver problemas complejos y descubrir
nuevos conocimientos. Sin embargo, en muchos casos,
la cultura cientifica se ha centrado en la competencia
individual, donde cada cientifico se aisla en su propio
trabajo tratando de competir para destacar por encima
de otros cientificos de su campo a los que considera
competidores. Cuando los cientificos trabajan en islas,
sin compartir de forma inmediata la informacién ni
colaborar con otros, es menos probable que descubran
soluciones innovadoras a problemas complejos. En lu-
gar de eso, se produce una duplicacién de esfuerzos, a
veces aplicados a problemas mas cémodos de resolver,
lo que significa que los mismos problemas se abordan
una y otra vez o de forma simultanea en el tiempo con
la consiguiente pérdida de potencial. Ademas, el enfo-
que en la competencia individual también conduce a
un sesgo en la investigacion. Los cientificos estan mas
preocupados por publicar articulos en revistas cientifi-
cas prestigiosas que por encontrar soluciones efectivas
a los problemas reales. Esto centra la investigacién en
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elementos que son mas faciles de investigar, en lugar
de abordar los problemas mas criticos a los que se en-
frenta la sociedad.

Existen varios ejemplos clasicos de duplicacién de es-
fuerzos cientificos que han alcanzado soluciones simi-
lares de forma aislada. Charles Darwin no fue el tinico
cientifico que estaba interesado en la evolucion biolé-
gica. Alfred Russel Wallace, un naturalista britanico,
también estaba trabajando en una teoria similar en el
mismo momento en que Darwin estaba desarrollando
la suya. De hecho, Wallace llegé a enviar su teoria a
Darwin para que la revisara antes de publicarla. Esto
es una historia interesante porque estimulé a Darwin
a proponer su teoria. Asi, aunque ambos cientificos
llegaron a conclusiones similares, Darwin es el recor-
dado como padre de la Teoria de la Evolucién. Otro
ejemplo es el de la telegrafia sin hilos, donde Guglielmo
Marconi es acreditado a menudo como el inventor de
la radio, aunque no fue el Unico cientifico trabajando
en la transmisién inalambrica de sefiales. Nikola Tesla
también, trabajando en este area al mismo tiempo, ha-
bia solicitado varias patentes sobre la transmisiéon de
energia y de senales inaldambricas antes de que Marco-
ni presentara su patente en 1901.

En estos casos, la duplicacion de esfuerzos cientificos
llevé a soluciones similares. Pero también la duplica-
cion de esfuerzos ha conducido a desastres por asumir
riesgos en la carrera de la competitividad como los
casos del Apolo-1 en enero de 1967 y del Soyuz-1 tres
meses después, en abril de ese mismo afio, durante la
Guerra Fria entre Estados Unidos y la Unién Soviética.
Sus programas espaciales paralelos condujeron a una
competencia intensa para ser los primeros en llegar a
la Luna, en lugar de una cooperacion y colaboracién
que podrian haber llevado a una soluciéon mas rapida
y efectiva.

El Proyecto del Genoma Humano fue cooperativo

Hay multiples ejemplos de éxito de ciencia cooperati-
va que deberian ser guias para gobiernos y entidades
financiadoras, tanto por la idea como por su desarrollo
posterior. El Proyecto del Genoma Humano, comple-
tado en 2003, fue el resultado del trabajo de muchos
grupos de investigacion que colaboraron para descu-
brir la secuencia completa del ADN humano, y cuya
ampliacion y avance ha florecido en nuevas tecnolo-
gias que ahora siguen revolucionando el campo de la
genomica. Otro ejemplo reciente es el desarrollo de la
vacuna contra el COVID-19, resultado de la colabora-
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cion entre muchas empresas farmacéuticas y también
con empresas de otros sectores -como la de elaboracién
de las ampollas de cristal para su envasado; o las de
transporte y distribucion- junto a organizaciones de
investigacion privadas y estatales. Las ideas y la infor-
macién estaban ahi, pero se necesitaba la participacion
de muchos otros actores que se pusieron en marcha en
un tiempo récord para fabricar y distribuir las vacunas.

La cooperacioén cientifica tiene asi el potencial de abor-
dar los desafios realmente complejos a los que se en-
frenta la sociedad. Frenar el cambio climatico requiere

la colaboracion de cientificos de muchas y muy diver-
sas disciplinas y ademas de diferentes partes del mun-
do para abordarlo y comprenderlo de manera efectiva.
Solo la cooperacién cientifica ayuda a resolver proble-
mas globales en areas como la energia, la agricultura o

la salud.

Ahora mismo, uno de los ejemplos mas destacados de
ciencia cooperativa es la investigacion espacial en la
que participan diversos paises e instituciones. La ex-
ploracion del espacio requiere la colaboracion entre
naciones para desarrollar tecnologias muy avanzadas,
compartir datos y recursos, y trabajar en conjunto en
proyectos de gran envergadura. Es, de hecho, un area
en la que la ciencia cooperativa ha sido fundamental
para el avance del conocimiento y el logro de grandes
hitos. La Estacién Espacial Internacional (EEI) es una
colaboraciéon entre varios paises, incluyendo Estados
Unidos, Rusia, Canada, Japon y los europeos. La es-
tacion ha permitido la realizacion de investigaciones
cientificas en el espacio, como estudios sobre la fisio-
logia humana en condiciones de microgravedad, el
comportamiento de materiales en el espacio y la ob-
servacion de la Tierra desde el espacio. Ademas, la EEI
ha servido como plataforma para la cooperacion entre
astronautas de diferentes paises. Otro caso de éxito
es la Misién Espacial Rosetta, que lanzada en 2004
como colaboraciéon entre la Agencia Espacial Euro-
pea (ESA) v la Agencia Espacial Alemana (DLR) envid
una sonda a estudiar el cometa 67P/Churyumov-Ge-
rasimenko. La misiéon implicé la construccion de una
nave espacial y el desarrollo de tecnologias avanzadas
para el aterrizaje en el cometa. La sonda envi6 datos a
la Tierra durante dos anos y medio, lo que permitié a
los cientificos estudiar la composicién y evolucion del
cometa y ademas descartar la hipétesis aceptada, que
se consideraba universal, sobre el papel de los campos
magnéticos en la formacion del sistema solar. También
el Observatorio Chandra de rayos X es una colabora-



cion entre la NASA vy agencias espaciales de varios pai-
ses, incluyendo Canada, Japodn vy los europeos que ha
permitido estudiar fendmenos como agujeros negros,
supernovas y cumulos de galaxias. Otro buen ejem-
plo de cooperatividad cientifica se aplica al Telescopio
Espacial Hubble, entre la NASA vy la Agencia Espacial
Europea (ESA). Por no hablar del mucho mas reciente
telescopio James Webb, también fruto de la colabora-
cion de 14 paises y operado por las mismas dos agencias
espaciales ya mencionadas. El telescopio ha permitido
la observacion de objetos celestes en diferentes longi-
tudes de onda, aportando datos esenciales para estu-
diar la formacion de las galaxias, el universo temprano
y la materia oscura. Todo esto no solo ha permitido el
desarrollo de tecnologias avanzadas y la realizacion de
investigaciones cientificas en el espacio, sino que tam-
bién han transformado la comprensién del universo.

Vacunas: leccién de cooperacién

La ciencia cooperativa es también fundamental para
abordar problemas importantes de salud publica en
todo el mundo. Ya se ha mencionado antes que las va-

cunas contra COVID-19 fueron fruto de una amplia,
rapida e inmediata cooperacién publico-privada de
multiples sectores. Es precisamente en la pandemia del
COVID-19 donde mas se ha puesto de manifiesto la im-
portancia de la cooperacién cientifica global. Desde el
inicio de la pandemia, investigadores de todo el mundo
han colaborado para desarrollar y distribuir métodos
diagnosticos y vacunas eficaces contra el virus. La coo-
peracion ha incluido la comparticion de datos genémi-
cos, la realizacion de ensayos clinicos en multiples pai-
ses v la produccion y distribucién de vacunas a nivel
mundial.

Pero este hito tan reciente no es el unico. La viruela,
que fue una de las enfermedades mas mortales de la
historia, fue erradicada gracias a una campana global
de vacunacion que involucré la colaboracion de mul-
tiples paises e instituciones. La Organizacién Mundial
de la Salud (OMS) coordind la campana y los gobiernos
de todo el mundo contribuyeron con fondos y perso-
nal para administrar las vacunas. E1 8 de mayo de 1980
la Asamblea Mundial de la Salud declaré oficialmente
que la viruela habia sido erradicada del mundo. Otra
enfermedad que ha cambiado la forma de entender la
cooperacion es el VIH/SIDA. La investigacién sobre
el VIH/SIDA ha sido el resultado de una colaboracién
global. Cientificos y empresas farmacéuticas han tra-
bajado para desarrollar tratamientos y terapias para
las personas que viven con VIH/SIDA, asi como para
prevenir la propagacion del virus. Los ensayos clinicos
se han realizado en multiples paises y los resultados se
han compartido en todo el mundo. Ahora mismo con-
traer VIH/SIDA no significa una sentencia de muerte,
y esto ha sido conseguido en tan solo 30 afios. Quizasla
Iucha contra la malaria también pueda ser en el futu-
ro un modelo de ciencia cooperativa. Para ello, debera
unificarse y coordinarse el trabajo cientifico para de-
sarrollar nuevas terapias y vacunas realmente eficaces,
asi como para detectar portadores asintomaticos, pro-
porcionar tratamiento, distribuir mosquiteras y repe-
lentes de mosquitos en zonas afectadas y para eliminar
el ciclo de pobreza basal asociada a los que mas pade-
cen la enfermedad.

Mientras tanto, la investigaciéon sobre el cancer esta
cambiando la enfermedad de forma similar a como
ocurrié con el VIH/SIDA. La investigacion sistematica,
amplia y en multiples frentes en colaboracién con em-
presas farmacéuticas esta dando lugar a nuevos trata-
mientos y una prevencién mas eficaz gracias a la mejor
comprensién de la enfermedad y al desarrollo de estra-
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tegias terapéuticas rompedoras como es la inmunote-
rapia. Ensayos clinicos y estudios gendmicos del cancer
realizados en consorcios cientificos y clinicos en multi-
ples paises han resultado en protocolos universales para

el tratamiento de cada tipo de cAncer que ya no siempre

son tan mortiferos. La lucha contra el COVID-19, viruela

y cancer son modelos que reflejan la importancia de la

ciencia cooperativa en la resoluciéon de problemas im-
portantes de salud publica. La colaboracién entre cien-
cia, industrias e instituciones ha permitido el desarrollo

de tratamientos y terapias eficaces para enfermedades

mortales y ha transformado la forma en que se abordan

algunos desafios de salud.

Cambio climatico

El medio ambiente es un drea donde también la ciencia

cooperativa se hace fundamental para comprender me-
jor las causas y los efectos del cambio climatico, asi como

para desarrollar soluciones dirigidas a reducir las emi-
siones de gases de efecto invernadero. El Panel Intergu-
bernamental sobre el Cambio Climatico (IPCC) promue-
ve la colaboracion cientifica global en este campo, en el

que cientos de cientificos de todo el mundo trabajan jun-
tos para producir informes y recomendaciones sobre el

cambio climatico. La Organizacion para la Cooperacién

y el Desarrollo Econémico (OCDE) es una colaboracion

internacional en el campo de la contaminacion del agua,
en el que los paises trabajan juntos para desarrollar po-
liticas y estrategias especificas. La ciencia cooperativa

tiene un gran papel para comprender de forma global

la contaminacién del agua y de los acuiferos, lo que per-
mite desarrollar soluciones que protegen este recurso

vital. También la Convencion sobre la Diversidad Biolo-
gica es un modelo de colaboracién internacional para la

conservacién de la biodiversidad, cuya pérdida es otro

problema ambiental global importante. En esta iniciati-
va los paises trabajan juntos para desarrollar estrategias

y politicas de proteccién de la biodiversidad mediante

programas especificos como el de Areas Protegidas, que

tuvo como objetivo proteger al menos el 17% de las zo-
nas terrestres y el 10% de las zonas marinas para el aio

2020; o el Programa de Accién sobre la Biodiversidad

Agricola, que, basado en datos cientificos, cuida de la

diversidad de cultivos y animales de granja, ademas de

promover la adopcién de practicas agricolas sostenibles

y la proteccion de las variedades locales de cultivos y ra-
zas de animales bien adaptadas localmente.

La mayoria de estas ideas organizativas cooperativas tie-
nen ya décadas de actividad y en muchos casos parten
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de iniciativas de organismos interestatales como es la

ONU, o bien es la mismna ONU quien se hace depositaria

de tales iniciativas. Aportar estabilidad es un elemento

importante en su durabilidad y en el potencial efecto a

largo plazo de las iniciativas. Asi también, la gestion de

residuos supone también un problema ambiental global

que afecta a la calidad del aire y del agua, asi como al de

la salud de personas y ecosistemas ha sido liderado por
la Organizacién de las Naciones Unidas para el Desarro-
llo Industrial (ONUDI), de forma que son las naciones

quienes -a partir de desarrollos cientificos y tecnolé-
gicos- enfocan y desarrollan estrategias y politicas. Sin

duda, la cooperacién cientifica o técnica global ha sido

fundamental para desarrollar soluciones al problema

de los residuos, empezando por su reduccion, la reutili-
zacion y el reciclaje. Estos problemas globales requieren

cuanto menos la colaboracién entre paises e institucio-
nes para desarrollar e implementar soluciones innova-
doras y eficaces que protejan el planeta y garanticen su

sostenibilidad a las siguientes generaciones.

No se debe dejar de mencionar también la cooperacién
cientifica o técnica como elemento de avance en el cam-
po de las energias, desde la investigacion y el desarrollo
de tecnologias de energias renovables hasta la mejora
de la eficiencia energética y la reduccién de emisiones
de gases de efecto invernadero. La cooperacién cienti-
fica ha permitido importantes avances en energias re-
novables, como son la solar, la edlica, la hidroeléctrica o
la geotérmica. El proyecto DESERTEC es un consorcio
internacional que tiene como objetivo generar electri-
cidad a partir de energia solar en el desierto del Sahara
y distribuirla en Europa. El proyecto cuenta con la cola-
boracién de varios paises europeos y africanos, asi como
de empresas privadas. Sin empresas que colaboren con
la ciencia por su potencial de desarrollo tecnolégico y
econdmico no es posible lanzar estas iniciativas tan im-
portantes. Y en este camino estan también los nuevos
sistemas de almacenamiento de energia, donde la coo-
peracién cientifica desarrolla tecnologias como baterias
y sistemas de almacenamiento de hidrégeno. Un ejem-
plo es el proyecto europeo HySTOC, que busca el alma-
cenamiento de hidrégeno a gran escala para permitir la
integracién de energias renovables intermitentes en la
red eléctrica. Es precisamente el uso versatil y tempo-
ral de los recursos energéticos en red donde tiene lugar
también una mejora de la eficiencia energética. Es aqui
donde se ha centrado la cooperacién cientifica dirigida
a mejorar la eficiencia energética en edificios, vehicu-
los y otros sistemas energéticos. Los proyectos “Smart



Grids” buscan desarrollar redes eléctricas inteligentes
que permitan una mayor integracion de energias reno-
vables y una mejor gestion de la demanda energética.

Aportacion de las ciencias sociales

Las ciencias sociales también participan de esta revolu-
cion cooperativa. El desarrollo sostenible no se puede
abordar sin una investigacion globalizada, pues es don-
de mas se requiere la cooperacién entre paises y mu-
chas disciplinas. La Agenda 2030 de las Naciones Uni-
das ha establecido 17 objetivos de desarrollo sostenible
alentando la cooperacion cientifico-técnica global para
lograr estos objetivos. En la lucha contra la violencia
de género en América Latina participan muchas orga-
nizaciones locales y grupos de investigacion que bus-
can una comprension y colaboracién multidisciplinar
para desarrollar estrategias efectivas de prevenciéon y
tratamiento de la violencia de género, incluyendo la
creacién de refugios para mujeres y programas de ca-
pacitacion para los funcionarios encargados de hacer
cumplir la ley. También en Japdn, para la recuperaciéon
post-tsunami en 2011, los cientificos sociales japoneses
se unieron con los grupos locales para desarrollar pla-
nes de recuperacion y reconstruccién. Juntos, han tra-
bajado en la creacién de comunidades mas resilientes y
en la preparacion frente a otros potenciales desastres.

Otro ejemplo de la ciencia cooperativa es la reduccién

de la pobreza a través del Fondo Internacional de De-
sarrollo Agricola (FIDA). El FIDA trabaja desde 1977
en colaboracion con gobiernos y comunidades rurales

para reducir tanto la pobreza como la inseguridad ali-
mentaria en las zonas rurales de paises de renta baja. EI

FIDA financia proyectos que ayudan a las comunida-
des rurales a desarrollar sus recursos naturales y mejo-
rar sus sistemas agricolas, aumentando asi sus ingresos

y mejorando su calidad de vida.

Lucha contra la pobreza

Pero en la lucha contra la pobreza existen ademas fac-
tores sociales que requieren de estudios experimenta-
les cooperativos. Desde esta perspectiva, los economis-
tas Abhijit Banerjee, Esther Duflo y Michael Kremer
han llevado a cabo investigaciones innovadoras para
abordar la pobreza en diferentes partes del mundo. Su
enfoque se centra en la realizacién de estudios de cam-
po interdisciplinares para evaluar la eficacia de dife-
rentes intervenciones y programas destinados a redu-
cir la pobreza. Una de las principales contribuciones de
estos economistas ha sido su enfoque riguroso basado

en datos para optar por iniciativas eficaces. Utilizan-
do métodos experimentales evalian diferentes in-
tervenciones en el campo de la educacion, la salud, la
nutricién o la microfinanciacion. En un estudio rea-
lizado en India evaluaron la eficacia de un programa
de tutoria escolar para mejorar el aprovechamiento
de los estudios, revelando su impacto positivo en el
rendimiento académico, especialmente en aquellos
con previo menor rendimiento. Este enfoque ex-
perimental de una iniciativa social también se ha
aplicado en un estudio sobre microfinanciacién en
Marruecos, donde se evaluaron los efectos de prés-
tamos a mujeres en cuanto a creacién de empresas
y aumento de los ingresos familiares, mostrando su
impacto positivo en ambos criterios. En general, el
enfoque experimental de Banerjee, Duflo y Kremer
para abordar la pobreza ha sido muy influyente en
el campo de la economia del desarrollo. Sus investi-
gaciones han proporcionado una base sélida para el
diseno de politicas publicas y programas destinados
a reducir la pobreza. Ademas, han ayudado a fomen-
tar una cultura de evaluacién cientifica basada en
datos multidisciplinares en el campo del desarrollo
social, lo que ha llevado a una mayor transparencia
y responsabilidad en la implementacién de politicas
publicas con programas eficaces destinados a comba-
tir la pobreza.

Esta idea de cooperacién cientifica de Banerjee, Du-
flo y Kremer con orientacién empirica también ha
sido utilizada para aliviar la malaria en zonas endé-
micas rurales centrandose en la realizacién de estu-
dios de campo para evaluar la eficacia de diferentes
intervenciones y programas de prevencion y trata-
miento de la enfermedad. En un estudio realizado en
Kenia, estos cientificos, con un gran equipo multidis-
ciplinar, evaluaron la eficacia de la distribuciéon gra-
tuita de redes mosquiteras tratadas con insecticida
para prevenir la malaria. La distribucién a un coste
minimo en lugar de gratuita de redes mosquiteras
tuvo un impacto positivo en la reducciéon de la ma-
laria en la poblacién salvando asi la vida de un buen
numero de nifios menores de cinco afios. También en
el estudio sobre el uso de terapias combinadas para
tratar la malaria en Uganda observaron un efecto
positivo en la reduccion de la malaria en la pobla-
cién en general, pero con resultados especialmente
eficientes en mujeres embarazadas, lo que ha llevado
a su implementacién en este segmento mas vulnera-
ble de la poblacién en muchas otras partes de Africa.
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En general, los enfoques experimentales de Banerjee,
Duflo y Kremer han sido muy influyentes en el cam-
po de la salud global. Por este tipo de aproximaciones

multidisciplinares y de evaluacién de las medidas que

contribuyen a eliminar la pobreza fueron distinguidos

en el afio 2019 con el Premio Nobel de Economia.

Ciencia cooperativa experimental

Los ejemplos anteriores muestran la importancia de
una ciencia cooperativa y experimental en la resolu-
cion de problemas relevantes en numerosos ambitos
de importancia social. El enorme avance en la secuen-
ciacion del genoma humano no hubiera sido posible
con el mismo numero de cientificos trabajando inde-
pendientemente cada uno en su laboratorio sin una or-
ganizacién y comunicacion intensa. Lo mismo ocurre
en los ejemplos de los proyectos internacionales de ex-
ploracion espacial que han tenido éxito por haber sido
cooperativos. La perspectiva es buscar nuevas dina-
micas de la investigacién cooperativa por su potencial
para adoptar una funciéon de mejora y ampliacion del
conocimiento basico, asi como para proporcionar ele-
mentos de justicia social alli donde hacen falta y deuna
manera esperanzadora. Es claro que la ciencia coope-
rativa ha permitido avances significativos en la lucha
contra la enfermedad y contra la pobreza y a favor de
un mundo mas sostenible. No se debe olvidar que la
cooperatividad no solo es muy util para abordar am-
plias incégnitas de ciencia bésica, como las relaciona-
das con la evolucién de los genomas, la materia oscura
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ola aparicion de la vida en la Tierra, sino que este cono-
cimiento adquirido acaba repercutiendo en soluciones

cientifico-técnicas a medio o largo plazo. Para abordar
desafios globales, la colaboracién ya no sera entre un

cientifico y otro cientifico sino entre redes de cientifi-
cos y entre empresas, paises e instituciones para desa-
rrollar soluciones innovadoras y efectivas. A medida

que la ciencia cooperativa continda evolucionando, se

espera que se logren mas avances sociales con una me-
jora sustancial de los valores humanos que promueven

estas mismas iniciativas.

A través de la colaboracién multidisciplinar se aprove-
chan las fortalezas de diferentes dreas de conocimiento

para lograr avances significativos en la investigacion y
el desarrollo. Las redes de cientificos multidisciplinares

son esenciales para la ciencia cooperativa, ya que per-
miten la colaboracion entre expertos de diferentes dis-
ciplinas. En el campo de la biotecnologia, la colabora-
cion entre bidlogos, quimicos, ingenieros y expertos en

biologia computacional ha traido importantes avances

en nuevas terapias y medicamentos.

No solo cientificos

Las empresas también desempefian un papel im-
portante en la ciencia cooperativa, ya que a menudo
disponen de los recursos y la experiencia necesarios
para llevar nuevas tecnologias al mercado. A través
de la colaboracién con cientificos y académicos, las
empresas pueden identificar nuevas oportunidades



de investigacion y desarrollo, y trabajar en estrecha
colaboracion para llevar soluciones al mercado con
su amplio potencial de distribucién. Esta cooperati-
vidad empresa-ciencia supone un buen pufiado de
ventajas, como es el acceso a nuevos conocimientos
y tecnologias que les permite mejorar su eficiencia
y competitividad. Pero también las empresas que
participan en proyectos cientificos, al estar en la
vanguardia del conocimiento en su campo, inspiran
ideas y enfoques innovadores para resolver los pro-
pios problemas de las empresas. Ello incluye el cam-
po de la comunicacién la empresa mejora su imagen
y reputacion en el mercado al percibirse como una
sefal de que es innovadora y comprometida con el
progreso. Finalmente el enfoque cooperativo ofrece
alas empresas también dos ventajas econémicas. Por
un lado, la posibilidad de obtener financiacién por
tener acceso a recursos publicos que les permiten
llevar a cabo investigaciones y proyectos que de otra
manera no podrian realizar. Y, por otra parte, ayuda
a reducir costes, pues al trabajar con expertos se evi-
tan errores y se mejora la eficiencia de sus procesos.

Los paises e instituciones también son importantes
para la ciencia cooperativa, ya que proporcionan
financiacién, recursos y acceso a infraestructuras
y datos. Los programas de financiaciéon y colabora-
cién internacional, como el Programa Horizonte
2020 de la Unién Europea o la Iniciativa de Ciencia
y Tecnologia del Pacifico Asiatico, aunque de forma
limitada y no siempre identificando dianas especifi-
cas, fomentan la cooperacion entre paises y regiones
para lograr avances significativos de investigacion y
desarrollo.

En la ciencia cooperativa, las interacciones entre re-
desinterdisciplinares de cientificos, empresas, paises
e instituciones son fundamentales para el éxito. La
colaboracion de multiples disciplinas de investiga-
cién, también sociales, humanisticas y legislativas
permite abordar problemas complejos desde dife-
rentes perspectivas, mientras que la colaboracion
entre empresas, paises e instituciones facilita la
coordinacién y el acceso a recursos y datos criticos.

Muchos de los problemas mas acuciantes a los que se
enfrenta la humanidad requieren un enfoque mas
cooperativo por parte de la ciencia. La lucha contra
el cambio climatico, las enfermedades de la pobreza
y otras también graves sin terapia actual, el desarro-
llo de energias limpias y renovables, entre otros, son
desafios que requieren la cooperacién y coordina-
cién de multiples disciplinas y actores.

El cambio hacia una ciencia cooperativa ofrece gran-
des beneficios. Impulsara lainnovacién y la creatividad
al fomentar la diversidad de perspectivas y enfoques.
Al involucrar a multiples investigadores con distintos
conocimientos y habilidades, los proyectos cientificos
pueden abordar problemas desde diferentes dngulos,
lo que conducira a soluciones mas sélidas y eficaces.

Eficiencia y confianza

Por otra parte, la ciencia cooperativa aumenta la efi-
ciencia y reduce los costes. La investigacion individual
es costosa y limitada en cuanto a recursos y capacida-
des. Al trabajar en conjunto, los investigadores com-
parten recursos y colaboran y aumentan la producti-
vidad para la resolucién del problema.

Otro aspecto destacable es que la ciencia cooperativa es
mas inclusiva y equitativa. La investigacion individual
excluye a investigadores de bajo presupuesto o de re-
giones menos desarrolladas. La cooperacion cientifica
permite que investigadores de todo el mundo colabo-
ren y contribuyan a la solucién de problemas impor-
tantes, sin importar su origen o recursos.

La ciencia cooperativa -por su propia estructura- fo-
menta la transparencia y la comunicacion. Los pro-
yectos cientificos pueden ser complejos y dificiles de
entender para el publico en general. La colaboracién
cientifica involucra a las multiples partes interesadas
Yy promueve mayor comunicacion y divulgacién de los
resultados, lo que aumenta la confianza publica en la
ciencia.

Cambio de paradigma

Una ciencia cooperativa mas universal supone un cam-
bio de paradigma social y politico para abordar los de-
safios actuales a los que se enfrenta la humanidad. La
cooperacion cientifica impulsa la innovacion, aumenta
la eficiencia, es mas inclusiva y equitativa, y fomenta
la transparencia y la comunicacién. Esta es la ciencia
que veran crecer las nuevas generaciones de investi-
gadores. Cuanto mas rapido se camine en esta senda
de ampliar los enfoques cooperativos para resolver los
desafios mas acuciantes, antes se estara en disposicion
de superarlos. Es ya momento de que gobiernos e ins-
tituciones cientificas y académicas, como las universi-
dades y los centros de investigacion -especialmente los
publicos- tomen decisiones valientes en este sentido y
sean conscientes de que sustituir la competitividad por
la cooperacién es la clave de un mundo mejor.
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COVID-LOT: proyecto cooperativo
universitario para la prospeccion
preventiva de infectividad en
grandes colectivos
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Coordinador del Proyecto COVID-LOT.
Catedratico de Bioquimica y Biologia
Molecular (UCM)

legado el verano del aio 2020, las univer-

sidades espanolas y madrilefias se pre-

paraban para el retorno a las actividades

académicas presenciales en septiembre,

ante el comienzo del curso 2020-21. Ha-
bia quedado atras un confinamiento sin precedentes,
que obligd a todas las universidades, y por supues-
to a la Universidad Complutense, a implementar,
en tiempo récord y condiciones muy complejas, un
modo nuevo de completar las actividades académi-
casdel curso 2019-2020, principalmente mediante el
desarrollo de docencia telematica.

Todo ello supuso la puesta en marcha de infraestruc-
tura digital y la iniciaciéon de muchos estudiantes y
profesores en procedimientos hasta ese momento
inéditos. Aun con las enormes dificultades que ello
impuso, y gracias a la actitud y esfuerzo de todo el
colectivo universitario, el curso pudo completarse.
Sin embargo, se hizo también evidente la imperiosa
necesidad de retornar a las actividades formativas e
investigadoras presenciales, sin las cuales la univer-
sidad no estaba en disposicién de cumplir con sus ob-
jetivos de una forma eficiente.

El reto era gigantesco, pues requeria volver a poner
en contacto directo a una enorme poblacién, forma-
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da en gran medida por personas auin no protegidas
por vacuna alguna, y potencialmente reuniendo
amplios segmentos de jovenes con frecuencias sig-
nificativas de infeccién asintomatica y de personal
altamente vulnerable por edad y condicion.

El contexto del momento y la complejidad del reto

La Universidad Complutense habia puesto en mar-
cha, en el primer semestre de 2020, con el esfuerzo y
la determinacion de un importante nimero de pro-
fesores, investigadores, técnicos y estudiantes, una
iniciativa tinica que reunio experiencia y capacidad
investigadora, infraestructura y versatilidad de los
servicios, para ofrecer la posibilidad de analizar la
infectividad COVID en las personas de las residen-
cias de mayores de la Comunidad de Madrid.

Ello supuso un verdadero cambio de paradigma: po-
ner en juego, de forma cooperativa, capacidades has-
ta ese momento dispersas en la universidad, con un
objetivo superior ligado a una emergencia social. La
universidad al servicio de la sociedad, la investiga-
cién, las capacidades cientificas y los servicios, coor-
dindndose de forma innovadora por un bien comun.
Muchas personas, desde las autoridades encargadas
de la gestién al maximo nivel hasta el personal téc-



con un coste en recursos relativamente elevado
y con restricciones derivadas de la necesidad
de utilizar entornos de bioseguridad suficiente.
También eran condiciones de contorno indis-
pensables la optimizacién de procedimientos de
toma de muestra sencillos y generalizables, que
prescindieran de la asistencia de personal sani-
tario, y una capacidad de escalado suficiente que
permitiera tomar y analizar muestras de miles de
personas cada semana.

2. Habia que implementar capacidades logisticas en
la universidad que posibilitaran la recogida, ma-
nipulacién y gestién, en condiciones de biosegu-
ridad adecuada, de miles de muestras semanales,
recogidas de forma dispersa por los diferentes
campus y centros de la Universidad Complutense.

3. También resultaba imprescindible desarrollar
procedimientos de gestién de informacién que
permitieran tratar los datos de caracter personal,
tanto de las personas analizadas como del resul-
tado de esos andlisis, de forma segura, confiden-
cial, trazable y automatizada, con acceso limitado
a las estructuras de toma de decisién sobre el ca-
racter presencial o no presencial de las activida-

Sala logistica de muestras del Programa COVID-LOT

Se muestran detalles del espacio de procesamiento de mues-
tras y preparacion de lotes, con condiciones de bioseguri-
dad BSL-2, las estanterias de almacenaje de cajas y viales de
muestras de saliva y del proceso de registro en la aplicacién
informatica de muestras recogidas.

nico o investigador de base, experimentaron en ese
periodo un cambio trascendental en su percepcion
de la misién social de la universidad, como deposi-
taria de conocimiento y capacidades que la sociedad
tarde o temprano necesita.

En ese contexto, en agosto de 2020, emergié desde
ese mismo colectivo comprometido, la idea de desa-
rrollar un proyecto que reenfocara las capacidades
de andlisis coordinadas inicialmente para atender a
las residencias, para abordar un problema de com-
plejidad diferente, aunque no menor: prevenir la
aparicién de brotes de infectividad COVID como
consecuencia del desarrollo de las actividades aca-
démicas presenciales.

Para cumplir con este objetivo se preveian cuatro
puntos clave en el desarrollo del proyecto:

1. Desarrollar y validar un método analitico alter-
nativo para la deteccién de la presencia del virus
SARS-CoV-2, que simplificara mucho la necesi-
dad de aplicar el método de PCR que habia venido
utilizdndose sobre muestras de RNA viral que de-
bia ser previamente purificado. Se trataba de sim-
plificar el procesamiento complejo de muestras

des a desarrollar por personas y colectivos.

4. Por ultimo, el operativo requeria definir proto-
colos de actuacion con instrucciones claras, co-
herentes vy justificadas tanto para los diferentes
responsables como para las personas analizadas,
en virtud de los resultados y el seguimiento se-
manal del estado de infectividad de personas y
colectivos.

Esta era la magnitud del desafio que fue necesa-
rio atender desde ese mes de agosto de 2020 en
el que nacié la idea, hasta diciembre del mismo
ano, cuando arranco el Laboratorio de Andlisis
COVID-LOT de la Universidad Complutense.

El método COVID-LOT: saliva y lotes

En mayo de 2023, resulta un procedimiento habitual
y rutinario el autoanalisis de infectividad COVID por
presencia de antigenos recogidos en un hisopo nasal
por la propia persona que se analiza. Sin embargo, en
el verano de 2020, la aplicacién de hisopos nasales
para la recogida de muestras analizables en la detec-
cion de virus mediante PCR requeria la asistencia de
personal sanitario, siempre debidamente protegido
mediante los adecuados equipos de protecciéon in-
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dividual (EPI). Ello hacia en principio inviable una
toma masiva de muestras en toda la Universidad
Complutense. La idea clave que convirtié en viable
el proyecto COVID-LOT fue la posibilidad de reali-
zar los andlisis directamente en muestras de saliva.
Varias publicaciones que vieron la luz en julio-agos-
to de 2020 describian estudios que demostraban la
posibilidad de deteccion de virus SARS-CoV-2 en
muestras de saliva de personas infectadas, a lo largo
de todo su periodo de infeccién. El andalisis de esas
publicaciones permitié identificar las muestras de
saliva como ideales para desarrollar un proyecto de
prospeccién masiva en colectivos, pues abria la posi-
bilidad de partir de un automuestreo en el que cada
persona tomara su propia muestra sin peligro de ex-
poner a otros a un posible contagio durante el proce-
so de toma de muestra. Quedaba por explorar si las
muestras de saliva eran adecuadas para el proceso
analitico de deteccién cuantitativa de la presencia
de virus mediante PCR.

La segunda idea clave en la gestaciéon del proyecto
COVID-LOT provino del mundo veterinario, en el
que el andlisis masivo de cabainas ganaderas se ha
desarrollado tradicionalmente mediante el proce-
samiento de un nimero ingente de muestras en un
proceso llamado “por lotes”. En este tipo de gestién
de muestras, un nimero adecuado de muestras dife-
rentes se reinen y se analizan de forma “colectiva’”.
Ello permite descartar la presencia de un patégeno
en grupos relativamente grandes de individuos me-
diante un nimero de andlisis limitado y razonable,
en capacidades, recursos necesarios y coste. Surgio
asi la posibilidad de aplicar el concepto de analisis
por lotes (de ahi el “LOT” de la denominacion del
proyecto) al procesamiento de un nimero elevado
de muestras a recoger del colectivo universitario. Se
necesitaba, para completar el estudio de viabilidad,
definir el nimero de muestras idéneo para aplicar
un procesamiento por lotes de muestras de saliva a
la deteccién de SARS-CoV-2.

Tanto en la puesta a punto del método de deteccion
de SARS-CoV2 mediante PCR en saliva como en su
aplicacion a lotes de muestras, el papel fundamental
correspondié a la Unidad de Gendmica, pertenecien-
te al CAI de Técnicas Bioldgicas de la Universidad
Complutense, v sito en la Facultad de Ciencias Bio-
légicas. Este servicio habia desarrollado los analisis
mediante RT-PCR cuantitativa de la presencia de
RNA viral en muestras obtenidas mediante hisopos
nasales de las personas de las residencias de mayores.
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Estas muestras fueron procesadas entre los meses de
marzo y junio de 2020 en los laboratorios con bio-
seguridad BSL-3 del Centro VISAVET de la Univer-
sidad Complutense, en la Facultad de Veterinaria,
para el aislamiento de RNA que posteriormente era
cuantificado de forma especifica en la Unidad de Ge-
nomica y en otros laboratorios de PCR distribuidos
en el campus.

Para poner a punto el método de analisis que final-
mente permitié desarrollar COVID-LOT, el personal
técnico de la Unidad de Gendmica aplicé la detec-
cién cuantitativa mediante RT-PCR a muestras vi-
rales transferidas a saliva. Ello incluyé el desarrollo
de un procedimiento de desactivacién previa de la
infectividad viral en las muestras mediante trata-
miento por proteasas -que digieren proteinas de la
envuelta del virus que son imprescindibles para su
capacidad de infeccién- y por alta temperatura. Esta
desactivacién permitia transferir de forma segu-
ra las muestras al laboratorio de genémica, donde
se puso a punto un método capaz de amplificar y
cuantificar el RNA viral aun inmerso en el comple-
jo entorno de la saliva, sin necesidad de pasar por el
tedioso procedimiento de aislar primero el RNA del
resto de componentes de saliva y virus. La viabilidad
de esta aproximacién habia sido compartida en un
repositorio publico por un estudio de la Universidad
de Yale (posteriormente publicado en Vogels et al.,
(2021) Med 2, 263-280). Los técnicos de la Unidad de
Genodmica determinaron que eran capaces de detec-
tar, con el método puesto a punto en sus laboratorios,
la presencia en saliva de solo 10 copias de RNA vi-
ral, correspondientes a la presencia de otras tantas
particulas infectivas. Ello abria la oportunidad de la
deteccién de virus en muestras muy diluidas, lo que
ocurriria como consecuencia, por ejemplo, de mez-
clar una muestra de saliva de una persona infectada
con muestras de saliva de otras personas no infecta-
das, en el eventual procesamiento por lotes. El anali-
sis de infectividad en colectivos mediante muestras
de saliva procesadas en lotes fue abordado también
en esos dias por la Universidad Nacional Auténo-
ma de México (UNAM) (ver Moreno-Contreras et al.
(2020) J. Clin. Microbiol. 58, 301659-20). El trabajo de
la UNAM v los experimentos de la Unidad de Gené-
mica de la UCM permitieron establecer que el anali-
sis de muestras de saliva agrupadas de 10 personas
diferentes proporcionaba una sensibilidad éptima
mientras reducia en 1 orden de magnitud el ntime-
ro total de andlisis a desarrollar. Solo seria necesario
analizar las muestras individuales correspondientes



a aquellos lotes con resultado positivo para infectivi-
dad COVID-19.

La validacion del método puesto a punto en la Uni-
dad de Gendmica de la UCM se completé mediante
un proyecto colaborativo con participacion del Hos-
pital Puerta de Hierro y su Biobanco y del Hospital
Infanta Sofia, ambos de Madrid, quienes recogieron
simultaneamente muestras de saliva e hisopos nasa-
les de pacientes derivados a los servicios de andlisis
hospitalarios. El andlisis simultaneo de esas mues-
tras tanto en los laboratorios de los hospitales como
en los de la Universidad Complutense permitié de-
terminar una concordancia superior al 90% entre la
deteccion de infectividad mediante PCR directa en
saliva y la deteccion en las muestras en hisopo que
pasaban previamente por el aislamiento de RNA,
tal y como estaba establecido el andlisis estandar en
contexto clinico.

El desafio logistico

Una vez establecida la tecnologia capaz de detectar,
con sensibilidad, la presencia de virus SARS-CoV-2
en muestras de saliva procesadas por lotes, la dificul-
tad fundamental residia en implementar la estruc-
tura logistica adecuada para recoger de forma con-
trolada y registrada muestras de saliva de miles de
personas del colectivo universitario, y movilizarlas
y procesarlas en laboratorios dotados para ello. CO-
VID-LOT arrancé como proyecto piloto en la Facul-
tad de Ciencias Bioldgicas, en donde se encuentran
localizados los laboratorios de la Unidad de Genémi-
ca de la UCM. Ello permitia poner a punto, de for-
ma coordinada, tanto los procedimientos de toma

Recogida de muestras en
el Programa COVID-LOT

Imdgenes ilustrativas de la distribuciéon de
materiales, viales y cajas, para la recogida
de muestras de COVID-LOT (arriba, izda.),
recogida de muestras en los colegios mayo-
res complutenses (arriba dcha.), codificacion
de etiquetas (abajo izda.), caja de muestras
etiquetadas (abajo centro) y esquema ilus-
trativo en las instrucciones de recogida de
muestras (abajo dcha.).

de muestra y de preparacion de lotes como los de su
andlisis posterior.

La colaboracién en el proyecto de la Facultad de
Ciencias Bioldgicas hizo posible la conversion, en un
tiempo minimo, de un aula préxima a la Unidad de
Gendmica, en una sala logistica de procesamiento de
muestras. Esta sala se equip6 con lo necesario para
trabajar en un nivel de bioseguridad BSL-2, con la
infraestructura necesaria para llevar a cabo la pre-
paracién de lotes a partir de muestras individuales
y su inactivacién, como etapa previa a transferir las
muestras aloslaboratorios dela Unidad de Genémica
donde se desarrollan los analisis mediante RT-gPCR.
Estos andlisis podian ser parcialmente automatiza-
dos en la Unidad de Gendmica gracias a la utilizacion
de un robot de manejo de liquidos puesto a punto
durante el periodo de trabajo con las residencias. La
sala logistica de muestras se equip6 también con sis-
temas de almacenaje de hasta 10.000 muestras de
saliva semanales, lo que incluyé el diseno de viales,
cajas y estanterias adecuadas, asi como de sistemas
de criopreservaciéon de muestras biolégicas por con-
gelacion a -80° Los viales, complementados con las
instrucciones pertinentes, permitian recoger de for-
ma segura e higiénica muestras de saliva personales.

El trabajo de los Servicios Informaticos de la Univer-
sidad Complutense, coordinados desde el Vicerrec-
torado de Tecnologia por el profesor Jorge Gémez,
permitié desarrollar una aplicacion especifica desti-
nada a gestionar los datos de las personas enroladas
en el proyecto para su andlisis periddico. La aplica-
cion genera un cédigo Unico, anonimizado, para las
muestras tomadas cada semana de cada persona.
Este codigo se utiliza para imprimir etiquetas que se
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suministran junto con los viales a las personas que
se analizan, y es registrado en cada una de las etapas
por las que pasa el procesamiento de las muestras:
en su recogida, en su llegada a la sala de logistica de
muestras para su conversion en lotes y en la asigna-
cién del resultado de los analisis. Ello proporciona la
trazabilidad adecuada para poder monitorizar qué
muestras se han recogido y en qué estado del proce-
samiento y andlisis se encuentran en cada momento.

Tras la puesta a punto y la optimizacion del disposi-
tivo COVID-LOT en la Facultad de Ciencias Biologi-
cas, la toma de muestras y la organizaciéon de andlisis
periddicos se fue transfiriendo progresivamente, a
partir de diciembre de 2020, a otros centros y ser-
vicios de la Universidad Complutense. En cada uno
de ellos, una persona actuando como coordinador/a
COVID-19 ha venido trabajando como enlace con el
Proyecto COVID-LOT, encargdndose de implemen-
tar los procedimientos adecuados para la distribu-
cién de materiales, la recogida periddica de muestras,
su transporte hasta la sala centralizada logistica en
la Facultad de Ciencias Bioldgicas y la gestion res-
tringida de los resultados de los andlisis para definir
el desarrollo de actividades presenciales, a titulo
personal o colectivo. Ello permitid, por ejemplo, ges-
tionar con seguridad, previniendo la aparicién y ex-

tension de brotes infectivos, el desarrollo de la vida
colegial en los Colegios Mayores de la Universidad
Complutense, gracias a la monitorizacién semanal
de 600 personas entre estudiantes residentes y per-
sonal. También, el desarrollo con seguridad de las
practicas en centros educativos de primaria y secun-
daria de la Comunidad de Madrid de 2.000 estudian-
tes de la Facultad de Ciencias de la Educacion, que se
analizaban con periodicidad quincenal durante los 3
meses de duracion de sus periodos de practicas. Son
solo dos ejemplos de las multiples actividades acadé-
micas que han podido desarrollarse con unos niveles
de seguridad razonables gracias a la informacién su-
ministrada por COVID-LOT.

Los resultados

En el periodo de tiempo en el que ha venido desa-
rrolldandose COVID-LOT, desde diciembre de 2020
hasta junio de 2023, se han analizado un total de
mas de 160.000 muestras de saliva de personas de
diferentes colectivos de la Universidad Compluten-
se que se han ido automuestreando de forma perio-
dica. Ello, a razén de 500-3.000 muestras procesadas
semanalmente, en funcion de los requerimientos de
los diferentes periodos académicos y de la necesidad
de cubrir actividades especificas o de atender emer-

I Paralelismo de datos del Programa COVID-LOT e incidencia COVID en la Comunidad de Madrid

Incidencia acumulada a 14 dias/100.000 habitantes en el primer semestre de 2021, de acuerdo a los
datos de COVID-LOT (barras azules) y a los datos publicados por la Comunidad de Madrid (barras

naranjas).
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gencias sanitarias sobrevenidas en algin colectivo
particular. Se han analizado muestras de estudiantes
y personal de los Colegios Mayores complutenses,
de las facultades de Ciencias Bioldgicas, Ciencias de
la Educacion, Ciencias Fisicas, Ciencias Geoldgicas,
Ciencias Quimicas, Farmacia, Geografia e Historia,
Informatica, Medicina, Odontologia, y Veterinaria,
del Servicio de Investigacién, de los Servicios Infor-
maticos, de la biblioteca general, o de la Fundaciéon
General de la Universidad Complutense y los Cursos
de Verano de la UCM en el Escorial, entre otros.

El andlisis sistematico y periddico de infectividad
en el colectivo universitario ha ido proporcionando,
durante los 30 meses de duracion del proyecto, una
visién continuada de la progresion de la pandemia,
sin el sesgo de andlisis que supone la determinacion
clinica de infectividad en personas con sospecha de
infeccién. Una gran parte de los casi 2.000 positivos
detectados en la UCM para la presencia de SARS-
CoV-2 en saliva eran positivos asintomaticos sin sos-
pecha de infeccién, que no hubieran tenido razén al-

guna para someterse a andlisis de no haber formado
parte del colectivo que se prospecta periédicamente
en la Complutense. El proyecto ha podido asi tam-
bién detectar un grupo significativo de personas que
han mostrado reinfeccién en diferentes momentos,
tras periodos mas o menos prolongados libres de vi-
rus. La mayoria de los casos de personas reinfecta-
das no presentaban sintomas y no habrian conocido
su situacién en ausencia de este programa. Asi, los
datos del programa COVID-LOT han resultado cons-
tituir una sonda eficaz e ilustrativa de la evolucién
de la pandemia en la Comunidad de Madrid.

Mientras la Comunidad de Madrid hacia publicos
datos de infectividad, estos se mostraban paralelos
a los nimeros resultantes de los analisis semanales
de COVID-LOT, que en gran medida anticipaban en
unos dias los disparos de las sucesivas olas de infecti-
vidad generalizada. Esto es probablemente el reflejo
de que el colectivo de estudiantes y personal de la
Universidad Complutense representa bien la dis-
tribucién de poblacién en las diferentes areas de la

Monitorizacién de infectividad COVID en el colectivo complutense de acuerdo con los datos del I

Programa COVID-LOT en el periodo 2020-2023

Incidencia acumulada a 14 dfas/100.000 habitantes desde diciembre de 2020, fecha de inicio de
COVID-LOT, hasta mayo de 2023. Se indican fechas relevantes, como el momento de irrupcion
de la variante Omicron de SARS-CoV-2, o el fin de obligatoriedad de uso de las mascarillas.
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Comunidad de Madrid. El 28 de marzo de 2022 las

autoridades sanitarias, a nivel nacional y de comuni-
dades auténomas, acordaron eliminar el aislamiento

de positivos asintomaticos o leves, asi como las prue-
bas excepto en colectivos vulnerables. A partir de

esa fecha y posteriormente en junio de 2022, cuan-
do dejaron de hacerse publicos datos generales de

infectividad, los indices resultantes de los andalisis de

COVID-LOT quedaron como un testigo Unico, y en

principio representativo, de la evolucion epidemio-
l6gica del COVID en Madrid. Asi, el Gabinete de Co-
municacién de ANTICIPA UCM ha venido haciendo

publicas diferentes notas de prensa cada vez que los

datos de COVID-LOT han revelado un repunte de in-
fectividad relevante.

COVID-LOT ha seguido funcionando hasta junio de
2023. Su infraestructura y estructura logistica ha
sido depurada y optimizada, por lo que esta en dis-
posicion de ser reenfocada cuando sea necesario en
la prospeccién epidemiolégica de cualquier colectivo
0 agente patégeno que se considere de interés para
la salud publica. En una ultima fase se pusieron a
punto procedimientos para prospectar la presencia
de SARS-CoV-2 en colectivos de escuelas infantiles,
considerando que los centros en donde se retinen
ninos de 0-3 afnos, sin proteccién vacunal y sin prac-
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ticamente incidencia clinica, pueden constituirse
en reservorios de virus. También se estd poniendo
a punto, por ejemplo, la utilizacién de COVID-LOT
en la monitorizacién de infectividad por diferentes
cepas de virus de gripe v, en la medida en que se
considere de interés, su aplicacién a la comunidad
universitaria o a cualquier colectivo que pueda ofre-
cer datos testigo de la situacién general y su evolu-
cién. Adicionalmente, se ha puesto a punto el segui-
miento y la identificacién de nuevas cepas del virus
mediante su secuenciacién, un aspecto relevante
en la vigilancia epidemiolédgica de la infeccién por
SARS-CoV2. COVID-LOT constituye asi una prue-
ba de concepto del valor de la medicina preventiva
basada en datos reales a gran escala, con capacidad
de ser ajustada a necesidades precisas de colectivos
y actividades con necesidades de monitorizacion
concretas. También constituye una prueba soélida del
valor social del conocimiento multidisciplinar, de la
experiencia y la capacitacion técnica de frontera y
de las capacidades basadas en la actividad investi-
gadora, que reuinen y sostienen de forma tunica las
universidades publicas. Es crucial que lo aprendido
en estos tiempos de emergencia grave se consolide
en una estructura que pueda dar respuesta desde la
universidad a otros desafios sociales futuros.
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urante la emergencia sanitaria provo-

cada por la pandemia de COVID-19, ha

sido necesario gestionar y coordinar

la toma y andlisis de cientos de miles

de muestras. Antes de la llegada de las
pruebas individuales, hubo un reto para el que los
servicios competentes no estaban preparados, que
era la gestion masiva y eficaz de muestras en un la-
boratorio. La tecnologia permite hoy en dia realizar
pruebas analiticas a cientos de muestras, pero no es-
taba preparada para coordinar cientos de analistas
que interpretan dichas muestras. Tampoco estaba
listo para tratar con los casos que se dieron de satura-
cion de los laboratorios. La respuesta aportada desde
la Universidad Complutense a estos problemas fue
COMPLUPCR, una solucién software que permite
implementar el concepto de red de laboratorios me-
diante lo que se conoce como un sistema de gestién
de laboratorios (Laboratory Information Manage-
ment System o LIMS).

COMPLUPCR: una red de coordinacion entre labo-
ratorios

Un sistema de informacién de laboratorio (LIS, por
sus siglas en inglés) es un software de computadora

que procesa, almacena y administra datos de todas las
etapas de los procesos y pruebas médicas.

Los médicos y técnicos de laboratorio utilizan LIS para
coordinar variedades de pruebas médicas para pa-
cientes hospitalizados y ambulatorios, que incluyen
hematologia, quimica, inmunologia y microbiologia.
Los sistemas basicos de informacion de laboratorio sue-
len tener caracteristicas que gestionan el registro de
pacientes, la entrada de pedidos, el procesamiento de
muestras, la entrada de resultados y la demografia de
los pacientes. Un LIS rastrea y almacena detalles clini-
cos sobre un paciente durante una visita al laboratorio
y mantiene la informaciéon almacenada en su base de
datos para referencia futura [1].

Una tecnologia estrechamente relacionada con LIS es
un sistema de gestion de informacién de laboratorio
(LIMS), pero existen diferencias entre los dos tipos de
software. Un LIS es un sistema de salud que contiene
datos clinicos. En comparacién, un LIMS implementa
el cuidado de la salud, pero también se usa en entornos
no médicos, incluidos laboratorios de pruebas ambien-
tales, laboratorios farmacéuticos y plantas de trata-
miento de agua. Un LIMS se usa como una herramien-
ta web o instalarse en una computadora o dispositivo
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personal y almacena y administra los datos capturados,
ademas de producir informes a partir de esos datos.

El proceso de captura de datos electrénicos de un LIMS
o LIS reducen el tiempo de trabajo y los errores asocia-
dos con el proceso de transcripcion.

El software desarrollado para el proyecto ANTICIPA
permite la coordinacién en una red de laboratorios
del procesamiento en cadena de las muestras entre
centros, laboratorios y analistas para coordinar la pro-
duccién de resultados de pruebas de PCR. Las muestras
preparadas se envian a los laboratorios de PCR donde
se realiza la prueba, siguiendo un protocolo de rastreo
monitorizado en todo momento dentro del sistema
informatico. Los datos de las muestras habitualmente
agrupadas en lotes sin procesar se cargan en servido-
res a los que acceden los analistas una vez obtenidos
los resultados (determinar si es positivo o negativo)
para hacer el registro y seguimiento electrénico y de
esta manera cotejar estos resultados con las muestras y
realizar correctamente la asociacion entre ellos. Segiin
el resultado obtenido y las caracteristicas del andlisis

se determinan las siguientes acciones a realizar. Por
ejemplo, cuando se obtiene un resultado positivo de
un lote de muestras, se reclaman las muestras indivi-
dualizadas que lo componen para ejecutar el cribado
que determine la muestra o muestras positivas, y si
asi estuviera protocolizado, enviar las alertas, avisos
o informes necesarios.

Coémo hacer uso del software de COMPLUPCR

El software consiste en un sistema con interfaz web.
Es posible acceder mediante cualquier navegador
desde la red interna de la Universidad Complutense
de Madrid. Cada operario de los centros y laborato-
rios tendra asignadas sus credenciales para la identi-
ficacién y acceso. En la Figura 1 (a-d), se ilustran al-
gunas capturas de pantallas de la interfaz de usuario
de este programa.

Existen diferentes roles de usuario marcados en el
sistema. Cada usuario se encuadra dentro de uno (o
varios) de estos roles. Los roles asignados al usuario
determinan los permisos de uso de las distintas fun-

I Figura la. Ejemplos de capturas de pantalla de la interfaz del programa desarrollado.
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I Figura 1b. Ejemplos de capturas de pantalla de la interfaz del programa desarrollado.

I Figura 1c. Ejemplos de capturas de pantalla de la interfaz del programa desarrollado.

I Figura 1d. Ejemplos de capturas de pantalla de la interfaz del programa desarrollado.
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cionalidades y acciones permitidas en cada etapa de
trabajo dentro del protocolo de gestién de las mues-
tras.

Los usuarios dentro del rol de “centro de salud” tienen

asignado en la aplicacion los cometidos de registro de

pacientes en los datos del sistema, quedando los pacien-
tes registrados asociados al centro de salud al que per-
tenece el operador que realiza el registro.

También se encargan del alta en el sistemna de muestras

recogidas, bien manualmente o dentro de los lotes ge-
nerados. Dentro del rol “centro de salud” existe la po-
sibilidad de dar de alta un nuevo lote, siendo este un

conjunto de muestras que deben ser enviadas todas

juntas al laboratorio. Una vez creado el lote y asignadas

las muestras que contiene, se designa el laboratorio al

que va a ser enviado y se registra el envio fisico de las

muestras a través del servicio de mensajeria dispuesto

al efecto.

El funcionamiento de la generacion de lotes consiste

en una automatizacion utilizando la parametrizacién

de los pacientes de los que se recogen las muestras. En

la configuracién del paciente se indica el lote y caja al

que semanalmente se le asigna su muestra. Con esto,
desde la ventana de generacion de lotes y cajas se con-
firma la inclusién de estas muestras de pacientes en sus

cajas para la semana actual. Automaticamente se gene-
ran en el sistema los identificadores de lotes y cajas, asi

como las etiquetas de los lotes y las cajas que se impri-
men y sirven para hacer los rastreos en los envios. Asi

mismo el operador del centro de salud registra la toma

de las muestras y a qué laboratorio se han enviado los

lotes con las muestras.

Por otra parte, el acceso con un operador identificado

con el rol “recepcion laboratorio” permite la confirma-
cion de la recepcion de lotes. La tinica tarea disponible

dentro de este rol es la “recepcién de lotes”, que verifi-
ca que el laboratorio ha recibido fisicamente los lotes

de muestras asignados a él por el centro de salud. Asi,
dentro de la pantalla de recepcion de lotes, se puede

hacer una busqueda de los lotes asignados al laborato-
rio por el centro de salud y que debieran haberse reci-
bido. El laboratorio realiza la busqueda por centro de

procedencia, numero de lote, estado o fecha de andlisis.
Asi, se obtiene un listado de los lotes de muestras que

cumplen con las opciones de busqueda. El operador ve-
rifica que el lote se encuentra en las instalaciones del

laboratorio, que coinciden los datos de identificacién de

este, asi como las muestras contenidas en él y procede a

confirmar su recepcion en el sistema.
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El acceso con un operador identificado con el rol “técni-
codelaboratorio”, permite la realizacién de las de tareas
especificas de dicho rol: asignar lotes a placas, gestionar
placas y cargar sin datos previos del centro de salud.
La asignacion de lotes a placas consiste en asignar las
muestras incluidas en los lotes recibidos en el laborato-
rio, a las placas de analisis que van a PCR.

Para ello, el operador obtiene los lotes recibidos hacien-
do uso de los filtros de buiisqueda. Para cada lote del lis-
tado proporcionado por la bisqueda, permite compro-
bar las muestras incluidas. Y se asigna una referencia
interna a cada uno de estos lotes que permite su identi-
ficacién dentro de la placa PCR. Finalmente, se ejecuta
el procesamiento de los lotes para asignar una placa
PCR al lote, o lotes seleccionados. Para la asignacion de
los lotes a las placas es necesario crear el registro de la
placa utilizada por el laboratorio, utilizando la captura
de datos de la placa que ofrece el sistema indicando el
laboratorio al que pertenece. Una vez asignados los lo-
tes a la placa de laboratorio se confirma el envio a di-
cho laboratorio registrando el sistema la realizacion del
envio.

El rol de operadores tipo “responsable PCR” permite

confirmar las recepciones de placas PCR en el laborato-
rio. Ademas, una vez confirmada el “responsable PCR”
se encarga de crear la placa para el equipo de andlisis

PCR. Una vez obtenidos los resultados del andlisis PCR

para la placa los registra en el sistema.

El rol de operador tipo “jefe de servicio” encuadra fun-
ciones de asignacion de analistas en el laboratorio, que

son los encargados de registrar electronicamente en el

sistema los resultados analiticos.

Los analistas disponibles anteriormente para enco-
mendar la aplicacién de resultados son usuarios del
sistema con el rol “analista”. Los usuarios con este rol
tienen disponible la funcionalidad de asignacion de los
resultados a los lotes. Los resultados son asignados au-
tomaticamente por el sistema cargando un fichero de
resultados que contiene campos con los identificadores
y los valores del resultado. El usuario indica, segun el
formato del fichero, los campos a leer por el sistema y
valida esta asignacion. Segun el protocolo se requiere
que esta asignacién de resultados sea redundante por
lotes, por lo que el cambio de estado a resuelta y las no-
tificaciones se envian cuando haya sido validado por
los analistas.

Los operadores con acceso al sistema con el rol “estadis-
ticas” asignado acceden a las opciones que presentan



datos estadisticos para distintos periodos de tiem-
po. El periodo de tiempo basico por el que se realiza
algun célculo analitico es la semana, ya que el pro-
tocolo usado para la toma de muestras es que cada
participante en el estudio acude al centro una vez a
la semana. Por lo que a lo largo de toda la semana
se tiene recabada la informaciéon de todos los parti-
cipantes en el estudio y en principio, se cuenta con
que se sabe las posibles evoluciones de la poblacién
seleccionada (aunque hay muchas particularidades
y casos especiales que deben tenerse en cuenta aqui).
Los informes estadisticos agrupan periodos de se-
manas, por lo que se tienen periodos de la semana
actual, la anterior y dos semanas. En la presentacién
visual de los resultados se puede modificar el campo
de la fecha de referencia, de esta manera se recupe-
ran datos estadisticos de los periodos con respecto
a la fecha que interese. Estos datos estadisticos se
presentan teniendo en cuenta tanto muestras indi-
vidualizadas como por paciente, lo cual va a permitir
distinguir entre “nuevos positivos” para muestras
con ese resultado y a partir de ello, hacer un calculo
de la incidencia acumulada y prevalencia en los pe-
riodos elegidos.

Dentro de la opcién de estadisticas también se in-
cluye una ventana de graficos para visualizar las
evoluciones del niimero positivos y de la inciden-
cia acumulada a catorce dias en una serie temporal
que puede ser seleccionada interactivamente por el
usuario.

Automatizacion del proceso

Se han automatizado una serie de procesos como la
importacién de ficheros tipo tablas y para el almace-
naje de los campos necesarios para su utilizaciéon en
el proceso de trabajo con las muestras, lotes, resulta-
dos, etc. Esta automatizacion en la importacion de
datos es una herramienta 1til para ahorrar tiempo
a la hora de recopilar la informacién que debe dispo-
ner el sistema.

La herramienta se encarga de importar los datos de
un formato externo a un formato interno, con una
interfaz de usuario para indicar los campos que se
deben leer de los ficheros procesados para almace-
narlos, por lo que es posible procesar ficheros con
distintos formatos, pero se puede indicar para cada
uno la manera en los que se leera cada valor inte-
resado. Esto permite ahorrar tiempo y recursos, ya
que los datos se transferirdn directamente al lugar
de destino sin tener que realizar todas las acciones

manualmente. Ademads, el software de importacion
de datos evita el ingreso de datos erréneos, ya que
el usuario indica con exactitud los campos a leer,
asi como definir qué datos deben ser descartados
[2]. Esta herramienta también ofrece la posibilidad
de crear una estructura de datos personalizada a la
hora de realizar la operacién inversa de exportacién
de datos a ficheros de salida. Por lo que la automa-
tizacién para obtener ficheros de datos disponibles
con los procesamientos de muestras, lotes, etc. es
otra funcionalidad disponible.

Ademas de automatizaciones a la hora de tratar da-
tos de entrada y de salida, se esta trabajando en la
generacion y gestion de alertas con envio de notifi-
caciones via correo electrénico. El usuario dispon-
dra de un panel de control mediante el cual podra
asignar valores umbrales a distintos parametros que
desencadenara el envio de alarmas mediante los
canales igualmente configurados en dicho panel de
control. En el caso de los resultados de las analiticas,
el sistema enviara una notificacién al registrarse los
resultados al usuario administrador responsable de
las muestras. También los pacientes que tengan ac-
tiva la notificacion en sus parametros de configura-
cion recibiran la alerta una vez sean conocidos los
resultados de su muestra.

El registro semanal de recogida de las muestras de
cada paciente se realizard mediante la generacién
automatica de las etiquetas de los lotes en los que
se distribuyen las muestras. Cada paciente tendra
definida la asignacién de su muestra al lote corres-
pondiente, lo que permitird que la creacién de los
lotes de la semana sea algo inmediato. A su vez di-
chos lotes se agruparan en cajas que seran enviadas
al laboratorio. Cuando se tome la muestra fisica, el
operador del centro anotard la designacién al lote
correspondiente mediante la ventana de registro de
recogida de muestras.

Cuando estén listas las muestras de cada lote se va-
lidara la distribucion en las cajas y el envio al labo-
ratorio. Posteriormente, el laboratorio confirmara la
llegada del envio mediante la ventana de recepcién
para que las muestras se pasen a la asignacion de pla-
cas que irdn a los equipos de analisis.

Una vez el equipo de analisis tenga disponibles los
resultados de las pruebas PCR, se procederd a cargar
el fichero con los identificadores de las muestras y los
resultados de cada una con el formato generado por
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I Figura 2a. Ejemplos de capturas de pantalla de la interfaz del programa desarrollado.

I Figura 2b. Ejemplos de capturas de pantalla de la interfaz del programa desarrollado.

el laboratorio. El sistema asignara automaticamente el propio ciclo de ejecucién del protocolo de rastreo de
los resultados contenidos en el fichero alas muestras ~ las muestras que serd almacenada en su base de datos.

correspondientes almacenadas en la base de datos. Uno de los principales retos de los sistemas de trata-

miento de datos en entornos clinicos es asegurar la pro-
En la Figura 2 (a-b), se muestra a través de algunas cap-  piedad y privacidad de los datos [3]. Por ello, dentro de
turas de pantallas algunas consultas de datos realiza- ~ 10s requisitos a cumplir en el tratamiento de los datos

das usando este programa. obtenidos por la herramienta es hacerlo con los debi-
dos controles para tener en cuenta dentro del marco
¢{Cémo se manejan los datos recogidos? regulatorio para este tipo de informacion sensible.

La plataforma COMPLUPCR va a conseguir recabar Uno de los objetivos del desarrollo de esta herramienta
una serie de datos ya bien mediante los procesos au- digital propia dentro del proyecto de investigacién es
tomaticos de importacion de ficheros, como mediante precisamente dar valor a estos datos almacenados, uti-
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lizando herramientas de andlisis estadistico y realizado

sobre ellos cribados cualitativos para posibles genera-
ciones de predicciones que hagan resaltar la utilidad

de este tipo de monitorizaciones y rastreos en procesos

epidemiologicos.

El software hace una clasificacion de los datos segin

la tipologia de usuario que puede hacer peticiones a su

base de datos para obtener consultas. Por ejemplo, el

sistema distribuye la informacién en entidades como

pacientes (voluntarios a los que se les toman muestras),
operadores y sus roles, centros, muestras, lotes, resul-
tados, etc. Como repositorio de consulta de datos, los

usuarios dispondran de acceso a dichos datos publica-
dos mediante restricciones de acceso segun el rol asig-
nado en el sistema. Permitiendo asi proporcionar una

fuente de datos analiticos salvaguardando la privaci-
dad de datos sensibles. Asi, el software podria permitir
que un paciente consulte todos los datos relativos a él,
mientras que este mismo paciente no podria acceder a

los datos de otros pacientes, o que usuarios con la ca-
pacidad de generar tratamientos analiticos de los datos

obtendran los que necesiten de forma anonimizada sin

ningun tipo de referencia que pueda identificar a pa-
cientes o analiticas a los que pertenece.

Informes, estadisticas y predicciones

Una de las incorporaciones a COMPLUPCR es la gene-
racion de informes estadisticos y predictivos utilizando

Python y Jupyter Notebooks. Python es un lenguaje de

programacién muy popular y potente en el tratamien-
to de grandes volumenes de datos, andlisis de series

temporales y creacion de graficas que muestran ten-
dencias y patrones de comportamiento. Por otro lado,
Jupyter Notebook es una herramienta muy util que

permite crear documentos interactivos para presentar
los resultados de manera clara y concisa.

Estas herramientas ofrecen varios beneficios, como es

que los informes y presentaciones son totalmente per-
sonalizables. Tener conexién a la base de datos y acceso

al codigo proporciona a los investigadores con autori-
zacion la posibilidad de modificarlo y realizar su propio

andlisis. Ademas, la creacién de informes no estd limi-
tada a un Unico lenguaje de programacién, sino que

también pueden ser utilizados lenguajes como R, Julia,
Matlab, C#, etc.

En los informes estadisticos se muestra el cdlculo de los
indicadores epidemioldgicos mas relevantes acerca de
laCOVID-19 enla Universidad Complutense de Madrid,
como el numero de casos confirmados, el porcentaje de

positivos, la incidencia acumulada y prevalencia para
un periodo de tiempo dado, etc. En cambio, en los infor-
mes predictivos se estudian las series temporales y se
entrenan diferentes modelos de machine learning para
obtener predicciones sobre el nimero de positivos en
un futuro cercano, lo que es Util para tomar decisiones
y planear protocolos en funcién de los resultados.

En la Figura 3 (a-b), se muestran algunas posibilidades
de estadisticas, graficas y predicciones generadas por
este programa.

Una herramienta con potencial en el campo de la sa-
Iud

Utilizar una aplicacion web como COMPLUPCR para
la identificacion y trazabilidad de muestras sanitarias
tiene un potencial enorme por su capacidad para mejo-
rar la eficiencia, precisién, seguridad y colaboracién en
el proceso de gestién de muestras de cualquier organi-
zacion, hospital o farmacéutica.

1. Eficiencia. Permite introducir y consultar rapida-
mente la informacién sobre las muestras, lo que re-
duce errores y mejora la velocidad de procesamien-
to. Ademas, la integracion con sistemas y bases de
datos externas facilita la recopilacién y el andlisis
de datos y mejora la trazabilidad, permitiendo a
la organizacion gestionar mas eficientemente las
muestras y reducir los tiempos de espera para los
pacientes y los clientes.

2. Precision. Proporciona una interfaz facil de usar y
accesible que ayuda en la verificacién y validacién
de la informacion de manera sencilla y rapida. Esto
mejora la confianza en la informacién y reduce el
riesgo de errores graves.

3. Seguridad. Acceder con diferentes roles y funcio-
nalidades y obtener un seguimiento en tiempo real
de la ubicacién vy el estado de las muestras es espe-
cialmente importante y util en entornos clinicos y
de investigacion. Esto ayuda a garantizar la segu-
ridad y la calidad de las muestras y evitar pérdidas.

4. Colaboracion. Es una de las razones por las que se

cred esta aplicaciéon y por lo que es tan util. Permi-
tir la colaboracién entre distintos departamentos,
laboratorios y organizaciones facilita la comunica-
cion para compartir informacién sobre las mues-
tras y coordinar su gestiéon de manera mas sencilla
y eficiente.
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I Figura 3a. Ejemplos ilustrativos de estadisticas, graficas y predicciones generadas con el programa desarrollado.

I Figura 3b. Ejemplos ilustrativos de estadisticas, graficas y predicciones generadas con el programa desarrollado.

5. Ayudar en la toma de decisiones. Contar con esta-
disticas, alertas y predicciones es de gran ayuda a la
hora de tomar decisiones por las personas compe-
tentes para ello.

En los ultimos afios se ha demostrado la eficacia de los
modelos de aprendizaje automatico e inteligencia arti-
ficial debido a su poder de procesamiento y habilidad
de deteccién de patrones dificiles de identificar a sim-
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ple vista. Durante la crisis sanitaria del COVID-19, este
tipo de tecnologia se ha utilizado, junto con los modelos
de tipo SIR clasicos [4,5,6,7] para el rastreo de contactos
a través de aplicaciones méviles basadas en Bluetooth
o GPS, deteccién de casos positivos de COVID-19 con
un modelo de deep learning e imagenes de rayos X de
torax [8], en el estudio y desarrollo de medicamentos y
vacunas para virus como el Ebola, VIH y SARS-Cov-2
[4,5,6,7,910].



Implementar estos modelos de machine learning en
la aplicacion COMPLUPCR para predecir el numero
de infectados annade mucho valor a la herramienta
porque puede ser muy beneficioso para mejorar la
prediccion temprana, identificar factores de riesgo,
ayudar a los responsables a tomar decisiones rapidas
y precisas y a ser mas eficiente en la gestiéon y control
de pandemias ajustando las medidas de control en
funcioén de la situacién actual.

En resumen, esta tecnologia destaca especialmen-
te por su papel en el intento de prever el avance de
cualquier enfermedad transmisible, ayudando a la
hora de aplicar las medidas correctas con anticipa-
cién para contenerla hasta su desaparicion.
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os virus como el de la gripe, la viruela o
el VIH son una de las mayores amenazas
para la salud vy la seguridad global, pero ha
sido el coronavirus SARS-CoV-2 el que ha
recordado el impacto devastador en la sa-
Iud de las personas y la economia mundial que una
pandemia, como la de COVID-19, puede tener.

SARS-CoV-2, infecta la mucosa nasal y oral, prin-
cipalmente por via respiratoria desde otra persona
infectada, sobre todo al hablar o toser. Una vez en la
mucosa, es capaz de entrar en las células que expresan
en su superficie la enzima ACE2 (enzima convertido-
ra de la angiotensina 2), que actiia como receptor al
encajar con la proteina spike de la cubierta del virus.
Entre dichas células estan las del epitelio olfatorio, de
ahi que pueda verse afectado el olfato. Pero por suerte,
no se estd completamente indefenso contra los virus,
se cuenta con la ayuda de un fiel aliado, el sistema in-
munitario.

Elsistema inmunitario ha desarrollado recursos tanto
innatos como adaptativos contra los virus, para detec-
tarlos, combatirlos y prevenirlos. La inmunidad inna-
ta es la primera linea de defensa y trabaja rapidamen-
te para combatir cualquier invasor que encuentre. Por
otro lado, la inmunidad adaptativa tarda un poco mas
en desarrollarse, porque implica la produccion de an-
ticuerpos vy el reclutamiento de células inmunitarias
especializadas, como los linfocitos T y B, pero es mas
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especifica. Conocer en profundidad esta respuesta in-
munitaria contra el SARS-CoV-2 es clave para poder
desarrollar estrategias de prevencion, vacunas y tra-
tamientos de la COVID-19.

En este grupo de la Universidad Complutense de Ma-
drid se trabaja en evaluar la respuesta inmunitaria
contra el SARS-CoV-2, para identificar patrones aso-
ciados a sus caracteristicas demograficas y clinicas.

Se quiere determinar la inmunidad innata midiendo
los niveles y actividad global del sistema del comple-
mento, asi como la inmunidad adaptativa analizando
las respuestas de linfocitos T y B en individuos infec-
tados o vacunados como subtipos de linfocitos o anti-
cuerpos virus-especificos utilizando técnicas novedo-
sas que se detallan en este articulo.

La inmunidad innata puede ser un arma de doble
filo

Como se ha mencionado antes, la primera parte de la
respuesta inmunitaria es lo que se conoce como res-
puesta inmunitaria innata. En ella participan células
y moléculas tanto extra como intracelulares que son
capaces de actuar inmediatamente, en minutos tras el
contacto con el virus.

Entre las moléculas extracelulares destaca el sistema
del complemento, un sofisticado conjunto de protei-



nas capaces de reconocer a los virus y eliminarlos, o
bien marcarlos (opsonizacion) para ser eliminados por
otras células del sistema inmunitario como los ma-
créfagos, que los fagocitan y destruyen. Ademas, sus
componentes atraen (anafilotoxinas) y activan a otras
células inmunitarias. El correcto funcionamiento del
complemento es esencial para resolver diversas infec-
ciones. Sin embargo, su activacion excesiva puede ser
también perjudicial, provocando danos sobre tejidos
propios y perpetuando la inflamacién y la respuesta
inmunitaria inapropiada. De hecho, estudios recien-
tes indican que la activacién del complemento con-
tribuye al fenémeno hiperinflamatorio observado en
los pacientes con COVID-19, incluido el persistente.
Estudiar el papel del complemento en dicha patolo-
gia estd abriendo vias interesantes en el desarrollo de
nuevas terapias.

Entre los mecanismos intracelulares destaca la pro-
duccion de interferones de tipo I (IFN-I) en respuesta
al RNA viral intracelular. Los interferones son mo-
léculas de la familia de las citocinas que a su vez ac-
ttan sobre las células con su receptor de dos maneras:
previniendo que el virus se multiplique en la célula
infectada parando la maquinaria celular de produc-
cion de proteinas y activando a otras células inmu-
noldgicas para que se protejan del virus. De hecho, la
mortalidad del COVID-19 aumenta en personas con
deficiencias de este tipo de inmunidad. En las células
infectadas, ademas, las proteinas del virus son reco-
nocidas por componentes de las rutas del inflamaso-
ma, un complejo molecular responsable de la produc-
cion de citocinas inflamatorias como la interleucina
IL-1B, v en las mucosas (como en el pulmén) la IL-18.
Una produccién excesiva tanto de IFN-I como de in-
terleucinas (IL-1B, IL-18) también contribuye al desa-
rrollo del sindrome hiperinflamatorio de pacientes
con COVID-19 grave [1].

La inmunidad adaptativa es especifica y duradera

Las células dendriticas son las que captan virus o par-
tes de este, se dirigen a los centros de encuentro mas
cercano (ganglios y otros érganos linfoides secunda-
rios) y se los ensefian (presentan) en trocitos (pépti-
dos) sobre las moléculas de histocompatibilidad a los
linfocitos T. Otras células (entre ellas las dendriticas
foliculares en los ganglios) fijan el virus nativo y lo
presentan a los linfocitos B. Estas dos actuaciones en
el entorno adecuado de sefiales (citocinas y otras mo-
léculas) ponen en marcha la respuesta inmunitaria
adaptativa, que suele tardar de 7 a 10 dias en comen-
zar, y que es mas especifica (Figura 1).

Como consecuencia, los linfocitos B se diferenciaran
en células productoras de anticuerpos virus-especifi-
cos (células plasmaticas) que producirdn primero in-
munoglobulina M (IgM) y mas tardiamente inmuno-
globulina G (IgG), a lo que se llama cambio de isotipo.
Una pequena poblacién de esas células permanecera
como linfocitos B de memoria especificos frente al vi-
rus, que esperaran durante décadas a encontrarse de
nuevo con éste y relanzar una respuesta inmunitaria
mucho mas rapida. Ademas, a lo largo de la infeccion
y en infecciones sucesivas si las hubiera, existe un
proceso capaz de ir mejorando la calidad de las IgGs,
de manera que cada vez se ajustan mejor a los compo-
nentes del virus (maduracién de la afinidad). Existen
4 subclases de IgGs (IgG1 a IgG4) con distintas especia-
lizaciones funcionales. En general, se considera que la
IgG1 es muy protectora, pero a su vez mas inflamato-
ria, mientras que, en el otro extremo, la IgG4 es menos
protectora pero también menos inflamatoria. Es posi-
ble que los individuos respondan de manera distinta
alainfeccion por el virus o la vacunacion en términos
de produccion de inmunoglobulinas (cantidad y sub-
clase) y, por lo tanto, también es posible que las subpo-
blaciones de linfocitos B de memoria frente al virus
varien en cuanto a la representacién de los isotipos
(IgM, IgG1-1gG4 o IgA), por lo que es muy interesante
estudiar ambos parametros en grupos concretos de la
poblacién.

Ahora se sabe que el SARS-CoV-2 tiene cierto pareci-
do a los coronavirus que causan resfriado comun que
ya circulaban antes de la pandemia. Esto implica que
muchas personas previamente infectadas por los co-
ronavirus ‘comunes” producirian otro componente
que actua de manera inmediata en las mucosas oral y
nasal y que es la inmunoglobulina A (IgA). Esta podria
bloquear en cierta medida la infeccién de las células
por el coronavirus SARS-CoV-2 y neutralizarlo. Por
ello, se piensa que la estrategia de vacunacion intra-
nasal -de desarrollarse- podria resultar mas efectiva,
pues se atacaria al virus en el momento de su entrada
inicial al organismo.

Ademads, para combatir el SARS-CoV-2 y otros virus
también es necesaria la implicacion de los linfocitos T.
Los linfocitos T una vez maduros expresan un recep-
tor de superficie TCR-CD3, salen del timo y circulan
por los vasos sanguineos y linfaticos hasta que reco-
nocen los péptidos de un patégeno presentados por
otras células en las moléculas de histocompatibilidad
(MHC). Existen dos subtipos principales de linfocitos T
en funcion de la presencia de otra molécula de super-
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ficie: CD4, que reconoce a las moléculas de histocom-
patibilidad MHC I, y CD8, que reconoce a las molécu-
las de histocompatibilidad MHC 1.

Los linfocitos T CD8 o citotdxicos reconocen antige-
nos presentados en la superficie de células infectadas

oanormales. Una vez que se unen, los linfocitos T CD8

liberan moléculas citotéxicas, como la perforina y la

granzima, que actiian para matar las células obijetivo.
La perforina crea poros en la membrana celular de la

célula infectada, lo que permite que las granzimas in-
gresen y actien en su interior, causando dafio celular
y finalmente la muerte de la célula. De esta forma evi-
tan la propagacién del virus por el organismo.

Los linfocitos T CD4 o colaboradores pueden ser di-
ferenciados en distintos tipos que realizan diferentes
funciones y producen diferentes citocinas. Estos son
fundamentalmente: Th1, Th2, Th17, Tth y Treg. Otro
subtipo T fundamental son los linfocitos T de memao-
ria. Su imprescindible funcién es la de generar memo-
ria frente a un patégeno con el fin de que el sistema in-
munitario sea capaz de defenderse con mayor rapidez
y eficacia. De momento se desconoce la importancia
de la respuesta de los distintos subtipos de linfocitos

T durante la infeccién por SARS-CoV-2 y tras la vacu-
nacion, por tanto, es importante estudiarlo en detalle.

¢Como se puede conocer la inmunidad antiviral?

Los ensayos mas utilizados son los que miden los an-
ticuerpos virus-especificos fundamentalmente por
ELISA (ensayo de inmunoadsorcién ligado a enzima),
pero mas recientemente se han universalizado los
estudios de linfocitos virus-especificos por citometria
tras estimulacién con péptidos virales. Ambos pue-
den ayudar a conocer la inmunidad post-infeccién o
post-vacunacion. A continuacion, se resumen las téc-
nicas utilizadas en este estudio de SARS-CoV-2.

Primero, se ha seleccionado una poblacién compues-
ta por 42 individuos voluntarios expuestos al virus
SARS-CoV-2 y vacunados, y, por otro lado, 77 indivi-
duos no expuestos y no vacunados. Todos los indivi-
duos eran de ambos sexos y mayores de edad (rango
de 21 a 65 anos), y se encontraban sanos en el momen-
to de la toma de la muestra (Figura 2).

Una vez obtenidas las muestras de dichas poblaciones
se han analizado distintos aspectos de la inmunidad

I Figura 1. Inmunidad adaptativa antiviral. Los linfocitos T virus-especificos se diferencian hacia CD8+,
que atacan células infectadas por virus, y CD4+, que ayudan a otros linfocitos a diferenciarse. Los
linfocitos B virus-especificos sintetizan anticuerpos que previenen nuevas infecciones.
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innata y adaptativa. En concreto, se ha medido la ac-
tividad y niveles del complemento, los niveles de in-
munoglobulinas anti-spike y los niveles de linfocitos
By T anti-spike.

Para saber si el sistema del complemento esta funcio-
nando correctamente, se realiza una prueba llamada

CH50. En esta prueba, se mezclan muestras de suero

de la persona con eritrocitos de carnero y se observa

si estas células son destruidas por el sistema del com-
plemento. Esto ocurre porque las células de carnero

carecen de las proteinas reguladoras que en humanos

impiden la activacién del complemento frente a las

propias células.

Si hay hemodlisis (rotura de eritrocitos), se libera he-
moglobina, y la cantidad medida de esta sirve para de-
terminar si el sistema del complemento esta activado
adecuadamente. Por otra parte, también se determi-
na si la persona tiene niveles adecuados de las protei-
nas del complemento. Para ello, se realiza un ELISA,
empleando anticuerpos especificos de estas proteinas.

Un nuevo método para determinar inmunoglobuli-
nas anti-SARS-CoV-2

Para evaluar la inmunidad antiviral humoral, se mide
la cantidad de anticuerpos producidos contra compo-
nentes del virus, como la proteina spike. En Espafia, la
mayoria de las personas han sido vacunadas y han
sufrido la infeccién, por lo que tienen una inmuni-
dad hibrida y han desarrollado anticuerpos contra la
proteina spike (debido tanto a la vacunacion como a
la infeccidn) y otras proteinas del virus como la pro-
teina de la nucleocapside (solamente si hubiese sido
infectado).

En este caso, se mide la cantidad de anticuerpos an-
ti-spike utilizando unas células llamadas Jurkat (linfo-

citos T) que expresan en su superficie la proteina spike.
Como referencia, las células expresan otra proteina, el
receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR)
[2]. Estas células se incuban con los sueros a analizar
y, posteriormente, con un segundo reactivo que son
anticuerpos que reconocen la region constante (Fc) de
los distintos subtipos deinmunoglobulinas humanas.
El método ha sido adaptado para poder determinar
IgM, IgG totales, IgA e incluso IgG1-IgG4.

Los anticuerpos secundarios estan conjugados (mar-
cados) con un fluorocromo adecuado para su lectura
en un citémetro de flujo, que se efectud en el Centro
de Apoyo a la Investigaciéon (CAI) de microscopia y
citometria de la UCM. Ademas, como control se usa
un anticuerpo secundario anti-EGFR conjugado a un
segundo cromoéforo. Finalmente, los resultados se ex-
presan como un cociente de la intensidad media de
fluorescencia (MFI) con respecto al EGFR (Figura 3).

Los linfocitos B de memoria aumentarian tras la va-
cunacion

Otro abordaje para la valoraciéon de generacién de
respuesta frente al virus ya sea tras infeccion o vacu-
nacion, es el andlisis de la cantidad de linfocitos B de
memoria frente a la proteina spike del SARS-CoV-2.
Para ello, se utiliza un fragmento de la proteina spi-
ke recombinante (fragmento RBD) marcado con una
sustancia fluorescente que es capaz de unirse a la in-
munoglobulina que se expone en la superficie de los
linfocitos B tinicamente cuando esta inmunoglobuli-
na sea especifica de dicho fragmento. De este modo,
se pueden identificar las células B que circulan en la
sangre y que son capaces de reconocer la proteina
del virus. Estas células B de memoria pueden sobre-
vivir durante décadas en el organismo a la espera de
encontrarse con el virus, por lo que su presencia es
un signo de inmunidad frente a este y mediante cito-

I Figura 2. Poblaciones y estudios de la respuesta inmunologica frente al coronavirus SARS-CoV-2.
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I Figura 3. Determinacion de inmunoglobulinas anti-spike mediante expresion en células Jurkat vy ci-

tometria de flujo.

metria de flujo se puede cuantificar su presencia en
sangre. Para ello, se aislan células mononucleares de
sangre de los individuos a estudiar y se criopreservan
en un biobanco hasta el momento del estudio. Una
vez se obtuvieron las muestras de sangre de todos
los pacientes antes, durante y después de la vacuna-
cién, se procedié con la puesta a punto de la técnica.
Esta se basa en la identificacion de células B (CD19+)
de memoria (CD27+) humanas de sangre periférica
mediante citometria de flujo, y capaces de reconocer
a través de la inmunoglobulina de superficie el frag-
mento de la proteina spike. Mediante esta técnica se
puede identificar el porcentaje de células B de memo-
ria para RBD que presentan una inmunoglobulina
IgM, IgG o IgA, lo cual variara a lo largo del tiempo y
de la vacunacién o exposicién al virus. Los resultados
preliminares indican que el porcentaje de células Bde
memoria del isotipo IgG especificas del virus aumenta
tras la vacunacioén.

Subtipos de linfocitos T y sus citocinas informan so-
bre la respuesta al virus

Para obtener mas informacion sobre la inmunidad
adaptativa tras la infecciéon o la vacunacién frente
a SARS-CoV-2 es conveniente estudiar la respuesta
inmunitaria de los diferentes subtipos de linfocitos T
v la de las diferentes citocinas que intervienen. Para
ello, se utilizan las células de la sangre aislada recogi-
da a distintos tiempos de la infeccién/vacunacion de
distintos individuos y se hace un ensayo in vitro. Este
ensayo consiste en la exposicién (estimulacion) de es-
tas células a distintas proteinas (péptidos) de diversas
variantes del virus [2]. A través de este ensayo se de-
termina como los diferentes linfocitos T responden
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ante el virus, de tal forma que se puede conocer la efi-
cacia de la respuesta inmunitaria. Una vez realizado
el ensayo se estudia cada poblacion de linfocitos T y
algunas de sus citocinas (Tabla 1).

Para identificar las distintas poblaciones de linfocitos
T vy las citocinas implicadas en la infecciéon/vacuna-
cion de los individuos se realiza un ensayo in vitro.
Este ensayo consiste en la exposicion de las células
de la sangre a distintos péptidos del SARS-CoV-2 [3].
Una vez estimuladas las distintas muestras recogidas,
se estudian las distintas subpoblaciones de linfocitos
T v las citocinas que producen mediante el uso de un
equipo llamado citémetro espectral. El aparato es ca-
pazdereconocer multiples marcadores de los subtipos
de linfocitos T (como puede ser CD4, CD8, CD45RA...)
ademas de sus citocinas. Para ello, el disefio de un
panel de espectral previo al andlisis es fundamental.
Esta informacién dara pistas acerca de cémo se com-
portan los linfocitos T de un mismo individuo tras ha-
ber sido expuestos al virus previa y posteriormente a
la vacunacién, o tras la infeccién.

Hallazgos prometedores en personas vacunadas y
expuestas al virus

En la Figura 4 se muestran los resultados de la deter-
minacion de todas las clases de inmunoglobulinas (an-
ticuerpos), cuyos resultados se normalizaron como un
cociente con respecto al control EGFR para 22 sueros
pre-pandemia (grupo de individuos no expuestos al
SARS-CoV-2, en rojo) y para 26 individuos sanos y
expuestos al virus (grupo de individuos expuestos al
SARS-CoV-2, en azul). Como se puede observar, hay
un aumento en la produccion de inmunoglobulinas



Linfocitos T CD4+ Funciones

Th2

Activalinfocitos B

Suprime respuestas, autotolerancia

Activa macroéfagos y linfocitos T CD8+

Activa eosindfilos y mastocitos

Th17 Inflamacién y activa neutrofilos

Citocinas producidas
IFN-y, TNF-q, IL-2
IL-4,-5-6,-9,-10, -13
IL-17,1L-21, IL-22
IL-4,1L-21

IL-10, IL-35, TGF-B

I Tabla 1. Subtipos de linfocitos T CD4+. Funciones y citocinas producidas.

en individuos que han sido expuestos o vacunados
contra el SARS-CoV-2, en comparacién con aquellos
que no han estado expuestos.

En resumen, este grupo ha desarrollado un sistema de
deteccion altamente sensible y facil de utilizar para
identificar todas las subclases de inmunoglobulinas
anti-spike. Esto permite estudiar como responde la in-
munidad a la infeccion por SARS-CoV-2 y ayudar en
el desarrollo de tratamientos y vacunas mas efectivas.

Camino por recorrer

En el futuro cercano, se ampliaran estos resultados
completando los andlisis del sistema de complemen-
to, asi como el estudio de los subtipos de linfocitos T y
B. Ademas, se planea estudiar un grupo de pacientes
que han experimentado COVID persistente, una con-
dicién poco estudiada que puede abrir nuevas vias de
investigaciéon en inmunologia y proporcionar infor-
macion valiosa para entender cémo el cuerpo comba-
te contra SARS-CoV-2.

* Agradecemos a Ana V. Marin, Marta Herrero e Ivan
Estévez por su contribucién a parte de la informa-
cién suministrada en el articulo
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Complejidad del genoma: mas alla del namero de genes

I genoma humano contiene 3.200 mi-

llones de pares de bases, una cantidad

ingente de informacién codificada. Sin

embargo, solo un dos por ciento de esta

informacién se descodifica en forma de
proteinas, lo que equivale a unos veinte mil genes.
Esdecir, aparentemente, con solo 20.000 archivos de
este disco duro que constituye el genoma se puede
construir un ser humano, el apex de la evolucion (al
menos desde este punto de vista). Paradéjicamente,
un pulpo tiene 33.000 genes codificantes de protei-
nas, aproximadamente un treinta por ciento mas
que un ser humano. Aunque es verdad que los cefa-
lépodos son extremadamente inteligentes, este dato
sorprende porque no dejan de ser moluscos. Este
escenario es aun mas extrano si se considera que
la planta del arroz (Oryza sativa), que ni siquiera se
mueve, contiene unos cincuenta mil genes en su ge-
noma en su disco duro.

Por paradoéjico que pueda parecer el parrafo anterior,
y siguiendo con las analogias informaticas, se puede
afirmar que lo importante no es el nimero de genes
(de bits, de archivos...) sino cémo esta codificada la
informacién y cémo se relacionan entre si. Es decir,
es mas importante el papel del programador y el sof-
tware empleado, que el propio hardware. Hay que
asumir que el programador ha sido (es) la evolucién
y estd claro que el software lo constituyen las pro-
teinas. Aunque se trate de una afirmacién un tanto
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simplista, se puede decir que ellas son las que ejecu-
tan los programas y construyen y mantienen a un
ser vivo. Igual que un teléfono inteligente de hoy en
dia no tiene nada que ver en capacidades y tamano
con un teléfono fijo de hace unos anos, los organis-
mos mas complejos, como los humanos, han evolu-
cionado hacia sistemas que usan softwares mucho
mas complejos y econdmicos (informaticamente
hablando). No cuenta solo cudntas proteinas se pro-
ducen, sino también cuando, como y para qué tiene
lugar esta produccién. La complejidad nace de las re-
laciones entre las moléculas y de cémo se gobiernan
estas relaciones, de lo que se llama la regulacién de
la expresién génica vy, en definitiva, del metabolismo.

Los virus en general, y el SARS-CoV-2 en particu-
lar, son microorganismos muy simples. Tanto que
incluso se discute si estan vivos. Con un pequefio
numero de genes, solo unas decenas, en muchas oca-
siones, son capaces de producir proteinas clave para
reconocer, invadir y parasitar las células que cons-
tituyen su diana. Tienen un software muy limitado,
pero, al igual que los virus informaticos (que le han
copiado el nombre a los bioldgicos), se aprovechan
de los programas (de las proteinas) de las células que
constituyen su diana para reconocerlas, infectarlas
y proliferar a su costa. Al igual que se equipan los
ordenadores con un programa antivirus, los organis-
mos infectados no estan tampoco indefensos. Espe-
cialmente los vertebrados, porque tienen un sistema
inmune adaptativo, que no solo reconoce a los pato-
genos, sino que los recuerda, aprende de su experien-



cia previa y es capaz de construir una estrategia de
defensa basada esencialmente en el reconocimiento
de las proteinas virales (en el caso que ocupa en este
articulo) y en la tolerancia de las propias.

Produccidn de proteinas en la lucha contra patégenos

Esta carrera evolutiva entre patégeno y hospedador
es la base de la mayoria de las pruebas de diagnosti-
co rapido y de todas las vacunas. Por tanto, producir
proteinas virales, en gran cantidad y calidad, es un
paso esencial para la mejora del diagnodstico, la pre-
vencion e, incluso, la terapia. La estrategia general es
muy sencilla. Primero se identifica alguna proteina
exclusiva del virus (Figura 1), que sea esencial para
su funcionalidad, y luego se utiliza para estimular
la produccién (en el caso de las vacunas) o la detec-
cion (si se trata de diagnodstico) de los anticuerpos o

células del sistema inmune capaces de reconocer-
la y anularla. Asi, en la lucha contra los patégenos
virales es de suma importancia disponer de siste-
mas que permitan obtener cantidades importantes
de las proteinas clave elegidas, con caracteristicas
idénticas a las que poseen cuando forman parte del
patogeno. Proteinas que, por otra parte, y tal vez
excluyendo el caso de algunas reacciones alérgicas,
seran totalmente inocuas para el organismo hospe-
dador. Es muy importante recalcar que no basta con
que la proteina elegida tenga la misma secuencia de
aminodcidos que la del virus, sino que es necesario
que se produzca en un ambiente que propicie tanto
su correcto plegamiento como la introduccion de las
modificaciones quimicas necesarias para que sea co-
rrectamente identificada como idéntica a la proteina
viral.

I Figura 1. Se muestra un esquema del coronavirus SARS-CoV-2 en el que se representan todas sus protei-
nas, asi como su envuelta lipidica (en rojo) y el complejo que forman su genoma ARN vy la nucleoproteina
(en el interior de la esfera lipidica). Alrededor del virus se representa la organizacion de dicho genoma
ARN vy la correspondencia entre genes codificantes y proteinas. Desde el punto de vista de este articulo,
las proteinas que se deben destacar son la de espicula (S, spike), responsable de reconocer el receptor de
membrana que le permite infectar sus células diana, y la nucleoproteina (N, nucleocapsid), que permite
el correcto empaquetamiento del ARN de unos 32000 nucleotidos que constituye su genoma. Esta fi-

gura esta tomada del portal educativo del Protein Data Bank PDB-101 (https:

db101.rcsb.org/learn

flyers-posters-and-other-resources/flyer/sars-cov-2-genome-and-proteins).
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En este articulo se describe de forma sencilla cémo
producir proteinas con poder inmunogénico y, por
tanto, ser capaces desencadenar una respuesta ba-
sada en anticuerpos, utilizando diferentes sistemas
recombinantes. Tras una descripcion de la estrategia
general mas comunmente seguida, se pasa a expli-
car con algunos ejemplos cémo puede producir pro-
teinas de SARS-CoV-2, inmunotoxinas y diferentes
proteinas téxicas.

Proteinas recombinantes: la clave estd en el ADN

La produccién de una proteina recombinante es
un proceso relativamente sencillo. En primer lugar,
se necesita conocer la secuencia de la proteina, un
concepto que se refiere al orden en el que aparecen
los aminoacidos que la componen, leido desde su ex-
tremo amino-terminal (la mayoria de las proteinas
estan constituidas por cadenas de aminoacidos que
tienen dos extremos con un grupo amino en uno de
ellos vy otro carboxilo, en el otro), que se puede ob-
tener de la base de datos correspondiente. Luego, se
amplifica el fragmento de ADN codificante a través
de la PCR, utilizando el propio ADN del organismo
productor o una copia obtenida a partir del ARNm.
También se puede sintetizar de novo el ADN de in-
terés, lo que es cada vez mas comun gracias a las
innovaciones tecnolégicas de quimica sintética. El
siguiente paso es la insercion del fragmento de ADN
en un plasmido adecuado para cada proteina y siste-
ma recombinante empleado. Los plasmidos son mo-
léculas de ADN no cromosémico que se replican y
transmiten independientemente del ADN cromoso-
mico. Los elementos imprescindibles de un plasmido
son: un elemento que permita seleccionarlo, un sitio
de multiclonaje y elementos de control de la trans-
cripcién del ARNm. La manipulacién del ADN de
interés en un sistema bacteriano es obligatoria para
construir el vector y purificarlo con suficiente rendi-
miento y calidad.

Plasmidos al servicio de la biotecnologia

A pesar de su abundancia y promiscuidad en la
naturaleza, los plasmidos que se emplean en la
produccion de proteinas recombinantes han sido
manipulados de tal manera que son moléculas com-
pletamente artificiales. Por decirlo llanamente, son
un puzle molecular de muy diversos elementos y
segmentos de ADN, con funciones muy diferentes
que, agrupados convenientemente, se convierten en
una herramienta biotecnoldgica de primera magni-
tud. Independientemente del sistema recombinante
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que finalmente se elija, es practicamente obligatoria
la manipulacién del ADN de interés en un sistema
bacteriano, con el fin de construir el vector adecua-
do (el plasmido final util para producir la proteina
deseada) y purificarlo con suficiente rendimiento y
calidad.

Un plasmido artificial que se usa para producir pro-
teinas recombinantes necesita tener ciertos ele-
mentos importantes (Figura 2). Uno de ellos es un
elemento que debe permitir seleccionarlo, como la
resistencia a antibiéticos o la necesidad de un nu-
triente especifico. También necesita un segmento de
ADN llamado sitio de multiclonaje (multi cloning site
o MCS) [1], que tiene enzimas que permiten el corta y
pega minimamente necesario para hacer ingenieria
genética y poder manipular a voluntad fragmentos
de ADN. Otros de los elementos importantes son los
de control de la transcripcién del ARNm, que permi-
ten que éste sea sintetizado a partir del ADN y que se
traduce posteriormente en proteinas. Estos elemen-
tos incluyen, minimamente, sitios de origen y termi-
nacién de la transcripcion de ese ARNm, asi como
una secuencia represora o promotora que permita, a
voluntad, reprimir o inducir dicha transcripcion.

Finalmente, necesita una secuencia reconocible
como origen de replicacién para que pueda ser am-
plificado y propagado de unas células a otras cuando
se dividen.

Produccién recombinante paso a paso

Una vez construido el vector con todas las caracte-
risticas requeridas para la correcta produccién de la
proteina elegida, y tras su amplificacion en bacterias,
hay que proceder a su introduccion en una linea ce-
lular adecuada. Una operacion que, en funcién de
la naturaleza de las células elegidas, se denomina
transformacién (normalmente en microorganismos)
o transfeccion (si se trata de lineas celulares). Esta es
una operacion delicada pues hay que transportar a
través de la membrana plasmatica de las células ele-
gidas una molécula con una alta densidad de carga
eléctrica negativa. Teniendo en cuenta que el inte-
rior de la bicapa lipidica es fuertemente hidréfobo,
habra que recurrir a estrategias de apantallamiento
de esa carga vy, simultaneamente, a la alteracion de
la permeabilidad de esta membrana celular. De for-
ma muy general, se pueden dividir en técnicas ba-
sadas en procedimientos quimicos, en los que esen-
cialmente se emplean cationes divalentes (se habla
entonces de células quimicamente competentes), y



I Figura 2. Se muestra el esquema general de un pldsmido, con los elementos imprescindibles: elemento que
permita seleccionarlo (AmpR), origen de replicacion (ori), sitio de multiclonaje (MSC), elementos de control de
la transcripcion del ARNm (ter). Se destacan también algunas dianas reconocibles por enzimas de restriccion.

aquellas que ademas se sirven de la ayuda de una
descarga eléctrica que transporta el plasmido desea-
do al interior de las células (se trataria en este caso
de células electrocompetentes). En ambos casos, tras
este procedimiento, que supone un gran estrés para
las células, es necesario un periodo de recuperacion,
seguido de una seleccién especifica para distinguir
las células supervivientes que hayan incorporado
el plasmido deseado de aquéllas que no lo hayan he-
cho. Un tratamiento que se basa en una seleccién por
resistencia a alguin antibiético o mediante la imposi-
cién de algun requerimiento nutricional o ambos, en
funcién del disefio del vector que se haya empleado.

Llegados a este punto, se dispondra de una linea ce-
lular en la que, bajo el control adecuado (incluido en
forma de senales especificas en el vector construido)
se podra controlar a voluntad la produccion de la
proteina de interés sin mas que crecer las células en
los medios propicios y anadir las moléculas sefializa-
doras adecuadas en cada momento y circunstancia.
Una vez acabado este proceso de produccién, aten-
diendo a las caracteristicas propias de cada sistema

recombinante empleado vy, sobre todo, a las de cada
proteina (cada proteina es distinta, es especial) se uti-
lizaran técnicas estandar de purificaciéon para conse-
guir aislar la proteina deseada [2].

Cémo obtener un buen rendimiento

Otros aspectos importantes de todo este proceso, y
que no se han mencionado todavia, pueden ser de-
terminantes a la hora de obtener un buen rendi-
miento. Simplificando un tanto, tal vez sean tres los
mas importantes: la disponibilidad de los ARN de
transferencia (ARNt); la localizacion subcelular o ex-
tracelular de la proteina de interés; y las modificacio-
nes postraduccionales.

a) La disponibilidad de los ARNt

Los ARNt son el descodificador molecular que
es capaz de interpretar el cédigo inscrito en la
secuencia del ARNm y traducirlo en los aminoa-
cidos que van a constituir cada proteina. Leen e
interpretan los codones del cédigo genético. Estos
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codones estan formados por asociaciones de tres
nucleotidos (tripletes) en los que el tinico elemento
que varia es la base nitrogenada que, en el ARN,
puede ser adenina (A), la citosina (C), la guanina (G)
o el uracilo (U) (Figura 3). La combinacion de estas
cuatro bases (cuatro letras) agrupadas de tres en
tres da lugar a 64 posibles codones. Si se descuen-
tan los tres que actiian como senal de parada en la
traduccién de proteinas, todavia quedan 61 dispo-
nibles para 20 aminoacidos. Necesariamente han
de existir entonces codones sinénimos (Figura 3B),
que presentan sesgo de especie. No son igualmen-
te abundantes en los diferentes organismos. Un
sesgo que logicamente coincide con la abundancia
relativa de los ARNt encargados de su descodi-
ficaciéon y que hay que tener en cuenta a la hora
de elegir el organismo productor de una proteina
recombinante. Por este motivo, en muchos casos
es recomendable preparar un ADN cuyo sesgo
coincida con el organismo elegido y no con el del
productor original natural. De esta forma, la rela-
cién ARNt/abundancia de coddn sera la éptima y
el rendimiento de la produccién sera significativa-
mente mayor.

b) La localizacion subcelular o extracelular de la
proteina de interés

No todas las proteinas aparecen en las mismas
localizaciones subcelulares, légicamente. Las cé-
lulas no solo las sintetizan, sino que las etiquetan
para que determinados sistemas de transporte las
trasladen a su localizacién final. Aquélla donde se
las necesita para ejercer dptimamente su funcion.
Los ejemplos mas obvios, naturalmente, son los de
las proteinas que portan un péptido senal para su
integracion en una membrana o, incluso, para su
secrecion extracelular. Este es un aspecto muy in-
teresante y hay que considerarlo, no solo porque la
produccion de una proteina recombinante puede
fracasar si la célula productora no la dirige a la lo-
calizacion correcta, sino porque también se puede
sacar provecho de estas estrategias celulares. Eti-
quetar, por ejemplo, a una proteina citoplasmati-
ca, perfectamente hidrosoluble, con una péptido

dra separar el medio de cultivo, enriquecido en la
proteina de interés.

En una linea parecida, también puede ser util eti-
quetar la proteina recombinante con un segmen-
to polipeptidico, introducido artificialmente, que
facilite tanto su deteccién (mediante el uso anti-
cuerpos comerciales estandarizados) como su pu-
rificacién (mediante cromatografia de afinidad). La
bateria de posibilidades en este sentido no deja de
crecer y cada vez se dispone de un espectro mayor
de posibilidades perfectamente establecidas y co-
mercialmente disponibles.

c) Las modificaciones postraduccionales

Una proteina plenamente funcional no es solo su
cadena polipeptidica, no es un mero polimero de
aminodcidos. Una gran mayoria sufren modifica-
ciones postraduccionales. Un término que se refie-
re a como las células productoras introducen mo-
dificaciones quimicas que tienen la propiedad de
influir en su plegamiento, estabilidad, localizaciéon
o, muy importante en el caso que ocupa, su inmu-
nogenicidad. Se habla, por ejemplo, de la correcta
formacién de enlaces disulfuro o la adicién, opor-
tuna y especifica, de moléculas de azucares que
decoran las proteinas una vez sintetizadas. Este ul-
timo aspecto es especialmente importante pues la
adicion de estos azucares es también especifica de
especie y suele jugar un papel clave en el recono-
cimiento entre proteinas. Por ejemplo, los azucares
de una proteina recombinante pueden ser clave en
su inmunogenicidad debido a que su disposiciéon y
naturaleza es determinante de su reconocimiento
por los anticuerpos del sistema inmune. En la mis-
ma linea, un virus con proteinas cuya glicosilaciéon
no fuese la esperada, seria incapaz de infectar a
sus células diana pues, muy probablemente, veria
comprometida su capacidad para reconocer los
receptores de membrana necesarios. En resumen,
la eleccion del organismo productor debe tener en
cuenta también este tipo de modificaciones si se
quiere tener éxito a la hora de disefiar una vacuna
o un test de diagndstico, por ejemplo.

senal de secrecién puede ser extraordinariamente
util. En primer lugar, fuera de la célula sera com-
pletamente inocua. Pero, ademas, a la hora de pu-
rificarla, serd mucho mas sencillo si se encuentra
fuera, en el medio de cultivo, que mezclada con el

Tres ejemplos concretos

Con el fin de ejemplificar esta estrategia, a continua-
cién se describen, muy brevemente, tres ejemplos
concretos llevados a cabo en el laboratorio utilizan-

resto de las proteinas de las células productoras.
En este caso, con una simple centrifugacion se po-
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do tres sistemas de produccién recombinante de
proteinas muy distintos, basados en la utilizacién de



I Figura 3. (A) Se representa la tipica organizacion de un nucleotido; (B) El codigo genético. Reparese en como
muchos aminodcidos pueden ser codificados por mas de un codén; (C) La estructura tridimensional de un
ARNt v su correspondiente proyeccion en el plano, con su caracteristica distribucion en forma de trébol; (D)
La férmula de las 5 bases nitrogenadas candnicas que suelen formar parte de un dcido nucleico.

bacterias (en el caso de la nucleoproteina de SARS-
CoV-2), levaduras (para producir una inmunotoxina
antitumoral) o una linea celular humana (que ha
permitido sintetizar gran cantidad del dominio de
union al receptor de la proteina de espicula S, abre-
viado como RBD).

1. Produccién en bacterias

La produccién y purificaciéon de la nucleoproteina
(proteina N, Figura 1) de SARS-CoV-2 se llevo a cabo
en el sistema de produccién recombinante de protei-
nas mejor conocido, y también el mas sencillo, que
es el que constituye la bacteria Escherichia coli. Esta
proteina N es la proteina estructural mas abundan-
te del SARS-CoV-2. Se une al ARN viral para formar
un complejo de naturaleza ribonucleoproteica que
empaqueta todo el genoma en una larga estructura
helicoidal [3]. Es una proteina en la que se distinguen
muy claramente dos dominios, amino y carboxilo
terminal, unidos mediante un segmento de enlace
muy rico en el aminoacido serina [4]. Al encontrarse

empaquetada en el interior del virus y no estar ex-
puesto al medio exterior, se trata de un polipéptido
que muestra muy pocos cambios entre las distintas
variantes del coronavirus. Ademas, y por eso se eli-
gid un sistema bacteriano, no sufre ninguna modifi-
cacion postraduccional.

De esta forma, una vez conseguido el segmento de
ADN adecuado, convenientemente adaptado al ses-
go de codones de E. coli y etiquetado con una prolon-
gacién de seis histidinas, se clondé en un plasmido de

la serie pET (https://www.snapgene.com/resources/

- ? = -

id=pET- 9 ) que conferia resisten-
cia al antibiético kanamicina. Estos plasmidos estan
disefiados para ser reconocidos no por la ARN poli-
merasa de la bacteria, sino por la del fago T7 (la se-
cuencia promotora que permite la transcripcion es la
de este virus), una caracteristica que permite un con-
trol estricto de la produccién de la proteina de inte-
rés sin mas que elegir una cepa bacteriana que no la
contenga, como DH5aF’, por ejemplo. Una vez propa-
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gado y amplificado el vector, se utilizé entonces para
transformar bacterias de otra cepa, BL21(DE3). Una
variante de E. coli que ha sido genéticamente modi-
ficada para que precisamente pueda reconocer la se-
cuencia promotora virica mencionada. Es una cepa
que contiene el profago lambda DE3 que transporta
precisamente el gen de la ARN polimerasa T7 bajo
control de un promotor de lacUV5 (el promotor de
los genes responsables de la degradacion de la lacto-
sa), permitiendo que la expresion de la ARN polime-
rasa T7 necesaria se pueda inducir sin mas que afna-
dir IPTG, un analogo de este disacarido. BL21(DE3) es
ademas una cepa que no contiene dos proteasas cuya
eliminacion es clave para reducir la degradacién de
las proteinas recombinantes producidas.

Una vez producida la proteina, se lisaron las bacte-
rias y, ayudandose de su etiqueta de seis histidinas,
se utilizé una columna cromatografica con el ion
niquel inmovilizado en agarosa (Ni+2-NTA; una cro-
matografia de afinidad) para purificarla a homoge-
neidad en practicamente una tinica etapa [5].

2. Produccion en levaduras

La tecnologia del ADN recombinante ha permiti-
do desarrollar una amplia variedad de anticuerpos
multiespecificos y multivalentes con una actividad
antitumoral potencialmente mejorada y una toxici-
dad asociada al fragmento Fc reducida [6]. Siguiendo
con esta misma idea, el siguiente reto para potenciar
aun mas las funciones antitumorales de las construc-
ciones basadas en anticuerpos es armarlas con una
carga toxica. Las inmunotoxinas (IMTX), proteinas
quiméricas que combinan la capacidad de destruc-
cién celular de una toxina con la especificidad de un
anticuerpo monoclonal (mAb o una porcién de di-
cho anticuerpo), constituyen una estrategia prome-
tedora para el tratamiento del cancer colorrectal, por
ejemplo (Figura 4). En este sentido, en el laboratorio
se ha disefiado toda una variedad de estrategias para
producir IMTX recombinantes, funcionalmente ac-
tivas contra los mas frecuentes canceres de colon
humanos [6-8].

En este caso, la estrategia a seguir fue utilizar el siste-
ma de expresién de proteinas basado en la levadura
Pichia pastoris. Las levaduras son microorganismos
eucariotas, de modo que P. pastoris tiene muchas
de las ventajas de los sistemas de expresiéon de eu-
cariotas superiores, como el correcto procesamien-
to, plegamiento y modificaciéon postraduccional de
proteinas, incluyendo tanto la glicosilacién como la
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formaciéon de los ya mencionados enlaces disulfuro,
para los cuales posee rutas y enzimas especificas,
normalmente relacionadas con la secrecién de las
proteinas de interés. Ademas, y con vistas a la uti-
lizacién de sus productos en la terapia y diagnéstico
de enfermedades humanas, es muy interesante des-
tacar que se trata de un microorganismo considera-
do como GRAS (Generally Regarded As Safe). Es decir,
seguro para los humanos.

Se puede destacar para el lector no especializado que
el ejemplo mas significativo de organismos GRAS
son las bacterias utilizadas para producir yogures.
Se usan desde tiempos ancestrales y no se sabe que
hayan producido patologia alguna. Y todo ello, en el
caso de P, Pastoris, tratindose ademas de un organis-
mo tan facil de manipular como E. coli. Su utilizacion
es mas rapida, sencilla y barata que la de otros sis-
temas de expresion eucariotas y, por lo general, pro-
porciona niveles de expresion mas elevados. Estas
caracteristicas hacen que esta levadura sea muy util
como sistema de expresién de proteinas eucariotas y
se esté convirtiendo en uno de los principales siste-
mas elegidos con este propésito.

3. Producciéon en una linea celular humana

La produccion de proteinas recombinantes en célu-
las humanas se basa en el mismo principio funda-
mental que la produccion en bacterias y levaduras:
introducir un vector adecuado con el gen de interés
en una linea celular capaz de expresar ese gen y pro-
ducir la proteina, preferentemente en el medio ex-
tracelular. Utilizar lineas celulares humanas acarrea
una serie de inconvenientes, siendo los mas destaca-
dos el coste de los materiales necesarios para su cul-
tivo y la complejidad de su manejo, ya que son mas
delicadas (por su mayor complejidad) que las bac-
terias o las levaduras vy, entre otras peculiaridades,
se requieren instalaciones mas caras y sofisticadas
para su cultivo. Pero tienen muchas ventajas frente
a otros tipos de células eucariotas (como levaduras
o células de insecto): son capaces de llevar a cabo
modificaciones postraduccionales que otras células
no pueden conseguir; obtener patrones de glicosi-
lacién adecuados, diferentes de los de otras células
eucariotas; y, en general, procesar correctamente el
plegamiento de la proteina de interés, incluyendo la
formacion de enlaces disulfuro, muy especialmente
si se trata de una proteina humana o de una que se
sintetiza y ensambla en un entorno humano, como
las de SARS-CoV-2.



I Figura 4. (A) Representacion de diferentes formatos de inmunotoxinas dirigidas contra el cancer colo-
rrectal. (B) Esquema que muestra el disefio y la organizacion general de una inmunotoxina estdndar.

(Figura adaptada de Sanz et al [8]).

El sistema de expresion elegido fue la linea celular
Expi293, basado en el cultivo de alta densidad de
células humanas Expi293F, que derivan de la linea
HEK293, células de rifién embrionario humano in-
mortalizadas, aisladas originalmente en los anos 70,
y que es una de las lineas celulares mas utilizadas en
la produccion de proteinas. El sistema Expi293F per-
mite la produccién de proteinas con un alto rendi-
miento en comparacién con otros sistemas. Ademas,
las células crecen en un medio en suspension, en lu-
gar de adheridas a una placa de cultivo, lo cual facili-
ta su manejo y su cultivo en alta densidad. Otra ven-
taja es que la proteina producida es liberada al medio
extracelular, facilitando su posterior purificacion. La
expresion de la proteina es transitoria, lo cual signifi-
ca que el vector que porta el gen de interés no se inte-
gra en el genoma de la célula y es necesario transfec-
tar las células cada vez que se quieren producir las
proteinas. Utilizando este sistema se produjo tanto la
proteina de la espicula del SARS-CoV-2 completa (S),
incluyendo una serie de modificaciones que aumen-

tan la estabilidad de la proteina y hacen que sea mas
soluble (Figura 5), como su dominio de unién al re-
ceptor (RBD, por sus siglas en inglés) [9-13]. En ambos
casos, se incluyé una etiqueta de seis histidinas en la
secuencia de las proteinas para permitir su posterior
purificacion por cromatografia de afinidad.

ESFUNPROT: una plataforma con potencial para
producir (casi) cualquier tipo de proteina

El grupo UCM de Estructura y Funciéon en Protei-
nas (ESFUNPROT; https://www.ucm.es/grupoes-
funprot/) dispone de la metodologia y la experiencia
necesarias para producir casi cualquier tipo de pro-
teina en toda una bateria de sistemas recombinan-
tes que incluyen no solo las bacterias, levaduras y
células humanas explicados en el cuerpo del articulo,
sino otros, no comentados por falta de espacio, como
plantas de tabaco o lineas celulares de insecto. Esta
experiencia se retrotrae a mas de tres décadas de pro-
duccién de proteinas recombinantes con origenes
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I Figura 5. (A) Representacion de la proteina trimérica de espicula (S) del SARS-CoV-2 basada en PBD #
6V XX utilizando Pymol3. Un monémero esta coloreado en azul oscuro mientras que los dos monéme-
ros restantes se mantienen en azul claro. El dominio de unién al receptor (RBD) del trimero azul oscu-
ro estd resaltado en rojo. (B) Esquema de la proteina espiga de tipo silvestre de longitud completa con
péptido senal, ectodominio, dominio de unién al receptor, sitio de escisién de furina, S1, S2 v dominio
transmembrana y endodominio indicados. (C) Esquema de la espiga trimérica soluble. El sitio de clivaje
polibasico/furina (RRAR) se sustituyo por una sola A. El dominio transmembrana y el endodominio
se sustituyeron por un sitio de clivaje furina, un dominio de tetramerizacién T4 foldon y una etiqueta
de seis histidinas. Se ha demostrado que la introduccion de K986P y V987P estabiliza el trimero en la
conformacion de pre-fusion. (D) Esquema de la construccién del dominio de unién al receptor soluble.
Todas las construcciones estdn a escala. (Figura adaptada de Amanat et al [12]).

muy diversos como pueden llegar a ser un virus, po-
len, un hongo, una anémona marina, una arafia, una
semilla o un ser humano, por solo citar los ejemplos
con los que se tiene mayor experiencia acreditada.
Este enfoque permite abordar la produccién, estu-
dio, modificacion y utilizacién de una paleta de pro-
teinas que practicamente abarca todas las posibles
del universo proteico, incluyendo la construcciéon de
enzimas y quimeras que no existen en la naturaleza.
De esta forma, se constituye la plataforma ideal para
el lanzamiento de multiples proyectos con finalidad
terapéutica, diagndstica, insecticida o enzimatica. Al
tratarse de proteinas aisladas, producidas de forma
recombinante y bien caracterizadas, tienen la venta-
ja adicional de ser generalmente inocuas para el ser
humano y completamente biodegradables. Es decir,
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constituyen sistemas perfectamente biosostenibles
para el ambiente.
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n los ultimos anos las nanoparticulas
han adquirido un gran protagonismo en
el drea de la nanomedicina, puesto que
presentan una gran versatilidad desde
el punto de vista de composicion, forma,
tamano y superficie exterior. Esto ha provocado que
sean el centro de un gran nimero de investigaciones
biomédicas, ya sea para el tratamiento de ciertas en-
fermedades, la prevencion, el diagnostico o incluso
hasta en ingenieria de tejidos. Entre ellas, su aplica-
cién en el desarrollo de vacunas ha adquirido mucho
interés en los ultimos afios, ya que esta tecnologia re-
quiere de una cuidadosa seleccién del antigeno, un
adyuvante eficiente y una ruta de administraciéon
viable. En este articulo se pretende subrayar el po-
tencial que tienen las nanoparticulas mesoporosas
de silice como vehiculos de administracién de va-
cunas y su habilidad para actuar como adyuvantes,
incluyendo los retos mas importantes a los que se
enfrentara esta tecnologia en los préximos anos.

Nanomedicina: una nueva disciplina

En las dltimas décadas la nanotecnologia se ha apli-
cado a diversos campos cientificos, y su aplicacién
a la medicina ha dado lugar al nacimiento de una
nueva disciplina cientifica denominada nanomedi-
cina. Este campo de la medicina avanzada trata de
resolver diversos problemas y deficiencias de la me-
dicina convencional, como la escasa biodisponibili-

48 ANTICIPA UCM

Ciencias Farmacéuticas(UCM).
Instituto de Investigacion Sanitaria
Hospital 12de Octubrei+12.Centro
de Investigacion Biomédica en Red-

Miguel Manzano Garcia

mmanzano@ucm.es

Maria Vallet Regi

vallet@ucm.es

Departamentode Quimicaen Departamentode Quimicaen
Ciencias Farmacéuticas(UCM).
Institutode Investigacién Sanitaria
Hospital12de Octubrei+12.Centro
de Investigacion Biomédica en Red-
Bioingenieria, Biomaterialesy
Nanomedicina (CIBER-BBN)

Bioingenieria, Biomaterialesy
Nanomedicina (CIBER-BBN)

dad, la falta de especificidad de la diana, la toxicidad
sistémica y organica, etc. Este campo, relativamente
reciente, se ha convertido en un area cientifica mul-
tidisciplinar con muchos actores implicados, tales
como ingenieros, fisicos, quimicos, bidlogos, médicos
o incluso legisladores.

Una de las ventajas de la nanomedicina es su esca-
la nanométrica, que es precisamente la misma que
muchos mecanismos bioldgicos del cuerpo humano.
Este hecho permite que diversas nanoplataformas
puedan atravesar algunas barreras naturales y, por
tanto, acceder a nuevos lugares de administracion
o interactuar con el ADN o las proteinas a distintos
niveles, en diferentes érganos, tejidos o células. Por
todo esto, se espera que la nanomedicina sea un ins-
trumento muy importante para la medicina perso-
nalizada, selectiva y regenerativa, gracias al desarro-
llo de nuevos tratamientos que podrian suponer un
gran avance en la atencion sanitaria.

Dentro del mundo de la nanomedicina, las nanopar-
ticulas han adquirido un gran protagonismo, puesto
que presentan una gran versatilidad desde el punto
de vista de su composicién, forma, tamano y superfi-
cie exterior, lo que hace que sean el centro de un alto
numero de investigaciones biomédicas. Sin embargo,
y a pesar de las posibilidades que ofrecen, en la ac-
tualidad no existe un nimero muy elevado de terapias
basadas en nanoparticulas con aplicaciones clinicas,



con no mas de 50 nanoformulaciones aprobadas y mas
de 100 en ensayos clinicos [1]. Ejemplos de formulacio-
nes basadas en nanoparticulas aprobadas en la clinica
incluyen medicamentos contra el cancer (Doxil, Abra-
xane, Myocet y MEPACT), agentes de contraste (Reso-
vist), anestésicos (Diprivan), antifiingicos (AmBisome),
farmacos de ARNi (ONPATTRO) y otras vacunas (Epa-
xal e Inflexal V).

Por otro lado, el rapido desarrollo de dos vacunas de
ARNmMm para el COVID-19 basadas en nanoparticulas
lipidicas ha demostrado el gran potencial que las tera-
pias con base en nanotransportadores pueden llegar a
ofrecer. De hecho, el éxito de las vacunas contra el CO-
VID-19 basadas en nanoparticulas lipidicas ha iniciado
una nueva oleada de actividades de investigacion pre-
clinica y clinica de sistemas con base en nanoparticulas.

Nanoparticulas: una revolucién tecnolégica en medicina

Las nanoparticulas son particulas realmente pequefias,
entre 1 y 100 nanémetros de didmetro, es decir, mas
pequenias que 0.0000001 metros, por las que no se
pueden observar ni siquiera con un microscopio 6pti-
CO; por eso se necesita usar la microscopia electrénica.
Para ver las dimensiones se suele utilizar la analogia de
que una nanoparticula es a una pelota de tenis, lo que
una pelota de tenis seria al planeta Tierra, mas o me-
nos, en términos comparativos de tamano. Las nano-
particulas pueden tener diversas formas, como esferas,
barras, alambres, planos, estrellas, etc. En general, las
nanoparticulas presentan ciertas propiedades unicas
que no se encuentran en sus homologos macroscépi-
cos, que incluyen una alta relacién superficie-volumen,
alta energia superficial, comportamientos mecanicos,
térmicos, eléctricos, magnéticos y dpticos inicos, etc [2].
Estas propiedades las hacen adecuadas para una am-
plia gama de aplicaciones, que van desde la electréni-
ca, a larecoleccion y almacenamiento de energia, a las
comunicaciones, a la biologia y a la medicina. Dentro
de la anteriormente mencionada nanomedicina, las
nanoparticulas desempefnan un papel fundamental,
ya que pueden transportar y administrar eficazmente
agentes terapéuticos o materiales bioldgicos a lugares
especificos, como un érgano, un tejido o incluso una
célula determinada. Ademas, algunas de ellas poseen
funciones activas que facilitan su uso como nanoson-
das para la obtencién de imagenes/sensores.

La popularidad que las nanomedicinas estan adqui-
riendo durante los ultimos anos puede explicarse, en-
tre otras cosas, por las excelentes propiedades de las
nanoparticulas como sistemas de liberaciéon controla-

da de farmacos. En este sentido, las nanoparticulas
permiten formar dispersiones estables en medio
acuoso de agentes terapéuticos activos poco solubles
en agua, de forma que puedan administrase en un
medio biolégico. Ademads, los nanotransportadores
permiten tener cierto control sobre el perfil farma-
cocinético de los agentes terapéuticos. Normalmen-
te, en la administracion convencional de un farmaco,
siempre se suele tener un pico en la concentracion
de ese fArmaco en la sangre, seguido de una bajada
hasta la siguiente toma, donde se vuelve a dar un
pico y asi sucesivamente. En algunas ocasiones, esos
picos pueden llegar a estar por encima del nivel de
toxicidad vy, otras veces, los minimos por debajo de
los niveles de eficacia. El uso de sistemas de libera-
cién controlada permite mantener la concentracién
del farmaco en niveles éptimos durante todo el tra-
tamiento.

Otro aspecto positivo del uso de esta tecnologia es
que el control de la composicién, tamaro, forma o
propiedades superficiales permiten la proteccién
de los farmacos transportados evitando una posi-
ble biodegradacion dentro del organismo por parte
de los diversos sistemas endégenos de defensa, algo
de especial relevancia, por ejemplo, en el transpor-
te del RNA mensajero en las vacunas del COVID-19,
ya que permite protegerlo de las nucleasas presen-
tes en el cuerpo. El uso de nanoparticulas para ad-
ministraciéon de farmacos también permite realizar
terapias combinadas mediante la introduccién de
un coctel de diferentes agentes terapéuticos en un
mismo sistema. Ademas, admiten desarrollar tera-
pias dirigidas hacia determinados tejidos, érganos o
células especificas de interés. Y, por ultimo, ofrecen
la posibilidad de incluir agentes de contraste para
obtener una imagen biomédica, lo que puede ser de
gran interés para una correcta diagnosis de ciertas
enfermedades, como es el caso de ciertos tumores.
Finalmente, el nanotransportador no debe presen-
tar toxicidad y debe excretarse del organismo de for-
ma segura para que pueda ser utilizado en la clinica.

Un gran potencial poco explotado

Sin embargo, tal y como se ha mencionado anterior-
mente, y a pesar de su gran potencial y de toda la
investigacion que se ha llevado a cabo durante los
ultimos afos, aun no hay en el mercado muchas na-
nomedicinas disponibles. En este sentido, la Figura
1 muestra algunas de las nanomedicinas aceptadas
en los ultimos afios por las diversas agencias regu-
ladoras [3]. Estas nanomedicinas aceptadas pueden
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dividirse en cinco grandes grupos en funcién de su
composicion:

1. Nanoparticulas paramagnéticas de éxido de hie-
rro, que se utilizan principalmente como agentes
de contraste en técnicas de imagen por resonancia
magnética para obtener informacién sobre la loca-
lizacion y dimensiones de posibles tumores.

2. Liposomas y nanoparticulas lipidicas, que son na-
noparticulas compuestas de fosfolipidos, el mismo
material del que estan hechas las membranas celu-
lares, por lo que tienen excelentes propiedades de
biocompatibilidad.

3. Polimeros terapéuticos, que incluyen nanoparticu-
las hechas de polimeros biodegradables, como las
nanoparticulas de PLGA con diferentes farmacos
encapsulados. La liberacion del fArmaco se produci-
ra a medida que la nanoparticula se biodegrade en
el organismo del paciente.

4. Nanoparticulas proteicas, en las que determinadas
proteinas, como la albumina, se utilizan para en-
capsular fAirmacos citotéxicos.

5. Conjugados farmaco-anticuerpo, que constituyen
una categoria propia y en los que los anticuerpos
guian los farmacos a tejidos diana especificos.

Elhechode quetodavia hayatan pocasnanomedicinas
en el mercado se debe a un conjunto de condicionantes
en la traslacién a la clinica, que es un proceso comple-
jo, largo y muy costoso econémicamente hablando. En

este sentido, los obstaculos tipicos para la traslacién
clinica de los diferentes proyectos y aproximaciones
académicas que se llevan a cabo en los diferentes labo-
ratorios de investigacién en nanomedicinas suelen ser:
la incapacidad de dirigirse a una necesidad clinica no
satisfecha, los recurrentes problemas de reproducibili-
dad y caracterizacién de los nanomateriales implicados,
la complejidad en el disefio que lo hace econémicamen-
te inviable, los problemas con el escalado industria, la
falta de eficacia en humanos (puesto que la fisiologia de
los seres humanos difiere de la de los animales peque-
fios utilizados para los ensayos preclinicos), la posible
toxicidad clinica inesperada, la falta de un argumento
comercial convincente, una situacién fragil con res-
pecto a las patentes y posibles retrasos en su registro, la
aglomeracion en cierta enfermedades, como es el caso
del cancer, y el olvido de otras, como las enfermedades
metabdlicas. En lineas generales, para la industria far-
macéutica, la falta de vias claras y estandarizadas para
la aprobacién reglamentaria de los nanosistemas hace
que el desarrollo sea mas arriesgado y, por lo tanto, me-
nos atractivo, salvo que el mundo académico pueda de-
mostrar estudios altamente convincentes en humanos.

Nanoparticulas de silice: transportadores multi-
funcionales

Ademas de las nanoparticulas organicas anterior-
mente mencionadas, también ha aumentado sustan-
cialmente el nimero de nanoparticulas inorganicas
exploradas para desarrollar diferentes tipos de nano-
medicinas. En particular, las nanoparticulas de silice
se estan estudiando como transportadores multifun-

I Figura 1. Diferentes nanomedicinas aprobadas por la FDA para su uso en humanos [3].
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I Figura 2. Imdgenes de microscopia electrénica de barrido (izquierda) y de transmision (centro y dere-

cha) de diferentes tipos de MSNs.

cionales en diversas aplicaciones biomédicas, ya sea
para el diagnéstico o para la liberacién controlada de
farmacos [4]. En este sentido, las nanoparticulas de
silice mesoporosa (MSNs, por sus siglas en inglés) con
poros de 2-50 nm tienen propiedades beneficiosas,
como una gran area superficial y formas y tamarnos
moldeables, lo que las convierte en una plataforma
ideal para el diagndstico y como vehiculos para la
administracion de farmacos o genes [5]. En compara-
cion con las nanoparticulas organicas, las nanoparti-
culas de silice tienen una mayor capacidad de carga,
sobre todo para productos bioldgicos, a la vez que
protegen los farmacos encapsulados en el interior
de los poros de una posible degradacién, presentan
una buena estabilidad mecanica y térmica y pueden
ajustarse para controlar la liberacién del farmaco en
respuesta a estimulos internos o externos, gracias a
la facilidad que tienen para ser modificados quimi-
camente por la presencia de grupos silanoles en su
superficie.

Las MSNs se producen gracias a la combinacién de
tres procesos de forma simultanea:

1. El proceso sol-gel, mediante el que logra la hidroé-
lisis y condensacién de los precursores de silice
que daran lugar a la red tridimensional de silice.

2. El uso de una serie de surfactantes como agen-
tes directores de la estructura para obtener las
estructuras porosas ordenadas, de forma que los
precursores de silice van a consensar alrededor
de las estructuras creadas por estos surfactantes
en un mecanismo cooperativo, y tras eliminar es-
tas plantillas, se formaran las cavidades o estruc-
turas porosas.

3. Todo esto se realiza en unas condiciones de alta
dilucién, tal y como propone el método Stéber,
y se podra conseguir que, en lugar de formarse
grandes macroestructuras, se formen nanoparti-

culas pequenias y estables de silice mesoporosa [6
y 7]. De esta forma, se pueden obtener MSNs es-
féricas con un tamario de particula definido entre
100 y 150 nm, aunque modificando ciertas condi-
ciones, se pueden llegar a obtener mas pequenas
(Figura 2), y con unos poros disponibles para ser
cargados con agentes terapéuticos de unos 2 nm,
aunque también pueden variarse las condiciones
sintéticas para obtenerlos mas grandes.

El concepto de introducir fArmacos en el interior de
los poros de los materiales mesoporosos para luego
ser liberados en el organismo fue propuesto por pri-
mera vez por la profesora Vallet-Regi en 2001 [8]. Sin
embargo, fue en 2010 cuando se pudo ver por prime-
ra vez de forma directa esos fArmacos en el interior
de los poros gracias a la utilizacién de un microsco-
pio electréonico de muy elevada definicién del Centro
Nacional de Microscopia Electrénica de la UCM [9].

MSNs: una prometedora estrategia en el desarrollo
de vacunas

Las vacunas tradicionales consisten en agentes pa-
tégenos atenuados o agentes patdgenos inactivados
que pueden provocar una fuerte respuesta inmuni-
taria. Sin embargo, las vacunas tradicionales pueden
llegar a ser dificiles de administrar o pueden presen-
tar ciertos efectos secundarios como inflamacién en
el lugar de la vacunacion, requieren multiples dosis
para una inmunizacion eficaz o pueden llegar a ser
muy caras. Se han desarrollado vacunas basadas en
antigenos recombinantes purificados (proteinas o
péptidos) que son mas estables y presentan mejores
perfiles de seguridad que las vacunas convenciona-
les. Sin embargo, pueden tener una inmunogenici-
dad pobre y algunas pueden llegar a ser incapaces de
atravesar los tejidos de la mucosa intestinal debido
a su degradacién por enzimas metabdlicas. Para au-
mentar su inmunogenicidad se afiaden adyuvantes
a la formulacién. Los adyuvantes son compuestos
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que se anaden a las formulaciones de las vacunas
para potenciar la activacién de las células dendriti-
cas (CD) y generar respuestas inmunitarias especifi-
cas fuertes. Los adyuvantes pueden clasificarse en
dos categorias, dependiendo de si tienen un efecto
inmunoestimulador en las células presentadoras de
antigenos o funcionan como sistemas de administra-
cién que inician la captacion del antigeno. Los adyu-
vantes aprobados para su uso en vacunas humanos
incluyen sales minerales a base de aluminio, parti-
culas similares a virus, glicolipidos, virosomas inmu-
nopotenciadores, entre otros. En este sentido, uno de
los aspectos mas dificiles en el desarrollo de nuevas
vacunas es la busqueda de la combinacién éptima de
portador de antigeno y adyuvante.

Las nanoparticulas mesoporosas de silice han sido
ampliamente estudiadas como portadoras de anti-
genos y adyuvantes para la administracién de vacu-
nas gracias a sus ventajas, entre las que se incluyen
una superficie especifica muy elevada, facilidad de
modificacién de la superficie, tamano de particula
ajustable, excelente biocompatibilidad y robustez
en comparacion con otros nanotansportadores [10-
13]. Ademas, la liberacién de los agentes terapéuticos
puede controlarse desde las MSNs gracias al desarro-
llo de sistemas inteligentes estimulo-respuesta que
se han desarrollado en los ultimos afios [14].

El uso de MSNs en desarrollo de vacunas estad muy li-
gado a su utilizacidon como sistemas de liberacion de
proteinas, algo que se ha investigado profundamen-
te durante los ultimos afios [7, 15 y 16]. El potencial
de la silice mesoporosa ordenada como adyuvan-
te en vacunas fue propuesto por primera vez en el
ano 2006, cuando se investigd la SBA-15, un tipo
particular de silice mesoporosa ordenada con poros
relativamente grandes, como un transportador de
la proteina recombinante Int1p, demostrando una
mejora en la respuesta inmune en un modelo muri-
no [17]. Sin embargo, cuando se quiere trasladar esta
tecnologia a nanoparticulas como MSNs, hay limi-
taciéon del tamario de los poros (ca. 2-10 nm), lo que
puede llegar a restringir la adsorcion de moléculas
grandes, como es el caso del ADN o ciertas proteinas.
En este sentido, se han evaluado dos estrategias di-
ferentes: aumentar el tamaro de los poros o adsor-
ber las macromoléculas en la superficie de las MSNs
dejando disponible las cavidades mesoporosas para
introducir agentes terapéuticos adicionales [18 y 19].
Es precisamente esta estrategia de adsorcion super-
ficial la que se esta investigando en la actualidad en
nuestro grupo de investigacién para transportar di-
ferentes plasmidos de ADN en el posible desarrollo
de vacunas. Concretamente se estd cargando ADN
recombinante frente al virus SARS-CoV-2 para in-
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troducir en las células el gen correspondiente a un
antigeno del virus que induzca proteccion frente a la
infeccién del mismo. Se estan obteniendo resultados
muy satisfactorios y se espera que dentro de poco se
puedan presentar a la comunidad cientifica.

Biocompatibilidad, biodistribucién y traslacion a la
clinica

Para las aplicaciones biomédicas in vivo es muy
importante que las nanoparticulas desemperfien la
funciéon deseada y no causen lesiones o anomalias
histopatoldgicas. En este sentido, la silice coloidal se
ha venido empleando por la industria farmacéutica
en la fabricacién de comprimidos como aditivo para
mejorar la fluidez durante décadas, por lo que es
considerado como seguro por las diferentes agencias
reguladoras. De hecho, el aditivo alimentario E551
estd compuesto por nanoparticulas de silice de 100
nm [20].

Existen varias formulaciones basadas en nanopar-
ticulas de silice que estan siendo evaluadas en dife-
rentes ensayos clinicos (Figura 3). Asi, ciertas nano-
particulas de silice administradas de forma oral han
demostrado ser bien toleradas sin efectos adversos
serios, suponiendo una mejora en el perfil farma-
cocinético de ciertos farmacos hidrofébicos [21-23].
También se han evaluado nanoparticulas de silice
con nucleos de oro para terapia de resonancia plas-
mones para el posible tratamiento de enfermedades
cardiovasculares, tumores dificiles de tratar y lograr
su ablacién térmica [24-26]. Adicionalmente, en la
Universidad de Cornell (EE.UU.), se han desarrollado
nanoparticulas de silice extremadamente pequenas
(6-10 nm de didmetro) denominadas Cornell Dots,
que pueden ser aplicadas como indicadores de cier-
tos tumores, como melanoma o tumores cerebrales
malignos, y asi poder detectar y localizar ciertos tu-
mores en estadios tempranos [27 y 28]. Estos ensayos
clinicos han subrayado el gran potencial que tienen
las nanoparticulas de silice en diferentes aplicacio-
nes biomédicas.

Gracias a sus resultados en ensayos clinicos, las na-
noparticulas de silice se estan perfilando como una
prometedora herramienta de diagndstico y admi-
nistracién de fArmacos y podrian desempefiar un
papel muy importante en el desarrollo de la nueva
generacién de nanomedicinas y nanovacunas en los
proximos anos. Para ello, serd necesaria una investi-
gacion multidisciplinar con diferentes protagonistas
implicados (quimicos, fisicos, ingenieros de materia-
les, bidlogos, médicos y la industria farmacéutica) y
asi lograr acelerar la traslacion de las MSNs del la-



I Figura 3. Ensayos clinicos de nanoparticulas de silice [20].

boratorio a la clinica para poder encontrar nuevas
soluciones a viejos problemas y enfermedades.
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Vigilancia sanitaria de COVID-19
en animales y medio ambiente

os de los elementos que suscitaron es-

pecial preocupacién al principio de la

pandemia de COVID-19 (abril-mayo

2020) fueron el posible origen animal

del virus y el potencial papel epidemio-
logico que los animales (especialmente las mascotas)
pudieran tener en la transmisiéon y mantenimiento de
SARS-CoV-2. El tdndem mascotas y SARS-CoV-2 ha
copado titulares y noticias en todo el mundo, principal-
mente como reflejo de la preocupacion suscitada en la
sociedad.

En este articulo se muestran las principales actividades
desarrolladas por el grupo de investigacion UCM Vigi-
lancia Sanitaria y el Centro VISAVET en relacién con
la enfermedad COVID-19 en animales, destacando los
proyectos, convenios de colaboracién relacionados y
las publicaciones cientificas derivadas, asi como la ac-
tividad docente y de divulgacion.

COVID-19 en mascotas

La Figura 1 resume las principales lineas de trabajo de-
sarrolladas en esta pandemia, para dar respuesta a las
principales preguntas sobre SARS-CoV-2 y mascotas.

¢(Pueden las mascotas desarrollar una enfermedad
como consecuencia de la infeccion por SARS-CoV-2?

Diferentes estudios han demostrado que existe una
importante variabilidad en la susceptibilidad a la infec-
cién en las diferentes especies animales. Las investiga-
ciones llevadas a cabo en los proyectos COV20/01385
y ANTICIPA UCM han demostrado que las mascotas
se infectan a partir de personas enfermas, tanto por
via respiratoria como digestiva. Una vez infectadas,
eliminan bajas cargas virales no observandose trans-

misién entre ellas y tampoco suponen riesgo para las
personas. La enfermedad en los animales infectados,
tanto de forma experimental como natural, cursa con
un cuadro clinico leve, con lesiones respiratorias muy
similares a las descritas en humanos.

:{Qué manifestaciones clinicas y lesiones se asocian a
la infeccién por este coronavirus en animales?

Dada la relevancia que tienen los gatos como mascotas,
evaluar la susceptibilidad de los gatos a la infeccién por
SARS-CoV-2 emulando mecanismos de transmisién

naturales se convirtié en una prioridad para dar res-
puesta a esta pregunta. Para ello, se realizé una infec-
cién mediante aerosol (simulando un estornudo/tos) y
lamido (contaminando el pelaje del gato con el virus).
Se confirmé asi que los gatos pueden infectarse por el

virus mediante rutas de transmisién comunes. Tam-
bién se realizé un andlisis molecular, serolégico e histo-
logico de todos los animales infectados, encontrandose

replicacion del virus y lesiones significativas en varios

tejidos, especialmente aquellos del tracto respiratorio

(trabajo publicado en la revista Veterinary Research

Communications [1]).

Uno de los grupos mas susceptibles y que, de hecho,
contiene una de las especies animales en las que mas
casos se han reportado a nivel mundial, son los musté-
lidos, en concreto los visones. En el &mbito de las mas-
cotas, o animales en contacto con humanos, los huro-
nes son los que mas incégnitas suscitaron respecto a su
susceptibilidad a SARS-CoV-2, el cuadro clinico que los
animales podrian presentar y su capacidad de transmi-
sién. Una de las investigaciones desarrolladas en este
campo demostré la posibilidad de infecciéon natural
por SARS-CoV-2 en hurones cuando la circulacion del
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I Figura 1. Principales lineas de trabajo relacionadas con COVID-19 en mascotas desarrolladas en el

centro VISAVET durante esta pandemia.

virus entre humanos era alta (trabajo publicado en la
revista Emerging Infectiouos Diseases [2]).

En el marco del proyecto ANTICIPA UCM, y como
continuacion de lo desarrollado en el proyecto
COV20/01385, se ha realizado un experimento de in-
feccion in vivo con hurones para evaluar la suscepti-
bilidad y lesiones generadas de manera comparativa
entre la variante original de SARS-CoV-2 y la variante
Omicron, cuyos resultados estan pendientes de publi-
cacion.

¢Cémo se diagnostica en animales?

Como base para poder llevar a cabo todas estas inves-
tigaciones y la labor desarrollada en el diagnéstico de
COVID-19 en mascotas, se consiguié la puesta a pun-
to y validacion de técnicas diagnésticas en animales
en un tiempo récord: aislamiento del virus, estudio
molecular del virus, deteccién por PCR, deteccién por
anticuerpos (ELISA) y seroneutralizacion, asi como un
sistema de muestreo que permitié la inactivacion del
virus.
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En el campo de la divulgacion se ha participado en arti-
culos, entrevistas y congresos con el fin de dar difusién
a los resultados obtenidos [11].

¢(Pueden las mascotas actuar como reservorios y
transmisores de SARS-CoV-2?

La evidencia cientifica ha puesto de manifiesto que,
hasta la fecha, los animales, como el perro y el gato,
pueden ser susceptibles a la infeccion por convivir con
personas infectadas por SARS-CoV-2, si bien el nume-
ro de casos confirmados a nivel internacional ha sido
muy poco significativo si se compara con el niimero de
casos descritos de personas propietarias de mascotas.

El proyecto titulado ‘Estudio del potencial impacto del
COVID-19 en mascotas y linces’ (COV20/01385), lide-
rado por el profesor José Manuel Sanchez-Vizcaino
(Centro VISAVET, UCM) y financiado por el Ministerio
de Ciencia e Innovacién y el Instituto de Salud Carlos
III en el que participan 5 centros de investigacion (Cen-
tro VISAVET-UCM, Facultad de Veterinaria-UCM,
Instituto de Salud Carlos III, Instituto de Investigacién
en Recursos Cinegéticos y la Universidad de Cordoba),



Centros AVEM, Ingenasa y una amplia red de clinicas
veterinarias y refugios municipales ha dado respuesta
a esta pregunta. Dentro de los objetivos principales del
estudio destacaba el de evaluar la presencia del SARS-
Cov-2 en animales silvestres (linces) y mascotas (perros,
gatos y hurones) y su papel epidemioldgico como po-
sible fuente de infeccién o reservorios a través de un
amplio andlisis epidemioldgico, seroldgico, viroldgico
y experimental (infeccion y transmisién) asi como
realizar un estudio de los mecanismos de infeccién y
transmisién en mascotas y su patologia. Respecto al
primer objetivo, se estudiaron mas de 2.500 animales y
se analizaron mas de 5.000 muestras de mascotas que
habian convivido con personas sanas (no infectadas)
o enfermos de COVID. Dentro de este proyecto en la
Comunidad de Madrid, se han analizado mas de 1.100
muestras para PCR hasta la fecha. Los resultados de
este estudio a gran escala, sobre la frecuencia de detec-
cién de SARS-CoV-2 y prevalencia serolégica en perros
y gatos en Espafia, se han materializado en una publi-
cacion en la revista Transboundary and Emerging Di-
seases [3]. De manera adicional, la identificacién de las
variantes de SARS-CoV-2 circulantes en la poblacion
de mascotas también era un factor de interés en este
campo. La deteccién de las variantes Delta y Omicron
en animales de comparfiia ha dado lugar a la publica-
cién de articulos en las revistas Viruses [4] y Frontiersin
veterinary science [5 y 6], respectivamente. La labor de-
sarrollada ha podido darse continuidad en el proyecto
ANTICIPA UCM.

De manera adicional y con el fin de dar respuesta a esta
pregunta, desde abril de 2020, cuando se constituyo el
Comité COVID-19 de mascotas de la Comunidad de Ma-
drid, se han seguido realizando esfuerzos para obtener
datos fiables y actualizados, tanto de casos sospecho-
sos como confirmados, que permitan tener una visién
completa sobre la epidemiologia de SARS-CoV-2 en las
mascotas de la regién. En el campo de la prevencién y
la gestién, en junio de 2020 se firmoé un convenio de
colaboracion entre la Comunidad de Madrid, el Cole-
gio Oficial de Veterinarios de Madrid y la Universidad
Complutense de Madrid, a través del Centro VISAVET,
para promover medidas de sanidad animal y protec-
cion de las mascotas en el contexto de la pandemia
generada por el COVID-19. Entre otras labores, dicho
Comité abordé el andlisis desde una perspectiva cien-
tifica, asi como anticiparse, en caso de ser necesario, a
posibles escenarios futuros que pudieran afectar a las
mascotas. Asi mismo, se elaboré un protocolo de actua-
cion para la toma de muestras, asistencia y seguimien-

to de casos susceptibles, sospechosos y confirmados
entre la poblacién animal de la Comunidad. El Centro
VISAVET era el encargado de realizar los andlisis labo-
ratoriales oficiales en casos sospechosos de infeccién
por SARS-CoV-2 en mascotas. Debido al éxito de este
comité se ha renombrado como Comité Veterinario de
Zoonosis y enfermedades emergentes con capacidad
para asesorar a la autoridad competente ante las nue-
vas alarmas, habiendo ya demostrado su utilidad en las
dos ultimas alertas sanitarias, la de la viruela del mono
v la de la enfermedad del Nilo Occidental. Ademas,
diferentes miembros del grupo de investigacién han
formado parte de otros Comités relacionados como el
Comité del Consejo General de Colegios Veterinarios.

¢{Cémo se puede proteger a las mascotas frente a la in-
feccion de SARS-CoV-2 y la enfermedad?

Ademas de las medidas de manejo y prevencion pro-
puestas por parte de diferentes autoridades, como
el protocolo de actuacion para la toma de muestras,
asistencia y seguimiento de casos susceptibles, sospe-
chosos y confirmados entre la poblacién animal de la
Comunidad de Madrid, existia un interés sobre el es-
tudio de nuevas aproximaciones para la prevencién de
COVID-19 en mascotas en caso de que fuera necesario.
En el marco del proyecto COV20/01385 y su continua-
cion con el proyecto ANTICIPA UCM se han evaluado
diferentes propuestas inmunoldgicas para el control de
coronavirus en mascotas.

Por ejemplo, se realizé un estudio en el que se evalud
un prototipo vacunal frente al virus SARS-CoV-2 en
gatos. Dicho prototipo vacunal consistié en una vacu-
na de subunidades basada en la proteina de la espicula
del virus (Spike, S). Este prototipo produjo una fuerte
respuesta inmunitaria basada en anticuerpos neu-
tralizantes en los gatos vacunados y fue efectivo para
evitar la secrecion del virus infeccioso por parte de los
animales vacunados. Los resultados de este trabajo se
han recogido en un articulo cientifico publicado en la
revista Research in Veterinary Science [7].

En el campo de los adyuvantes y la inmunidad entre-
nada, se ha realizado un experimento de infeccién in
vivo con ratones modificados genéticamente (k18-hA-
CE2) para evaluar el efecto de dos adyuvantes inocula-
dos por diferentes vias (oral e intravenosa) frente a la
infeccion por SARS-CoV-2 a nivel de mortalidad, mor-
bilidad, sintomatologia, lesiones, etc. Los resultados de
este experimento se encuentran en proceso de analisis.
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Tratamiento del ambiente contra la transmisién de
SARS-CoV-2

Especialmente en los primeros meses de pandemia,
existia una gran preocupacién acerca del papel que el
ambiente (mejor dicho, la contaminaciéon ambiental)
podia jugar en la transmision de SARS-CoV-2. Una vez
se demostroé que la principal via de transmisién de este
coronavirus era la aerdgena, las principales lineas de
estudio se centraron en:

1. Elanalisis de como el medio ambiente podia ser em-
pleado como una fuente de informacion, por ejem-
plo, para poner de manifiesto la presencia y circula-
cion del virus, es decir, la utilidad de los muestreos
ambientales en la lucha contra este coronavirus.
Un ejemplo de esta aproximacién se encuentra
en la publicacién de la revista Transboundary and
Emerging Diseases [8] sobre la deteccién ambiental
del RNA de SARS-CoV-2 en una zona de alta preva-
lencia en Espana.

2. La evaluaciéon de sistemas de tratamiento de inac-
tivaciéon ambiental. Para ello, en el marco de la co-
laboracién en el proyecto ‘PHOTO vs. SARS CoV-2.
Validaciéon del equipo SFEG-Aire Limpio frente a
COVID-19, se ha realizado la evaluacion de un equi-
po de filtracién frente al SARS-CoV-2. Mediante un
ensayo de aerosol y recuperacion del virus, se de-
mostré que el equipo inactivaba de manera efectiva
el virus durante las distintas etapas de filtracion.

3. Elefecto de la contaminaciéon ambiental en el man-
tenimiento de la capacidad infectiva del virus. Se
evalud la persistencia y capacidad infectiva del
SARS-CoV-2 en particulas contaminantes (com-
bustibles y material particulado atmosférico asocia-
do). El virus permanece infectivo en las particulas
contaminantes del aire, pero es inactivado por las
particulas del combustible. Sin embargo, aunque
las particulas del combustible inactivan el SARS-
CoV-2, la conclusion del estudio es que tanto las
particulas atmosféricas contaminantes como el del
escape de los motores tienen un impacto negativo
en la salud humana con implicaciones para el CO-
VID-19 y otras enfermedades. La informacion so-
bre este estudio se puede ampliar en la publicacién
de la revista Science of the total environment [9].

En el &mbito de las actividades futuras, los estudios no
se han interrumpido y contintan los trabajos en las si-
guientes lineas:
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1. Estudios de inmmunoproteccién basados fundamen-
talmente en la cooperacion de la inmunidad innata
y adquirida, que ademas pueda ser aplicada a otros
patégenos.

2. Estudios de factores predisponentes que incremen-
ten la severidad de la infeccidn, aplicables asi mis-
mo a otros agentes con actividad proinflamatoria.

3. Estudio de farmacos que limiten la gravedad de es-
tos agentes con actividad proinflamatoria.

4. Continuar participando en el Comité Veterinario
de Zoonosis y Enfermedades Emergentes en cola-
boraciéon con la Consejeria de Medio Ambiente de
la Comunidad de Madrid vy el Colegio de Veterina-
rios de Madrid dotandole de una mayor capacidad
de actuacién y de analisis y prevencion de riesgos
futuros.

VISAVET: laboratorio de contencién biolégica clave
en la lucha contra la pandemia de COVID-19

La gestion de la pandemia de COVID-19 requeria una
informacién sobre el estado infectivo de la poblacién
que inicialmente chocé con la saturacién de sistemas
sanitarios y su capacidad diagndstica. En este escenario
surgieron iniciativas de apoyo diagnéstico como la del
Laboratorio COVID-19 de la Universidad Complutense
de Madrid, una red de laboratorios dedicados a la reali-
zacion de pruebas PCR para la deteccion del virus, que
centro su actividad en analizar muestras procedentes
de residentes y trabajadores de las residencias de la
Comunidad de Madrid. En esta red de laboratorios, asi
como en el desarrollo del programa informatico Com-
pIuPCR impulsado por el Vicerrectorado de Tecnologia
y Sostenibilidad de la Universidad Complutense de
Madrid participé VISAVET con objeto de contar con
un software libre disponible para redes de laboratorios
de andlisis por PCR de SARS-CoV-2.

El centro VISAVET formo parte de esta red de labora-
torios para el diagnéstico de COVID-19 como infraes-
tructura de especial relevancia en su vertebracion, al
contar con instalaciones de contencién biolégica de
nivel 3 (BSL-3) donde se pudo centralizar la extraccién
de material genético de las muestras para su posterior
analisis por PCR y validacién diagnéstica en otros labo-
ratorios de la red.

Sin embargo, la capacitacion para el desarrollo de estas
actividades no solo dependio de las caracteristicas de



biocontencién de las instalaciones, siendo de vital
importancia poder contar con el personal técnico
cualificado necesario y el cumplimiento de unas
practicas de laboratorio de acuerdo con el manual de
calidad y bioseguridad del centro, capacidades que
permiten la acreditacién bajo normas estrictas de
calidad y que garantizan la validez de sus resultados
diagnésticos.

VISAVET se constituyd como punto de recepcion
de las muestras bioldgicas, registrando su entrada
mediante un sistema de gestion de la informacion
LIMS (Laboratory Information Management System),
integrado en el sistema de calidad, que dio soporte
al flujo de datos de los analisis de COVID-19, desde
la recepcion de las muestras hasta la emision de los
informes de resultados. Este sistema era compatible
con los entornos de trabajo que requieren las insta-
laciones de contencién biolégica y procedimientos
de bioseguridad y bioproteccién, y su arquitectura
flexible permitié su disposicion remota a los distin-
tos laboratorios participantes de la red con el fin de
centralizar la informacién relativa a los analisis rea-
lizados a las muestras, los resultados obtenidos y el
posterior tratamiento de datos. Este desarrollo ha
ayudado, asimismo, a los procesos que garantizan la
calidad de los andlisis realizados, disponiendo de re-
ferencias unicas que permiten la trazabilidad de los
datos en todo momento, minimizando los posibles
errores en la transcripcién de las mismas y permi-
tiendo un flujo anonimizado de datos que permite la
confidencialidad de estos.

El Laboratorio COVID-19 de la Universidad Complu-
tense de Madrid realizé en casi tres meses andlisis a
residentes y empleados de méas de 200 centros resi-
denciales que remitieron mas de 30.000 muestras
para su andlisis y se remitieron mas de 700 informes
de resultados.

Por otro lado, las infraestructuras capacitan al cen-
tro para su subcontratacién en la realizacion de otros
proyectos de investigacién relacionados, como, por
ejemplo, con el tratamiento de la enfermedad me-
diante el uso de ensayos preclinicos en animales.

En relacién con las actividades de diagnéstico del
Laboratorio COVID-19 UCM se ha participado con
diferentes articulos y comunicaciones en medios de
divulgacion [11].

Docencia y divulgacién sobre COVID-19

La labor docente y divulgativa desarrollada en esta
pandemia constituyen elementos clave en la trans-
misién de informacién a la sociedad que se han
materializado en la organizacién y participacion en
cursos, seminarios o la publicacion de articulos di-
vulgativos o entrevistas en medios de comunicacién.

Dentro de la actividad de formacién destacan los si-
guientes cursos:

e Curso epidemias, zoonosis y pandemias. Una vi-
sién holistica “One Health”. Cursos de verano de la
Universidad Complutense. Ediciéon 2021. El Esco-
rial, 7-9 julio de 2021. (Organizado).

e Curso One Health: coronavirus, animales y hu-
manos. Agencia Espafiola de Medicamentos y
Productos Sanitarios. Madrid. 3 de octubre de
2022. (Participacién).

Respecto a la actividad de divulgacién, esta se inicié
de forma paralela a las primeras noticias de la enfer-
medad y ha sido continuada hasta la fecha compren-
diendo la publicacion de articulos, entrevistas, parti-
cipacién en congresos y seminarios [11].
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Desinfeccion y esterilizacion de
materiales sanitarios con CO,
supercritico

a esterilidad de un producto u objeto sig-
nifica la ausencia completa de microorga-
nismos viables. Actualmente se requiere
un nivel de aseguramiento de esterilidad
de 10 (SAL6) para procedimientos de este-
rilizacion, es decir, una probabilidad de no méas de un
microorganismo viable en un millén de articulos es-
terilizados del producto final. Como bioindicadores del
grado de esterilizacién logrado, se utilizan tiras de es-
poras, por ser las formas microbianas mas resistentes.

Las técnicas de esterilizacion de material sanitario

mas utilizadas son los tratamientos térmicos: auto-
clavado con vapor humedo o calor seco. Pero pueden

causar multiples alteraciones en materiales termosen-
sibles e hidroliticos. De hecho, no son aplicables en

muchos biomateriales, instrumental y equipo médico

de diagndstico o de proteccion. Para estos casos, se usa

irradiaciéon gamma o la esterilizacién mediante agen-
tes quimicos, tales como atmésferas de éxido de etile-
no o formaldehido y plasma de peroxido de hidroge-
no. Pero estos compuestos son toxicos, quimicamente

agresivos y podrian dejar residuos en los materiales

en contacto. Por otro lado, estos métodos requieren de

la presencia de una atmdsfera humeda y prolongados

tiempos de exposicién.

Alternativamente, se propone el uso de CO, supercri-
tico (CO2sc) porque aplicado a presion de 100 bar es
muy eficaz para inactivar bacterias, hongos y virus
y esporas resistentes [1]. Como agente esterilizante
tiene muchas ventajas: no es téxico ni reactivo, esta
muy disponible (de hecho, esta en exceso siendo un
subproducto de otros procesos industriales) y en esta
aplicacién se reutiliza. Es barato, inodoro y gas en con-
diciones atmosféricas, por lo que no deja residuos en el

producto final. Ya se utiliza en el envasado aséptico
de alimentos.

En la esterilizacion con CO,sc, el producto se intro-
duce dentro de un recipiente de alta presién, como se
muestra en el esquema de la Figura 1. E1 CO, presuri-
zado y precalentado se pone en contacto con el pro-
ducto durante un tiempo determinado para lograr la
descontaminacién bioldgica deseada. El recipiente se
despresuriza y el CO, se elimina como gas. El produc-
to estéril se recoge para su posterior uso o envasado.
En la Figura 1 se incluye una imagen de una unidad
portatil de sobremesa de 1 L de capacidad que se dis-
pone en el departamento de Ingenieria Quimica de la
Universidad Complutense de Madrid.

Elmecanismo de accién antibacteriana se ha asociado
a la penetracion de CO, a través de la membrana celu-
lar permeable, para causar multiples trastornos intra-
celulares, tales como la modificaciéon de la membrana
celular, disminucién del pH, inactivaciéon de enzimas
clave, inhibicion del metabolismo celular, trastorno
del equilibrio electrolitico, extraccién de componen-
tes vitales... [2]. En esporas, el mecanismo de accién
del CO, parece ser el dafio directo a la estructura. Con
andlisis de citometria de flujo, se ha demostrado que
la permeabilidad de la membrana interna y de la cor-
teza aumenta. Paralelamente, la liberacién del acido
dipicolinico (DPA) al medio y las imagenes de micros-
copia electréonica han mostrado claras evidencias de
danos en la estructura y de cambios en la morfologia
[3]. En el caso de virus, se han identificado diferentes
mecanismos de inactivacién, como dafios en la mem-
brana, defectos de germinacién y fugas de acido dipi-
colinico [4].
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I Figura 1. Esquema del proceso de esterilizacion con CO2 supercritico y equipo portatil sobremesa de la UCM.

Esterilizacién con CO, supercritico de materiales sa-
nitarios

La dificultad de esterilizacién con CO_sc de los mate-
riales sanitarios reside en que la mayoria son termo-
sensibles e hidroliticos. Sin embargo, los bioindicado-
resesporulados no empiezan a inactivarse en contacto
con este fluido hasta no superar los 80°C [5]. Conse-
cuentemente, para la esterilizacién de estos productos
es necesario complementar la accién del CO,sc con
pequenas cantidades de aditivos. Los mejores resulta-
dos se han obtenido con compuestos quimicos que se
utilizan cominmente como bactericidas o esporicidas
incluyendo 4cidos, alcoholes y agentes oxidantes. De
esta forma, se han conseguido esterilizar muchos ti-
pos de biomateriales a temperaturas por debajo de los
40°C, incluyendo injertos, biopolimeros, tejidos biol6-
gicos, hidrogeles, plasma, farmacos, etc.

Por ejemplo, hay varios estudios en biopolimeros que
se utilizan como andamiajes para implantes. En polie-
tileno de ultra alto peso molecular se lograron inacti-
var todos los microorganismos inoculadosa 37°Cy 170
bar, mezclando el CO_sc con peréxido de hidrégeno y
otros modificadores (etanol y agua) sin causarle darios
[6]. Asimismo, se consiguid la esterilizacion a 38°C y
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85 bar de estructuras tridimensionales de cilindros de
alginato/agarosa y de colageno mineralizado con una
mezcla de CO, y 0.25% de agua, 0.15% de perdxido de
hidrégeno y 0.5 % de anhidrido acético [7].

Los dispositivos microfluidicos tienen potencial en
numerosas aplicaciones biomédicas. Un material fre-
cuente de fabricacion es polimetilmetacrilato (PMMA).
En un trabajo se estudio el efecto del tratamiento con
CO,sc para su esterilizacion y se compar6 con otras
técnicas. En las condiciones optimizadas de esterili-
zacion a 120 bar, 40°C y 60 min, no se detectaron al-
teraciones de las principales propiedades del polimero,
incluido el valor de temperatura de transicion vitrea,
Tg. Contrariamente, se detecté pérdida de la rugosidad
superficial y cambios en los perfiles de microcanales

[8].

En injertos de piel [9], tendones [10] y huesos [11,12], se
demostré que con el tratamiento con CO, y 800 ppm
de una mezcla de acido peracético (14%) y peroxido de
hidrégeno (5%) era posible llegar al grado de esteriliza-
ciéon SAL6 a 38°C, 100 bar y 60 min. En estos ultimos
trabajos se reporta que no se producen dafos en las
propiedades biomecanicas segin ensayos de fluencia,
densidad de hueso y reticulado de colageno, se man-



tiene la biocompatibilidad segtin normativa ISO 10993
con test de irritacién intracutanea, de sensibilizacién
de la piel y de citotoxicidad, y se consiguen buenas
propiedades de osteoconductividad y tolerancia.

Los hidrogeles tienen multiples aplicaciones para en-
capsular fArmacos, en rellenos dérmicos, visco suple-
mentos, productos de ingenieria tisular, etc. Varios
trabajos muestran que la esterilizacion con CO,sc es
eficaz sin comprometer las propiedades viscoelasticas,
el pH, el contenido de agua y la estructura de los geles.
Ademas, los geles tratados con CO,sc son biocompati-
bles y no téxicos [13].

Bertolini y colegas estudiaron tres tipos de catéteres

comerciales biocontaminados con C.albicans, E.coli,
Paeruginosa y S.aureus, encontrando que el tratamien-
toa 40°C, 100 bar por 30 min inactivaba estos microor-
ganismos sin afectar la superficie y sin promover una

mayor adhesion celular [14].

En vestuario médico se probd la desinfeccion con
CO, liquido presurizado a 70 bar para eliminar la en-
terobacteria fecal gram-negativa, escherichia coli y la
gram-positiva micrococcus luteus consiguiéndose a
20°C y 65°C, respectivamente, en presencia de agua
[15] o con 5% de isopropanol o triclosan [16]. Tras el
tratamiento, no hubo modificaciones en la resistencia
al apilamiento, traccién, abrasién y estabilidad dimen-
sional de los tejidos. También se consiguid desinfectar
textiles biocontaminados con aspergillus niger usan-
do CO,sc mezclado con emulsiones acuosas de hidroxi-
do de calcio al 5% a 150 bar y 40°C [17]. La limpieza en
secode tejidos con CO, liquido a 18-22°Cy 50-70 bar es
comercial en EE.UU. Desde hace afios, en sustitucién
del cancerigeno, irritativo y téxico percloroetileno,
aun en uso en Espana. Ello abre la oportunidad de con-
seguir simultdneamente la desinfeccién y la limpieza
de tejidos en lavadoras utilizando como disolvente
CO, presurizado.

La presencia de microorganismos patégenos en los re-
siduos sélidos clinicos (CSW) supone un reto para los
centros sanitarios, lo que suscita preocupacion por su
esterilizacién eficaz para su manipulacién segura y la
eliminacién de la transmision de enfermedades infec-
ciosas. Es mas, supone un grave problema medioam-
biental. La pandemia de la COVID-19 ha duplicado los
desechos plasticos, segiin un informe de la Organiza-
cién Mundial de la Salud (OMS). Los residuos peligro-
sos, como mascarillas, guantes, agujas o pruebas PCR
se han multiplicado por 10 y se espera que la campana
de vacunacién masiva se traducird en la generacion de

unas 144.000 toneladas de residuos en forma de via-
les, jeringas y envoltorios en todo el mundo (https://

i -1 - 1 1.9078732.html). Asi que
también se investigo el uso de CO,sc para inactivar
staphylococcus aureus, enterococcus faecalis, bacillus
subtilis y escherichia coli en CSW [18]. Las condiciones
Optimas para la inactivacién completa de estas bacte-
rias fueron 200 bar, 60°C y 60 min. Esto permite infe-
rir que el CO,sc tiene el potencial de ser utilizado en la
gestion de CSW para la manipulacién segura vy el reci-
claje-reutilizacién de los materiales CSW.

En trabajos mas recientes, se ha buscado combinar la
esterilizacién con otras operaciones. En la espumacién
de polimeros, el CO, a alta presion se absorbe en un po-
limero semi-cristalino en grandes cantidades (10-30%
en masa) vy es capaz de hincharlo rebajando su Tg. Al
despresurizar, se libera el CO, gaseoso generando es-
tructuras porosas. Controlando la velocidad de despre-
surizacién, la presién y temperatura, es posible conse-
guir “esponjas” con huecos de tamario y conectividad
apropiados para utilizarse como estructuras tridi-
mensionales en implantes. Aplicando este método en
andamiajes de poli (e-caprolactona) (PCL) y acido poli
(IActico-co-glicdlico) (PLGA) se han logrado materiales
estériles con morfologias mejores en comparaciéon con
la esterilizacion estandar por radiacion gamma [19].

Por otro lado, el secado de hidrogeles con CO,sc es am-
pliamente utilizado en la industria para preparar aero-
geles porosos. Aprovecha que el CO,sc tiene densidad
cercana a la de un liquido y es miscible con muchos
disolventes organicos, de manera que puede extraer el
disolvente organico del hidrogel. Ademas, la ausencia
de interfase liquido-vapor en la mezcla supercritica,
hace que los poros no estén sometidos a ninguna pre-
sién capilar, evitando el colapso de los mismos durante
el secado. Al ser los coeficientes de difusién de las mez-
clas supercriticas superiores a los de los liquidos y su
viscosidad similar a las de los gases, se mejora la veloci-
dad de extraccion y se acelera el proceso de secado. En
general, el secado supercritico produce aerogeles que
tienen mayores volimenes de poros y porosidades y
areas superficiales mas elevadas en comparacién con
la liofilizacién y el secado a presiéon ambiente. Bento et
al. probaron el secado y la esterilizacion con CO,sc de
aerogeles de alginato-gelatina en un proceso continuo
e integrado. Tras el secado, utilizaron dos condiciones
de esterilizacion: 100 y 250 bar a 35°C [20]. Los analisis
quimicos y térmicos mostraron que, a diferencia de la
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esterilizacion en autoclave (método de comparacion),
la esterilizacién con CO,sc no provoco la degradacién
del aerogel. La porosidad, el didmetro de los poros y
el area superficial disminuyeron a la mayor presién
durante la esterilizacién con CO,sc, mientras que las
propiedades mecanicas se conservaron cuando se
aplicé la presién mas baja. Los andlisis microbiolégicos
demostraron también la eficacia de la esterilizacion,
ya que fueron inactivados totalmente los microorga-
nismos contaminantes naturales (bacillus spp.) de los
aerogeles. Al final, esta estrategia innovadora permite
obtener aerogeles de base natural esterilizados y listos
para usar, con potencial para ser aplicados en medici-
naregenerativa.

Aungque la descelularizacion de tejidos nativos parece
prometedora para obtener andamiajes, la descelula-
rizacion adecuada de tejidos duros, poco penetrables
y difusibles sigue siendo un reto, ademas de ser un
proceso que requiere mucho tiempo. En un estudio
reciente, se ha desarrollado un método de descelulari-
zacion y esterilizacion mediante CO,sc precedido por
un proceso de congelacion/descongelacién y de varias
etapas de lavado, que demuestra la eficacia de la des-
celularizacion y una reduccion sustancial del tiempo
de produccién/manipulacion [21]. La evaluacién his-
toldgica mostré un andamiaje parcialmente acelular,
con preservacion de glicosaminoglicanos vy fibras de
colageno, aunque la cantidad de ADN residual seguia
siendo superior a la del tejido descelularizado quimi-
camente. Por el contrario, las propiedades biomecani-

Condiciones de aplicacién del CO,

cas del andamiaje eran similares a las del tejido nativo
no descelularizado. Tras la esterilizacién con CO,sc, el
resultado funcional simulado fue mas similar al de la
trdquea nativa, en comparacion con la esterilizacion
mediante irradiacién gamma. Por lo tanto, este méto-
do podria satisfacer crecientes demandas de tejidos en
otras aplicaciones, aunque por el momento es necesa-
ria una mayor optimizacién del proceso.

Esterilizacién con CO, supercritico en el contexto de
la pandemia COVID-19

Antes de la pandemia, ya se habia demostrado la efi-
cacia del tratamiento con CO,sc en distintas familias
de virus (Tabla 1). Se habia conseguido la esterilizacion
de VIH1, sindbis, polio sabin I and pseudorabies sobre
injertos de hueso a escala piloto [22,23] y de sindbis,
parainfluenza, PHV1, vaccinia, VIH1 inyectados en
productos plasmaticos a temperaturas de 32°C en po-
cos minutos[24]. Estaba incluso descrita la destrucciéon
de mas de seis érdenes de magnitud de coronavirus a
40°C y 160 bar en 30 min [25]. En condiciones mas sua-
ves (a 35°C, 100 bar y 15 min) y adicionando 55 ppm de
acido peracético al CO,sc, se habia conseguido inacti-
var el virus de la encefalomiocarditis porcina [26]. De
forma similar, se habian inactivado varios bacterio-
fagos con CO,sc a 85 bar y 38°C, modificado con una
mezcla de agua (0.25%) perdxido de hidrégeno (0.15%)
y anhidrido acético (0.5%) [27].

Reduccién Referencia

Presion Temperatura Tiempo Aditivos (log10)
(bar) (°C) (min)
VIH-1 250 50 >4.1
Sindbis (modelo de hepatitis C) Aloinjertos 250 50 10 con flujo ]
continuo de Ninguno [22,23]

Polio sabin (modelo de hepatitis A) 250 50 co, >6.6
Pseudorabies (modelo de hepatitis B) 250 50 >4.0
Sindbis 250 32 6
Parainfluenza tipo 3 250 32 0 61
Herpesvirus porcino 1 (PHV-1) Plasma 250 32 Ninguno 515} [24]
Vaccinia 250 32 6.2
VIH-1 250 32 30 5
Coronavirus 160 40 Ninguno >6.0
Herpesvirus 160 40 o >7.0 [25]
Flavivirus 160 40 Ninguno >8.0
Arterivirus 160 50 >9.0
Encefalomiocarditis porcina Ilfrgifaacehﬂar 94100 3541 61‘2 ;‘;‘ién g;::;) e >6.4 [26]
Bacteriéfago MS2 Modelos 3D de Agua (0.25%) +H,0, >6

implantes 85 38 5 (0.15%) +anhidrido [27]
Bacteritfago Phi X 174 reabsorbibles acético (0.5%) >6

I Tabla 1. Resumen de los trabajos previos a la COVID-19 de inactivacion con CO, supercritico en virus en
diversas condiciones, sobre distintos medios y con la utilizacion de aditivos.
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Cuando aparecio6 el coronavirus SARSCoV2 y hubo la
drastica escasez de material sanitario de proteccion, se
publicaron tres trabajos investigando la esterilizacién
de equipos de proteccién facial para evaluar su posible
reutilizacién.

En uno se analizd la inactivacién de los coronavirus
humanos SARS-CoV-2 y HCoV-NL63 en mascarillas
quirurgicas, mascarillas de tela y respiradores N95.
Preliminarmente, se inoculdé bacillus atrophaeus en
diferentes entornos (seco, hidratado y saliva) para imi-
tar la tos y los estornudos y servir como “peor caso” en
relacién con los EPI mencionados, consiguiéndose la
esterilizacion con CO,sc a 100 bar y 35°C modificado
con un aditivo comercial basado en acido peracético
(NovaKill™) en menos de 40 min. Después, se probd
con los coronavirus inoculados en el respirador, y se
determind la actividad viral tras el tratamiento. Ade-
mas, se investigo la capacidad de reprocesamiento de
los materiales mediante pruebas de humectabilidad y
mapeo de superficies. Los resultados mostraron una
inactivacion viral completa de ambos coronavirus. No
se observaron cambios en la morfologia, la estructu-
ra topografica o la integridad de los materiales vy, de
acuerdo con la recomendacién de la OMS, se mantuvo
la humectabilidad tras el procesamiento [4].

En otro trabajo, se utilizaron mascarillas FFP2. Prime-
ro se seleccionaron las mejores condiciones, resultan-
do ser de una hora a 70°C y 75 bar, donde al CO,sc se
le adiciond una disolucién biocida en 0.2% formada
por etanol y peréxido de hidrogeno en partes iguales.
Las FFP2 se probaron antes y después del tratamiento
usando un indicador bioldgico (esporas de geobacillus
stearothermophilus) con respecto a tres objetivos: (i)
lavado de los depdsitos organicos, (ii) esterilizacién y
(iii) conservacion de las prestaciones de filtracion. El
tratamiento propuesto cumplio con estos tres criterios,
con una descontaminacion eficaz de los bioindicado-
res y un lavado que preservaba los requisitos FFP2 de
eficacia de filtracién de aerosoles (94%) con una caida
de presion aceptable (< 240 Pa) [28].

Finalmente, colegas de la Universidad de Santiago de
Compostela, consiguieron la esterilizaciéon en masca-
rillas FFP3 contaminadas con endosporas de bacillus
pumilus en condiciones de operacién suaves (39°C y
100 bares durante 30 minutos) y con bajo contenido
de H202 (150 ppm). Luego evaluaron las propiedades
funcionales (eficacia de filtracién bacteriana, transpi-
rabilidad, resistencia a las salpicaduras, elasticidad de
las correas) de las mascarillas procesadas tras 1 y 10
ciclos de esterilizaciéon. Demostraron que las propie-

dades fisicoquimicas de las mascarillas FFP3 perma-
necieron inalteradas tras el reprocesado sin encontrar
diferencias de eficacia ni en los ensayos de filtracion,
ni en la integridad de la filtraciéon [29].

Investigacion realizada en la Universidad Complu-
tense de Madrid

En el grupo de Procesos en Fluidos Supercriticos de la
Universidad Complutense de Madrid (https:/www.
ucm.es/leffs/sterilization) se ha investigado extensi-
vamente la esterilizaciéon con CO,sc, con sendos pro-
yectos financiados por Ministerio de Ciencia e Inno-
vacion MICINN (CTQ 201018537, 200609884), en la
inactivacion de varios agentes etioldgicos tipicos de
infecciones de tipo bacteriano, tanto en forma vegeta-
tiva: salmonella, escherichia coli, staphilococcus aureus,
legionella, como en forma esporulada (bacillus cereus,
clostridium) en agua [30], alimentos liquidos [31] y s6-
lidos [32].

Para la Direccién General de Armmamento, Ministerio
de Defensa, se investigd la inactivacién de un simu-
lante de Antrax (esporas de bacillus thuringiensis) en
el equipo del combatiente NBQ (de proteccién nuclear,
biolégico y quimico) y en varios dispositivos electré-
nicos de comunicacién (radio, mévil y pen drive) [33].
Se perseguia descontaminar estos materiales tan
sensibles, complejos y caros después de un hipotético
ataque con armas bioldgicas. Las condiciones tan poco
agresivas del tratamiento (150 bar, 40°C, 15 min) per-
mitieron preservar la calidad de todos los tejidos técni-
cos v la funcionalidad de todos los dispositivos electro-
nicos, incluso después de varios ciclos de esterilizacion.

En el &mbito sanitario, se estudié la esterilizacién de
staphylococcus epidermidis en gasas e implantes poli-
meéricos 3D para su uso en revestimientos de protesis
de cadera (P202230220), ya que la infeccién por este
microorganismo es la causa de muchos rechazos pos-
tquirdrgicos. Se utilizé el CO, aplicandolo a 100 bar y
una suave temperatura de 40°C por 30 min. Para con-
seguir el grado de esterilizacion, se agregaron peque-
fas cantidades de aditivos al CO,. Pudo lograrse con
200 ppm de peréxido de hidrégeno o con 1000 ppm de
agua. En la gasa, no se observaron cambios apreciables,
pero en el implante polimérico aparecieron algunas
oquedades y delaminaciones, visibles por microscopia
electrénica (Figura 2). Ademas, hubo una reduccién
significativa en su Tg tras la absorcién del CO, y poste-
rior liberacién en forma gaseosa durante la despresu-
rizacién. Sin embargo, ninguno de estos impactos tuvo
consecuencias importantes en la macroestructura del
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I Figura 2. Gasa y recubrimiento polimérico 3D de cadera, a) sin tratar y b) esterilizados con CO,_.

implante, que mantuvo su forma y tamario con dife-
rencias imperceptibles a simple vista. Por el contrario,
la presencia de cavidades a nivel microestructural po-
dria ser beneficiosa en términos de adhesién del im-
plante a la prétesis [34].

Se acaba de registrar una solicitud de patente de un
procedimiento para la obtencién de coladgeno tipo Il o
nativo a partir de cartilago de origen animal por con-
tacto con CO,sc, en el que este fluido actiia como desen-
grasante, desinfectante y secante en un solo paso y sin
intervencion de disolventes organicos (EP202230606).

Ahora se estd investigando la esterilizacion del EPI de
seguridad bioldgica, para poderlo reutilizar o para po-
der recuperar sus componentes como materia prima,
con el soporte de la Comunidad de Madrid y la Unién
Europea, a través el Fondo REACT-EU, proyecto AN-
TICIPA UCM (https://www.ucm.es/anticipa-ucm/)
(Figura 3). De momento, los resultados son promete-
dores. La esterilizacion con CO,sc, demostrada sobre
tiras bioindicadoras de G. stearothermophilus y B. atro-
phaeus, no causa ningun dafio al mono, gorro, mas-
carillas y cubre-botas, mientras que si parece alterar
algunos componentes de las gafas protectoras y los
guantes de nitrilo. En el laboratorio de bioseguridad
nivel 3 del centro VISAVET de la UCM, se estd compro-
bando la inactivacién del coronavirus SARS-CoV-2.
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Desarrollo comercial

Poco a poco la tecnologia se ha ido desarrollando a
escala comercial. Hay al menos dos ejemplos del uso
de CO,sc en esterilizacién de biomateriales. BIOBank,
en Francia estd autorizada por la Agencia Nacional de
Seguridad de Productos Sanitarios para la distribucién
de injertos 6seos estériles utilizando un procedimien-
to basado en el uso de CO,sc (https:/www.biobank.
fr/). Los datos que aportan de eliminacion de virus
son del Instituto Pasteur. Australian Biotechnologies
comercializa injertos tratados con CO2sc en la etapa
final de esterilizacion (https://ausbiotech.com.au/re-
sources/treatmenttechnology/). Pfizer ha explorado el

uso de CO, para la esterilizacién de farmacos [35]. En
los Estados Unidos, la empresa NovaSterilis comercia-
liza equipos diseniados especificamente para la este-
rilizacién de biomateriales con recipientesde 1a 80 L

(https://www.novasterilis.com/).
Una técnica que deberia implementarse

La temperatura para la esterilizacion por CO,sc es baja
y los tiempos se reducen significativamente respecto
a otras técnicas. Es aplicable a materiales termosen-
sibles e hidroliticos de muy diversa naturaleza, in-
cluyendo polimeros, biomateriales, farmacos, tejidos
técnicos, equipos electrénicos, residuos, etc. Aunque
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_ Figura 3. Objetivo del proyecto de esterilizacion con CO_sc ANTICIPA UCM. Esterilizar todos los elementos
del EPI biologico para poderlo reutilizar o reciclar como materia prima.

es necesario desarrollar la normativa aplicable a un
nuevo procedimiento de esterilizacion.

Los productos esterilizados por CO,sc se recuperan
sin restos de productos quimicos téxicos, pudiéndose
reutilizar segtin los objetivos de la economia circular.
En los pocos casos en los que se ha observado altera-
cion del material, sus componentes se podrian reciclar
como materia prima, por ejemplo, algunos polimeros
o componentes electrénicos. Cuando ninguna de es-
tas opciones sea posible, los materiales asi tratados, al
menos ya no tendrian que ser considerados como resi-
duos biolégicos para incineracién o autoclavado.

Otro aspecto muy relevante de esta técnica es que es
posible llevar a cabo la esterilizacion combinada con
extraccion/descelularizacion (para injertos nativos) /
secado en un solo equipo, cumpliendo con los princi-
pios de intensificacién de procesos. En prendas textiles,
se podria incluso combinar con la limpieza en seco en
lavadoras como las que hoy existen en las tintorerias.

Consecuentemente, lo ideal es que esta técnica se esta-
bleciera como otra alternativa de esterilizacién a baja
temperatura en hospitales, centros biotecnoldgicos,
etc. Pero en este punto de desarrollo, donde ya esta tan
investigada en escala laboratorio, es necesaria la in-

versién privada para los siguientes pasos de escalado:

validacion, certificacion, construccion de equipos y co-
mercializacién. En Espaia se podria hacer porque hay
varias ingenierias capaces de disefar equipos a alta

presion a todas las escalas. Es cierto, que seran caros

en términos de primera inversién, pero la recupera-
cion de materiales y dispositivos sanitarios de elevado

precio, los beneficios medioambientales relacionados

y los bajos costes de operacion y de aditivos, acortaran

mucho el plazo de amortizacion.

Con el desarrollo de esta tecnologia se pretende tam-
bién que la sociedad aproveche todas las ventajas de
la investigacién hecha en combatir la COVID-19 para
anticiparse a otras posibles pandemias y disponer asi
de herramientas para la contencion futura siguiendo
los principios del concepto One-Health.
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asmatematicas se componen de unagama

amplia de areas de conocimiento que per-

miten desarrollar herramientas de apoyo

para otros campos, tanto cientificos como

sociales. Su alta capacidad interdiscipli-
nar es de particular relevancia en el momento de la
toma de decisiones, ya sea por ejemplo para el ase-
soramiento econdémico, la gestion de desastres o, en
este caso, la gestién de epidemias. La epidemiologia
matematica ha concebido un alto desarrollo durante
el ultimo siglo tras la proposicion de los modelos co-
nocidos como compartimentales.

La epidemiologia matematica tiene mas de
300 arios

Histéricamente, se considera que uno de los prime-
ros trabajos fundamentales de epidemiologia ma-
tematica vino de mano del matematico, estadistico,
fisico y médico Daniel Bernoulli (1700-1782, Suiza)
y sus estudios acerca de la viruela y los beneficios
a largo plazo del proceso de inoculacion [1]. No obs-
tante, no fue hasta principios del siglo XX cuando se
introdujeron los hoy propiamente conocidos como
modelos compartimentales. Su nombre proviene
de la consideracién de diferentes «compartimentos»
en la poblacién que se esta estudiando. Cada uno de
estos compartimentos atiende a un estado de salud
con respecto a la enfermedad: por ejemplo, el estado
susceptible (libre de enfermedad y no inmune) o el
estado infeccioso.
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Los precursores de estos modelos fueron Sir Ronald
Ross y Anderson G. McKendrick [2]. Los modelos
compartimentales hacen referencia a aquellos que
se basan en la llamada ley de masa y accion, original
del campo de la Quimica. En epidemiologia, esta ley
establece que las infecciones dependen de las pro-
porciones de individuos infecciosos y susceptibles
(entendiéndose «individuos» como un término ge-
neral que puede referirse a humanos, animales de
granja, vectores tales como mosquitos, etc.).

A modo de ejemplo, uno de los modelos estandar de
este tipo es el llamado SIRS, que debe su nombre al
acrénimo de los compartimentos en los que se divide
a la poblacién: Susceptibles, Infecciosos y Recupera-
dos (inmunes a la enfermedad). La ultima S vuelve
a hacer referencia a los Susceptibles, indicando que
los individuos recuperados perderan su inmunidad
pasado un tiempo y podran volver a infectarse. En la

I Figura 1. Diagrama de un modelo comparti-
mental SIRS cldsico.



Figura 1, se muestra un diagrama de Forrester aso-
ciado a este modelo, donde 3 es la tasa de transmi-
sién de la enfermedad (el niimero promedio diario
de contactos efectivos para transmitir la enferme-
dad que tiene un individuo infeccioso), y es la tasa
con la que se recuperan los individuos infecciosos
(1/y es el tiempo que permanecen infectados) y p es
la tasa con la que los individuos recuperados pier-
den su inmunidad (1/p es el tiempo que permane-
cen inmunes).

Estos modelos tienen asociados los conocidos como
numeros de reproduccion. En concreto, el nume-
ro bdsico de reproduccion, comunmente denotado
por R, se refiere al numero esperado de infeccio-
nes secundarias que generaria un solo individuo
infeccioso durante el transcurso de su infeccién
dentro de una poblacién completamente suscep-
tible, al comienzo de la epidemia. Asimismo, otro
numero de interés es el numero efectivo de repro-
duccién, comunmente denominado por R_o R, que
hace referencia al numero esperado de infecciones
secundarias que provocaria un individuo infeccio-
so durante el transcurso de su infeccion dentro de
una poblacién parcialmente susceptible: esto es,
con gente que ya se haya infectado, que sea inmu-
ne o, incluso, que la transmisién sea menor que al
comienzo de la epidemia debido a la imposicién de
diversas medidas de control. En el caso del modelo
SIRS se puede estimar que R =B/y, es decir, la tasa
de transmisién por el tiempo que permanece infec-
cioso un individuo. El resultado mas relevante en
base a estos nimeros de reproduccién es que, si el
numero R_es mayor que 1, significa que la enfer-
medad se estd expandiendo; si R_ es menor que 1, la
enfermedad estd remitiendo.

Estos modelos se pueden complicar dependiendo
de la enfermedad que se esté tratando, pues los
compartimentos considerados atienden a las carac-
teristicas de dicha enfermedad y a las necesidades
del estudio a realizar: por ejemplo, muchas enfer-
medades tienen asociado un periodo de latencia
en el cual uno ya esta infectado, pero todavia no
puede infectar a los demas, o quiza sea interesante
considerar un compartimento de personas hospita-
lizadas en aras a hacer una prevision de las camas
que seran necesarias para evitar una saturacién en
los hospitales. En cualquier caso, no existe un inico
modelo para cada enfermedad v, tal y como se men-
ciona, dependera del estudio que se quiera realizar
sobre esta.

La epidemiologia matematica no son solo nimeros

Debido al caracter interdisciplinar de la epidemio-
logia matematica, el trabajo debe ir mas alld de
las propias matematicas para poder enfrentar de
manera Util el problema. El hecho de trabajar con
enfermedades reales, que se pueden estar desarro-
llando en el mismo momento de la investigacion,
conlleva necesitar un buen conocimiento de la en-
fermedad a tratar, en aras a proponer un modelo
apropiado. Es importante establecer un adecuado
equilibrio entre la realidad biolégica y la tratabili-
dad del modelo propuesto. Entre las tareas a llevar
a cabo, se encuentran:

e Recabar informacion acerca de la enfermedad
que se va a estudiar: cada enfermedad tiene
caracteristicas especificas que pueden ser rele-
vantes para el modelo y diferentes de otras en-
fermedades ya estudiadas. Por ejemplo, una de
las problematicas iniciales de la pandemia por
COVID-19 fue la alta cantidad de casos asinto-
maticos. En el caso del ébola, los cuerpos de las
personas fallecidas por esta enfermedad pue-
den seguir trasmitiendo la enfermedad durante
un tiempo.

e Conseguir bases de datos reales que tengan la
informacién relevante sobre la evolucién de la
pandemia vy, en caso de ser necesario, limpiar
dichos datos: es necesario disponer de datos con
los que calibrar los parametros del modelo con-
siderado.

e Formular un modelo matematico: esto se realiza
en base a la informacién encontrada, a los datos
disponibles, a las necesidades sociales y, por su-
puesto, al limite de complejidad matematica con
el que es viable trabajar. Existen una serie de he-
rramientas matematicas clasicas para estudiar
tedricamente estos modelos y sacar conclusio-
nes cualitativas (por ejemplo, si la enfermedad
puede ser endémica); no obstante, si se propone
un modelo muy complejo, estas herramientas
dejan de ser aplicables.

e Obtener resultados cuantitativos y cualitati-

vos de interés: los modelos matematicos no son
clarividentes, pero si pueden ofrecer intuicion
sobre la tendencia que tendra una enfermedad,
pudiendo esta depender de diferentes medidas
sociales y politicas que se apliquen para conte-
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nerla. Estas estimaciones permiten, entre otros,
asesorar sobre las decisiones de dichas medidas.

Se trabaja para afrontar enfermedades infecciosas

El Grupo de Investigacion MOMAT (MOdelos
MATematicos en Ciencia y Tecnologia: Desarrollo,
Analisis, Simulacion Numérica y Control, https://
www.ucm.es/momat/) en colaboracién con el Gru-
po de Investigacion SUAT de VISAVET (Centro de
Vlgilancia SAnitaria VETerinaria, https://www.
visavet.es/), ambos de la Universidad Compluten-
se de Madrid (UCM), empezaron a trabajar juntos
sobre modelos de enfermedades infecciosas en
2008. En concreto, presentaron publicamente un
primer trabajo durante el 20° Congreso Interna-
cional de la Pig Veterinary Society, mostrando re-
sultados sobre el posible impacto de un brote de
fiebre porcina clasica en Espana [3]. A raiz de esta
colaboracién, ambos grupos continuaron investi-
gando esta linea, derivando en numerosas publi-
caciones relativas a diferentes enfermedades ani-
males: fiebre aftosa, lengua azul y fiebre porcina
africana [4-7]. Estos trabajos se desarrollaron en el
marco de diversos proyectos de investigacion fi-
nanciados por entidades publicas nacionales, eu-
ropeas e internacionales. Desde 2008, el grupo ha
publicado numerosos trabajos basidndose en los
modelos compartimentales anteriormente intro-
ducidos. En particular, es destacable el desarrollo
del modelo estocastico Be-FAST (Between-Farms
Animal Spatial Transmission), cuyo software esta

registrado (https://www.sanidadanimal.info/

transmission). Actualmente, el grupo MOMAT es
uno de los miembros del proyecto EUROPE VAC-
DIVA (https://vacdiva.eu/), cuyo principal objeti-
vo es resolver el problema de la peste porcina afri-
cana en Europa v los paises afectados, mediante
el desarrollo de vacunas para cerdos domésticos
y jabalies.

Basandose en su experiencia en epidemiologia
veterinaria, el grupo MOMAT comenzd sus inves-
tigaciones sobre enfermedades infecciosas huma-
nas. En particular, en 2014 comenzaron a estudiar
la propagacion del virus del ébola con motivo del
brote sucedido ese mismo arfio [8]. Para ello, imple-
mentaron otro modelo compartimental (en este
caso, deterministico), el Be-CoDiS (Between-Coun-
tries Disease Spread), obteniendo resultados noto-
rios que se hicieron eco por diversos medios perio-
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disticos, tanto nacionales como internacionales
(https://www.ucm.es/momat/ebola). Relativos a
esta epidemia, se publicaron un buen numero de
trabajos (incluyendo articulos e informes técni-
cos), a los que siguieron varios mas sobre el brote
de ébola de 2018 en la Republica Democratica del
Congo [9].

Finalmente, en 2020, el grupo comenzé a traba-
jar en el estudio de la pandemia por COVID-19
desde los inicios de la expansion de esta enfer-
medad. Dada la situacién de emergencia inter-
nacional, era imperativo trabajar con celeridad
en aras a aportar algo de luz a la situacién que se
estaba viviendo. De ello, surgieron, por un lado,
un proyecto interdisciplinar junto con veterina-
rios para estudiar los efectos de la COVID-19 en
diversos animales vy, por otro, la participacion en
un comité de expertos matematicos nacionales
para estudiar la situaciéon de Espafia basada en
datos en tiempo real y ayudar tanto al Gobierno
Central como a los gobiernos autonémicos en la
gestion de la pandemia. Esta linea de investiga-
cién ha derivado en varias publicaciones e infor-
mes técnicos desde 2020 (véanse, por ejemplo, las
publicaciones [10,11] y el informe [12] centrado en
Espana.

Debido a su experiencia previa en el estudio de
la COVID-19, el grupo se incorporé al proyecto
ANTICIPA-REACT (https://www.ucm.es/ANTI-
CIPA-UCM). Se trata de un ambicioso proyecto
que desarrolla herramientas para luchar contra
la pandemia de COVID-19 y otras posibles pande-
mias, epidemias o brotes que puedan surgir. Esta
financiado por el Fondo Europeo de Desarrollo
Regional (FEDER) y en él participan, de forma in-
terdisciplinar, un buen numero de grupos de in-
vestigacién de la UCM de diversas areas. El traba-
jo del Grupo MOMAT se centra en el tratamiento
de datos de pruebas de laboratorios para estudiar
la evolucién de la incidencia de la COVID-19 en
la poblacién y en el desarrollo de programas de
vigilancia y de alerta [13].

Un registro mas detallado de los trabajos reali-
zados por el Grupo MOMAT en epidemiologia
se puede encontrar en https://www.ucm.es/mo-
mat/epidemics. Entre los resultados mas relevan-
tes del grupo, destacan los relacionados con epi-
demiologia veterinaria, ébola y recientemente
COVID-19.
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En paralelo a estos trabajos, el Grupo MOMAT,
dentro del marco de contratos con empresas sa-
nitarias, ha realizado estudios para analizar los
resultados de experimentos in vitro sobre la efi-
ciencia de algunas vacunas.

Be-FAST: control de epidemias en granjas

En el contexto veterinario, se ha trabajado sobre
enfermedades con grandes consecuencias sanita-
rias y socioecondémicas como la fiebre aftosa (FA),
la peste porcina clasica (PPC) o la peste porcina
africana (PPA). Los estudios realizados se centran
en la creaciéon de un modelo, llamado Be-FAST
(Between-Farms Animal Spatial Transmission),
para estudiar el riesgo de difusién y el posible
control de una epidemia de PPC entre las granjas
de porcinos de la provincia de Segovia [4,5]. Este
caso concreto fue de gran interés sanitario y eco-
nomico para el gobierno espanol (segundo pais
productor de cerdos de Europa), dada la impor-
tancia econémica de este sector en esta provincia
y el hecho de que Segovia fue afectada en 1997-98
por la PPC. El modelo fue desarrollado conside-
rando una base de datos (con informaciones rea-
les sobre granjas, redes de contacto y epidemias
anteriores) proporcionada por el Ministerio de
Agricultura, Alimentacién y Medio Ambiente.

Las principales novedades a nivel de modeliza-
cion respecto a trabajos anteriores fueron las si-
guientes: la consideracién de la difusién de la PPC
(tanto a nivel intra-granja como entre granjas), el

uso de una base de datos para crear movimientos
entre granjas realistas y la calibracién del modelo
al contexto espanol.

Una vez obtenida una primera implementacién
del modelo, se validé la metodologia consideran-
do experimentos numéricos y comparando los re-
sultados obtenidos por el modelo con los produci-
dos por el programa comercial InterSpread Plus y
resultados de otras epidemias de PPC en Europa
encontrados en la literatura. Los resultados ob-
tenidos con Be-FAST han sido los mas acertados
considerando datos reales de epidemias de PPC.
A continuacién, este modelo fue adaptado al es-
tudio de la PPC en Bulgaria [6] y de la FA en Peru
[7] para estimar el mapa de riesgo de difusién de
estas enfermedades en estos paises. Este ultimo
trabajo sobre la FA en Peru sirvié de referencia
a la Entidad Estatal de Seguros Agrarios (http://
www.mapama.gob.es/es/enesa/) para calcular se-
guros para agricultores peruanos. En la Figura 2,
se presentan algunos de los mapas de riesgo obte-
nidos con Be-FAST.

Mas adelante, se incorporé al modelo un mo-
dulo econdémico que permite estimar el impac-
to econémico de una epidemia, tanto a nivel de
pérdidas de produccién por parte de las granjas
(por ejemplo: sacrificio de animales, devaluacién
del precio de la carne, ...) como a nivel sanitario
por parte de las autoridades (por ejemplo: medi-
das de control, pago de indemnizaciones, ...). Este
modulo es de alto interés ya que permite estudiar

I Figura 2. Algunos mapas de riesgo generados con Be-FAST y datos de brotes reales. A la izquierda el caso de
Segovia para la PPC, a la derecha el caso de Pert para la FA.
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problemas de control de epidemias considerando
restricciones econdémicas.

Be-CoDiS: predicciéon de propagacion epidemias
como el ébola

Si se pone el foco en enfermedades humanas, pri-
mero se desarrolld, basado en la experiencia en Be-
FAST, el modelo Be-CoDiS (Between-COuntries Di-
sease Spread), para simular y predecir la difusion de
epidemias humanas entre paises teniendo en cuenta
los flujos migratorios [8]. Este modelo fue validado
considerando datos de la epidemia de ébola del 2014-
16, para la que se generaron algunas predicciones.

Los informes previos sobre este trabajo (https://arxiv.
org/abs/1410.6153) tuvieron un gran eco en la pren-
sa (https://www.ucm.es/momat/ebola), incluyendo
noticias que hablaban de este modelo y confirmaban
las predicciones realizadas. En la Figura 3 se presen-
ta la evolucién a nivel mundial del nimero de casos

y fallecidos durante el brote de ébola de 2014-16 en
comparacién a la simulacion con Be-CoDiS.

La version actual del software Be-CoDiS se encuen-
tra disponible de forma gratuita en la pagina web
del grupo de investigacion (http://www.mat.ucm.es/
momat/software.htm). Esta versién incorpora todos
los datos utilizados en las simulaciones realizadas
para la epidemia de ébola.

A continuacion, se realiza un andlisis de sensibilidad
del modelo, en particular para resaltar los parame-
tros que tienen mayor impacto en la difusién de la
enfermedad. En base al estudio anterior [8], en [9] se
propuso una metodologia para disefiar estrategias
adecuadas para contener la magnitud de brotes de
ébola (por ejemplo: casos, muertes, duracion, ...) con-
siderando una amplia gama de posibles medidas de
control: vacunas, campanas de informacion, trata-
mientos en hospitales, campafas de deteccién pre-
€0z y cuarentenas.

I Figura 3. Evolucion a nivel mundial del numero de casos v de fallecidos durante el brote de ébola de 2014-16

en comparacion a la simulacién con Be-CoDiS.
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Aplicando las matematicas en el estudio de la pan-
demia de COVID-19

El grupo ha publicado una serie de tres articulos que
siguen la evolucion de la pandemia por COVID-19
desde febrero de 2020 hasta agosto de 2021 y ha par-
ticipado, junto con otros grupos de investigacién, en
la publicacién de otro articulo sobre el impacto de la
pandemia en perros y gatos en Esparia. El primero de
los tres mencionados proponia un modelo especifico
para el caso de China al inicio de la pandemia [11]; fue
la primera aproximacion del grupo para entender las
dindmicas de la patologia y una de las precursoras
del estudio matematico de esta enfermedad. En con-
creto, el modelo propuesto se basaba en el anterior
modelo Be-CoDiS, teniendo también en cuenta el
efecto de la gente no detectada en la propagacién de
la enfermedad, diferentes niveles de infeccién para
la gente hospitalizada, la imposicion de diferentes
medidas de control y la necesidad de estimar la can-
tidad de camas requerida para poder enfrentarse ala
saturacién hospitalaria. Concretamente, se trata de
un modelo denominado 6-SEIHRD, siendo: 6 el para-
metro que modela la proporciéon de gente infectada
pero no detectada, S el compartimento de personas
susceptibles a infectarse, E el compartimento de ex-
puestos (gente infectada en periodo de incubacion,
con un menor nivel de infecciosidad), I el comparti-

mento de infecciosos, con un subcompartimento I,
para los no detectados (undetected), H los hospitali-
zados, R los recuperados y D los fallecidos. En este
trabajo se demostré la importancia de la gente no
detectada en la difusién de la enfermedad y la nece-
sidad de incrementar las pruebas de deteccién para
reducir el impacto de la pandemia. Este modelo fue
también capaz de revelar algunas anomalias en el re-
porte oficial de los fallecidos (estaban subestimados).

Posteriormente, con la expansién de la enferme-
dad por Europa, se preparé una segunda version del
modelo para estudiar la dindmica de la epidemia en
Italia [14], teniendo en cuenta que la cuarentena se
aplicaba para los individuos infecciosos que habian
sido detectados y tenian sintomas leves. La eleccion
de Italia se debia a dos motivos: (1) fue el pais donde
se detectd el primer caso de una persona positiva en
Europa v (2) desde un momento muy temprano con-
taron con bases de datos muy completas y coheren-
tes, reportadas y actualizadas de forma publica por
el propio Gobierno italiano; tal y como se comentaba
anteriormente, esto es muy importante a la hora de
trabajar con este tipo de modelos.

Finalmente, en diciembre de 2020, se realizé un ter-
cer trabajo, publicado al afio siguiente, considerando
el descubrimiento de la variante Alfa del virus y el

I Figura 4. Resultados obtenidos del modelo propuesto, comparando con datos reales de Italia y presentando

diferentes escenarios a futuro.
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inicio de las primeras campanas de vacunacién en
Europa [15]. Este trabajo también se llevd a cabo con
los datos de Italia. En la Figura 4 se muestran algunos
resultados de este trabajo. En concreto, se presenta la
comparaciéon entre los datos reales de casos de infec-
cion y muertes y la calibracion del modelo propuesto,
asi como una serie de posibles escenarios a futuro
dependiendo de las medidas sociales de control im-
plementadas. Asimismo, se presenta la evolucién de
las medidas de control y cuatro propuestas diferen-
tes para el futuro: mantener las medidas (rojo), adap-
tarlas a la incidencia acumulada de los ultimos 14
dias (amarillo) o relajarlas (morado y verde).

En esta figura se puede observar que los datos rea-
les estan dados en dos colores diferentes: en azul, se
reportan los datos historicos que se utilizaron para
calibrar los parametros del modelo, y en rojo, una ac-
tualizacién realizada en julio de 2022 con motivo de
comparar la realidad con los escenarios propuestos
[16].

De este articulo se derivaron dos conclusiones im-
portantes:

e Enese momento, las tasas de vacunacién no eran
suficientes para evitar una nueva ola si las medi-
das de control se relajaban demasiado rapido.

e En un inicio, se propusieron tres numeros efec-
tivos de reproduccion diferentes: uno global (R ),
otro relativo a la variante original (R (") y otro
para la variante Alfa (R (%). Esto llevé a intuir que
no era suficiente con que Re fuera menor que 1
para afirmar que la enfermedad estaba controla-
da y que era probable que ocurriera una tercera
ola en Italia debido a que el numero efectivo de
reproduccién de la variante Alfa era mayor que
1. Es decir, la nueva variante iba ganando terre-
no silenciosamente y podia imponerse llevando
a una tercera ola, lo cual finalmente sucedié. Se
puede observar claramente la dominancia de la
variante Alfa en la Figura 5, donde se muestra el
escenario con las medidas de control adaptativas.

I Figura 5. Resultados obtenidos del modelo presentando un escenario a futuro dependiente de medidas de

control adaptativas.
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Finalmente, cabe destacar que el grupo MOMAT,
dentro del marco del proyecto ANTICIPA-REACT,
participa en el desarrollo de la aplicacion informati-
ca COVID-LOT, que sirve de herramienta de digita-
lizacién, almacenamiento y procesamiento de datos
y trazabilidad de los protocolos analiticos utilizados
en la red de laboratorios. Ademas, se estan desarro-
llando modelos para poder lanzar alertas en caso de
detectar un incremento relevante en la incidencia
de la epidemia de COVID-19 en base a los datos re-
cibidos [13].

Las matematicas ayudan a tomar decisiones

Como se ha visto a lo largo de los numerosos ejem-
plos anteriores, las matemadticas tienen un gran
potencial como herramienta para el estudio de pro-
blemas reales, concretamente para la toma de deci-
siones en caso de brotes, epidemias y pandemias. En
particular, los modelos compartimentales, cuando
estén apoyados por datos de suficiente calidad, son
especialmente utiles debido a su gran adaptabilidad
y su relacion directa con los procesos bioldgicos de la
enfermedad.

Gracias a los trabajos desarrollados, el Grupo MO-
MAT ha desarrollado altas competencias en esta
temadtica, aportando contribuciones de interés para
la comunidad cientifica e integrandose en proyec-
tos interdisciplinares (involucrando grupos de areas
cientificas distintas, como veterinaria y medicina).

*Agradecimientos: Este trabajo ha sido parcialmente
financiado por el Gobierno de Espafia bajo el proyecto
PID2019-106337GB-100 y el Grupo de Investigacion
MOMAT (Ref. 910480) financiado por la Universidad
Complutense de Madrid. La segunda autora estd asi-
mismo financiada por una ayuda predoctoral FPU del
Ministerio de Universidades del Gobierno de Espaia.
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Optica y luz una solucién brillante para combatir la
pandemia

arzo de 2020 fue un mes que siem-
pre se recordara por lo que se vivio.
De repente, el pais se detuvo y toda
la actividad cotidiana se transformo
en excepcional. La pandemia llega-
ba en oleadas y con perspectivas inciertas en todos los
sentidos. Sin embargo, en el ambito académico, la cos-
tumbre arraigada de considerar y apreciar todas las
facetas de la realidad apacigud los &nimos y centré los
esfuerzos. El hecho de estar en casa, confinados, dio la
oportunidad de pensar con mas sosiego. Fue entonces
cuando la ciencia se puso en modo de emergencia para
participar en el manejo del serio problema que acucia-
ba a la sociedad. El primer objetivo era encontrar una
vacuna que detuviese la proliferacién y controlase la
pandemia. Pero también en el entorno se sucedian
los llamamientos para aportar material de proteccion,
desinfectantes o cualquier otra manera de generar so-
Iuciones a los retos expuestos. Mientras tanto, las ideas
iban refinandose y el conocimiento se ponia al servicio
de la innovacién y la creatividad frente al nuevo reto.

Esta contribucion describe brevemente un periplo
cientifico y tecnolégico para proporcionar herramien-
tas de inactivacion de patégenos mediante luz. En este
sentido, se considera que todo lo que se ha aprendido
sobre el uso de tecnologias 6pticas de desinfeccién,
ademas de ser eficaz para el control del COVID-19,
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puede ser inmediatamente adaptado a cualquier otra
amenaza de microorganismos. En resumen, la pande-
mia dio la oportunidad de aplicar el conocimiento que
previamente se habia ido acumulando para resolver
un problema tan serio como la mejora de la salud de
las personas. Asi pues, se ha vuelto a comprobar que la
Optica y las ciencias de la luz son extraordinariamente
utiles y, en ocasiones, imprescindibles para mejorar el
bienestar de la sociedad.

Tras varias conversaciones telefénicas y teleconfe-
rencias entre un grupo cercano de profesionales en el
ambito de la dptica aplicada en varias universidades
e instituciones (Universidad Rey Juan Carlos, Centro
de Investigacién en Sanidad Animal, industrias de
iluminacién) se comenzé a perfilar un plan de trabajo.
La experiencia de décadas en el diseno de luminarias
y sistemas de irradiacion de Iuz, combinada con un ra-
pido aprendizaje sobre el uso de la luz para la desinfec-
cion de fluidos y superficies, permitié generar y valorar
ideas para el uso de radiacién ultravioleta (UV) para el
tratamiento de entornos de riesgo.

El éxito estaba asegurado por todo el saber previamen-
te adquirido en la puesta en marcha de sistemas de
desinfeccion hospitalaria con lamparas UV y en otros
ambitos [1, 5, 8]. Se sabia de su eficacia para la inactiva-
cion de casi cualquier tipo de patdgeno: virus, bacterias,
hongos, esporas, etc. y lo que quedaba era adaptar todo
ese saber a la nueva situacién. A la vez, el andlisis de-
tallado de la literatura cientifica permitié identificar
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ciertos aspectos que no habian sido completamente
resueltos y que, bajo esta perspectiva, requerian una
atencion especifica [1].

Por otro lado, se produjo un aumento vertiginoso de
estudios y publicaciones sobre el SARS-CoV-2 que
incluian una gran variedad de hallazgos. Las revistas
cientificas comenzaron a preparar secciones especiali-
zadas en todo lo que tuviese que ver con la pandemia.
Y en el campo de dptica y foténica, hubo un floreci-
miento en el intercambio de ideas con el fin de paliar
los efectos del COVID-19. Resultaba muy relevante
conocer Y tratar el medio de contagio de la enferme-
dad. El andlisis y actividad fue evolucionando junto
con el conocimiento que se iba obteniendo sobre las
vias de infeccién y contagio. En un primer momento,
ante los primeros brotes conocidos, se hizo hincapié en
los fémites. Para la poblacion general se establecieron
recomendaciones para manejar objetos que habian pa-
sado por situaciones potencialmente contagiosas. Asi,
la higiene de manos y el uso de los geles hidroalcoho-
licos fueron las nuevas rutinas que se aprendieron. El
primer obijetivo fue la irradiacién de superficies para
su higienizacién, desinfeccién y esterilizacion. Ciertos
ambientes eran mas propicios para la aplicacién de las
técnicas basadas en la Iuz. Asi pues, recintos cerrados
como ascensores y medios publicos de transporte iban
requiriendo soluciones. También desde el principio, y
cada vez con mayor certeza, se fue identificando que
la contaminacion a través de los aerosoles respiratorios
generados por personas infectadas eran el principal
vehiculo de contagio. Por ello, los objetivos fueron diri-
gidos al reto de desinfectar el aire de forma eficaz usan-
do radiacién luminosa, centrado también en el andlisis
de goticulas contenedoras de patdgenos.

En las siguientes secciones se analizan los aspectos mas
relevantes del trabajo de estos ultimos 3 afios. En ellas
se muestran las bases fundamentales y los modelos 6p-
ticos que han permitido avanzar. Destacando que los
resultados que se presentan no hubiesen sido posibles
sin un enfoque multidisciplinar y, por otro lado, se ha
contado con la generosidad propia del mundo acadé-
mico para la comparticién de la informacién y con la
cooperacion imprescindible de empresas e institucio-
nes que ademas buscan la proteccion de la propiedad
intelectual de sus hallazgos.

Luz por un tubo

Las lamparas de descarga de vapor de mercurio a baja
presion, los tubos fluorescentes, han sido comparie-
ras en todo tipo de instalaciones de iluminacién hasta

80 ANTICIPA UCM

hace muy poco tiempo cuando han sido sustituidas por
fuentes LED (Light Emitting Diode). Su funcionamiento

estd basado en la emisién de luz en el rango del UV-C

(en torno a los 254 nm de longitud de onda) median-
te una descarga eléctrica. Para iluminacién, esa luz

UV se convierte en visible mediante la aplicacién de

sustancias fluorescentes en el interior de un tubo de

vidrio que encierra al gas. De esa manera, se elimina la

radiacion UV vy se genera luz visible. Ahora bien, esa

misma radiacién se puede utilizar para otro tipo de

aplicaciones industriales y biolégicas: curado de resi-
nas y efectos germicidas, entre otras. Lo Unico que es

necesario es confinar el gas en un tubo de cuarzo (en

vez de vidrio, que es opaco al UV) y eliminar el uso de

sustancias fluorescentes. De hecho, este tipo de lampa-
ras resultan muy eficaces desde el punto de vista ener-
gético, ya que generan mucha radiacion éptica con un

consumo moderado. Ademads de esta caracteristica, la

tecnologia para la fabricacion de este tipo de lamparas

ha sido refinada durante décadas dado su uso en tubos

fluorescentes. Por tanto, es una fuente de luz UV sen-
cilla de manejar, asequible econémicamente y con una

gran eficiencia energética.

La radiacion emitida por las lamparas de mercurio se
haya en una regién en donde la interacciéon con me-
dios biolégicos es conocida desde los inicios de la tecno-
logia de estas fuentes. La banda UV-C (con longitudes
de onda entre 100 nm y 280 nm) tiene efectos germici-
das bien descritos en la literatura [5] y su empleo entra-
Na riesgos para la salud que en muchas ocasiones hace
incompatible su uso con la presencia de personas que
no porten equipos de proteccién ocular y cutanea.

En estos trabajos se ha optado por este tipo de fuentes
para adaptarlas a diversos disefios de luminarias y de
sistemas de desinfeccién. En el parrafo anterior se han
descrito algunas de sus ventajas, pero a la vez, se es
consciente de algunos de sus inconvenientes. Por ello,
el interés se ha ido trasladando hacia fuentes LED en
el UV. El desarrollo de fuentes LED en el visible para
iluminacién ha supuesto un avance sustancial en el di-
sefo de instalaciones y en la mejora del rendimiento
energético. Lamentablemente, las fuentes LED en UV
no han sido participes de estos avances en la misma
medida. Ello ha dado lugar a que los LED UV que se
han comercializado hasta la fecha presentan valores
de eficacia mucho mas bajos que las fuentes de descar-
ga. Sin embargo, la tecnologia de fabricaciéon dara lugar
en breve a fuentes LED UV mas compactas y eficaces.
Afortunadamente, el trabajo realizado en el disefio de
luminarias UV para lamparas de mercurio puede ser



facilmente adaptado a estas nuevas fuentes y, de he-
cho, este grupo ya ha comenzado a probar disefios para
su uso en sistemas de desinfeccion de fluidos gaseosos.

Dosis y niveles de desinfeccion

Ya se sabia que la luz emitida en el UV por una ldmpara

de mercurio era capaz de inactivar casi cualquier tipo

de microorganismo. Sin embargo, quedaba la duda de

cuanta luz era necesaria para realizar esa misién. La

capacidad de dafio de la luz UV depende de la canti-
dad de energia depositada en el medio en el que esté el

patégeno. Ahora bien, la mayoria de las fuentes de luz

estan caracterizadas por el valor de la potencia emitida,
que es la energia radiante dividida por el tiempo. Por
ello, para calcular la energia depositada es necesario

considerar la potencia radiante que llega al patégeno

y multiplicar ese valor por el tiempo de exposicién. Por
otro lado, toda esa energia puede estar concentrada en

un area muy pequena o distribuida sobre una superfi-
cie mayor. Asi pues, las magnitudes de interés en este

caso son la irradiancia - es decir, la densidad superficial

de potencia radiante -, medida en W/m?, y la fluencia -
densidad superficial de energia radiante -, que se mide

en J/m? Por tanto, la dosis estara determinada por el

valor de fluencia que llega hasta el plano de interés

donde estan los patégenos que se desean inactivar. Los

modelos de interaccién fotoquimica aplicables a virus

de ARN (acido ribonucleico) de cadena sencilla per-
mitian aplicar un modelo relativamente simple que,
matematicamente, se puede expresar de la siguiente

manera:

I Ecuacion 1. Modelos de interaccion fotoquimica
aplicables a virus de ARN de cadena sencilla.

Donde N_ es el numero de patégenos supervivientes
cuando se comienza la irradiacién con un nimero ini-
cial N, y se somete el sistema biol6gico a una fluencia
F. El parametro clave para la adecuada aplicacion de la
ecuacion 1 es Fi, que es mas conocido como fluencia
especifica. Esta magnitud es esencial para poder deter-
minar el nivel de desinfeccion. Por ejemplo, un nivel
de desinfeccién del 90% indicara un valor final de N_
= 0.IN,. La presencia de una funcién exponencial en la
ecuacion 1 permite mejorar la descripcion utilizando
el log, , para expresar estos niveles. De esta manera, un
cambio de una unidad logaritmica significa, por ejem-
plo, un paso de un nivel de desinfeccién de 99.0% a
99.9%, es decir, se anade un 9 al valor del nivel de in-
activacion.

El valor de F,depende del tipo de patégeno y de la lon-
gitud de onda. En ese sentido, el conocimiento de esta
magnitud es esencial para determinar el tiempo de ex-
posicion a la luz UV cuando se emplea una cierta lam-
para que proporciona un valor de flujo radiante sobre
la superficie de interés. Esta determinacion requiere un
ensayo dedicado, en laboratorios de seguridad biolégi-
ca certificados, para obtener valores de supervivencia
en funcién de la dosis recibida. En el caso de patégenos

I Figura 1. Coeficiente de absorcidn, o, en funcién de la longitud de onda, A, del medio de cultivo DMEM (Du-
belcco’s Modified Eagle Medium) en rango del UV. El valor de A emitido por las ldmparas de mercurio a baja
presion es de 254 nm vy estd indicado por la linea vertical. A esta longitud de onda se obtiene un valor de

0=0.47 mm-".
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viricos, estos ensayos se realizan con preparaciones

que contienen una cantidad conocida de patégenos.
Estas preparaciones suelen emplear liquidos en los

que habitan los virus. Por tanto, al irradiar con UV la

muestra también se esta interaccionando con el medio

en el que se ha preparado el cultivo. En este caso, se ha

considerado que el medio empleado absorbe de forma

selectiva y no despreciable, la radiacién UV que le lle-
ga. Es decir, las medidas estaran afectadas por esta ab-
sorcién y los virus que permanezcan en regiones mas

profundas de esta preparacién van a estar sometidas a

menor nivel de fluencia y, por lo tanto, sobreviviran

mas. Mediante técnicas espectroscépicas, es posible

medir cuantitativamente el coeficiente de absorcion,
0, del medio en funcién de la longitud de onda (Figura

1). A partir de ese coeficiente, mediante un modelo de

propagacién dptica, es posible conocer cuanta fluencia

llega a cada punto de la muestra irradiada calculando

la longitud recorrida por la luz dentro del medio, d (x,
y, z), pudiendo asi evaluarse la supervivencia del pato-
geno. Bajo esta premisa, la ecuacién 1 se convierte en

la siguiente:

I Ecuacién 2. Modelos de interaccion fotoquimica
aplicables a virus de ARN de cadena sencilla con-
siderando el coeficiente de absorcién del medio de
cultivo o muestra.

Donde se indica de forma explicita que la superviven-
cia del patégeno depende de la posicién (%, v, z) en la
que se encuentre dentro del medio cultivo o muestra.
El resultado de este procedimiento es la obtencién de
la fluencia caracteristica, Fi, del patégeno “desnudo’,
es decir, tras haber eliminado el efecto del medio en el
que se encuentra. Este modelo de interaccion ha sido
posible gracias a la colaboracién entre la dptica aplica-
da y la biologia. Los estudios realizados en el Centro de
Investigaciones en Sanidad Animal, liderados por el Dr.
Alejandro Brun, han permitido verificar estas hipétesis
y generar un modelo mas robusto para la determina-
cion de la fluencia caracteristica de inactivacién cuan-
do se utilizan medios con absorcién éptica no despre-
ciable (Figura 2).

El valor obtenido para la fluencia especifica del SARS-
CoV-2 con este procedimiento ha sido de 4.71 J/m? [6].
En la Figura 2 se muestra el ajuste de los datos expe-
rimentales con el modelo dado por la ecuacién 2. Una
vez conocido este parametro, se pueden establecer los
tiempos de exposicion a la radiacién que produce un
determinado valor de densidad de potencia vy ligarlos
a los niveles de desinfeccién deseados. En la Tabla 1 se
muestran las dosis (en J/m? necesarias para obtener un
determinado valor de desinfeccién o inactivacion.

Reservorios 6pticos y comportamientos asintéticos

La capacidad de inactivacion de la luz UV ha sido sufi-
cientemente probada y ya forma parte del conocimien-

I Figura 2. [zquierda: modelo de gota para considerar la absorcion del medio de cultivo y resultados de la inactiva-
cién del SARS-CoV-2 para tres valores crecientes de fluencia. Derecha: curva de inactivacion del SARS-CoV-2
en funcion de la fluencia recibida por el medio de cultivo. Esta curva responde al modelo dado en la ecuacion 2y
proporciona un valor de Fi=4.71 J/m2, con un coeficiente de ajuste igual a 0.86. Los datos experimentales se ex-
presan como circulos rojos a los que se han aniadido las barras de error ligadas a las incertidumbres de la medida.
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Valor de inactivacion [%] Dosis, Fluencia [J/m2]

50% 3.3

63% 47
90% 10.8
99% 217
99.9% 325
99.99 % 43.4
99999% 542

I Tabla 1. Fluencia vs. inactivacion.

to basico. Buena parte de los resultados que aparecen
en la literatura cientifica describen una disminucién
de la supervivencia de los patégenos cuyo ritmo de
caida se detiene y genera un comportamiento asin-
tético [1]. Es decir, a pesar de aumentar la fluencia
aplicada, no es posible disminuir el nimero de pato-
genos supervivientes con la misma tendencia obser-
vada a bajos niveles de fluencia. Este hecho sugiere
la existencia de reservorios de patégenos que no
son adecuadamente irradiados. Estos modelos han
permitido evaluar dos tipos de estos escondites. Por
un lado, se ha analizado y evaluado el efecto de la
propagacién de la luz en goticulas de medio acuoso,
con la posibilidad de incluir los efectos de la absor-
cion de la luz [7]. Y, por otro lado, se ha considerado
el efecto de la naturaleza ondulatoria de la luz, que
proporciona distribuciones de irradiancia con patro-
nes interferenciales. Estos patrones pueden generar
regiones oscuras en las proximidades de las pare-
des o superficies de contacto con el medio en el que
esta el patégeno. Estos dos efectos pueden explicar
el comportamiento de las medidas experimentales
de supervivencia en las que se aprecia la presencia

de comportamientos asintéticos. Los resultados de
estas simulaciones para evaluar la importancia de
estos reservorios se muestran en la Figura 3, donde
se ha calculado la distribucion de fluencia en el caso
de una goticula (izquierda) y en el caso de una super-
ficie rugosa (derecha).

Tecnologias 6pticas de inactivaciéon

Ademas de los resultados de ciencia basica referidos
anteriormente, durante estos ultimos anos, este gru-
po de investigaciéon ha aportado diversas soluciones
para la desinfeccién e higienizacién de espacios. A
través de contratos y proyectos de investigaciéon con
empresas e instituciones se han podido desarrollar
las siguientes soluciones:

e Desinfeccion de cabinas de ascensores.
e Desinfeccién de suelas de calzado.
e Sistemas de medida de dosis UV.

e Desinfeccion de locales y espacios mediante pla-
taformas robéticas auténomas.

e Sistemas de desinfeccion del aire capaces de in-
cluirse en instalaciones de climatizacion y aire
forzado.

Buena parte de estas soluciones han dado lugar a pa-
tentes y modelos de utilidad que protegen la propie-
dad intelectual de los inventores y patrocinadores
[2, 3, 4, 9]. En la Figura 4 se muestran dos ejemplos
de aplicacién. A la izquierda se puede ver una de las
luminarias para la irradiacion de superficies que se
embarca en un robot auténomo y a la derecha se

I Figura 3.1zquierda: distribucion de luz en el interior de una gota de medio acuoso. Debido a las propiedades de
propagacion de la luz, esta no se reparte de forma homogénea por toda la gota, dejando regiones sin iluminar.
Estas regiones constituyen reservorios geométricos en donde no se alcanzan niveles de fluencia capaces de
generar la inactivacion del patégeno. Derecha: distribucién de irradiancia en una region proxima a la superfi-
cie cuando se ilumina ésta desde arriba. Las regiones oscuras son reservorios interferenciales.
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I Figura 4. [zquierda: medida v calibracion de una luminaria embarcable en un robot auténomo de desinfec-
cién de superficies mediante UV. Derecha: interior de un dispositivo dptico para la desinfecciéon de aire. El
color azul proviene de parte de la emision en el visible de la fuente de mercurio a baja presion.

observa el interior de un sistema de desinfeccion de aire
mediante radiaciéon UV.

Innovaciones en desinfeccion: avanzando hacia un fu-
turo mas seguro

Existen todavia muchos aspectos que han de requerir un

mayor seguimiento y atencion para mejorar los resulta-
dos v la eficacia de las tecnologias desinfectantes. Por ello,
se nombran un par de aspectos que se consideran que

pueden generar resultados positivos en el futuro. Por un

lado, la medida de la inactivacién de medios gaseosos esta

siendo acometida a través de procedimientos novedosos,
tanto en el diserio del experimento como en las fuentes

de luz empleadas, en las que se incorporaron LED UV.
Por otro lado, la aplicacién simultdnea de agentes fisicos

(luz UV) y quimicos (ozono) puede mejorar la eficacia de

estos agentes a dosis compatibles con la presencia huma-
na, respetando los limites seguros para la salud humana

y medioambiental. Asi pues, los primeros resultados ob-
tenidos en laboratorio combinando estas dos tecnologias

han disminuido los limites de exposicién para niveles mo-
derados de desinfeccién, hasta hacerlas compatibles con

la presencia de personas.

En esta actividad investigadora y tecnoldgica se ha podi-
do apreciar como los resultados obtenidos de una inves-
tigacién mas basica o fundamental han sido inmediata-
mente transferidos a soluciones para la mitigacién de la
pandemia de COVID-19. A la vez, se ha demostrado que
una adecuada financiacién - publica y privada - soste-
nida en el tiempo y un constante didlogo interdisciplinar
han sido claves para el éxito de estas iniciativas.
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Respuesta inmunitaria a vacunas
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na vacuna es un producto, en gran

parte biolégico, formado por un paté-

geno (virus, bacteria...) debilitado o in-

activado, o partes del mismo, que no

produce infeccién, con el que se en-
trena con “el engano” al sistema inmunoldgico para
que aprenda a reconocerlo como extrafio y genere
una memoria que ayude a eliminarlo eficazmente
cuando la amenaza sea real; es decir, para proteger
a personas o animales susceptibles de sufrir una en-
fermedad infecciosa.

Inmunizacién y vacunas a lo largo de la historia

Griegos y romanos en el SV a. C. ya sabian que, tras
algunas epidemias, como la peste, los tinicos que po-
dian atender a los afectados, eran aquellos supervi-
vientes o “inmunitarios” que ya habian padecido la
enfermedad y se hacian resistentes a la misma de
por vida, pero no a otras.

Turcos y chinos ya realizaban, desde el afio 200 a. C,
pequenos injertos de costras pulverizadas de virue-
la en la piel con las que evitaban la aparicién de la
enfermedad; practica llamada variolaciéon que im-
portan los ingleses al Reino Unido en el siglo XVL Y
es el doctor Edward Jenner, en el siglo XVIII, el que,
aplicando estos principios en nifios sanos, desarro-
116 la primera vacuna para combatir la viruela en
una época en la que era epidémica, al observar que
un tipo de viruela que sufrian las vacas y las gran-
jeras que las ordenaban protegia a estas ultimas de
la viruela humana. La vacuna de la viruela humana
utiliza por tanto un virus de la enfermedad de otra
especie (las vacas) para proteger a los seres humanos.

Eduardo Martinez Naves
emnaves@med.ucm.es

Facultad de Medicina, Departamentode
Inmunologia (UCM)

Esta fue la primera y mas exitosa vacuna de la histo-
ria, ya que gracias a ella la viruela se ha erradicado
en todo el mundo.

Louis Pasteur (S. XIX) usé accidentalmente un cul-
tivo atenuado (debilitado) de célera de pollo y se dio
cuenta, cuando repitié el experimento usando un
cultivo fresco, que la forma debilitada protegia a los
pollos de la forma virulenta de la enfermedad. Pas-
teur paso a desarrollar una vacuna atenuada contra
la rabia y la erisipela porcina. En honor a Jenner,
Pasteur denomino a esta técnica “vacuna’, derivado
de la palabra latina vacca.

Las vacunas vienen en distintas formas y compo-
siciones

Hoy en dia, se puede hablar de tres tipos de vacunas:
vacunas de microoganismos atenuados, vacunas de
microorganismo inactivados y vacunas de subuni-
dades.

Enlasvacunasde microorganismos atenuados se usa
una variante debilitada (atenuada) del microorganis-
mo frente al que se quiere proteger, por ejemplo, en
el caso de los virus, haciéndolos crecer muchas veces
en cultivos celulares en el laboratorio. Los microor-
ganismos atenuados pierden la patogenicidad y al
inyectarlo al organismo a proteger, se replicara, aun-
que no va a producir enfermedad grave, pero si man-
tiene su inmunogenicidad, es decir, serad reconocido
por el sistema inmunitario de forma potente, lo que
puede generar algunas reacciones adversas como la
fiebre. Esta respuesta sera recordada por el sistema
inmunitario y protegera al individuo si se encuentra
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con el microorganismo patogénico. Como ejemplo de
este tipo de vacunas se puede mencionar la vacuna
de la polio oral o el Bacilo de Calmette-Guérin (BCG)
que se usa como vacuna frente a la tuberculosis en
algunos paises.

Las vacunas inactivadas, utilizan microorganismos a
los cuales se ha inactivado su capacidad de division
(los microorganismos estan muertos) mediante calor
o con métodos quimicos, para asegurar de esta ma-
nera que no causara enfermedad. Un inconveniente
de estas vacunas es que no son tan inmunogénicas
como las atenuadas, su capacidad para estimular al
sistemna inmune es menor, por lo que se necesita ge-
neralmente inyectar mas dosis para alcanzar la pro-
teccién, asi como sustancias inmunoestimuladoras
conocidas como adyuvantes, que deben inyectarse
con el complejo vacunal. Ejemplos de estas vacunas
son la de la Hepatitis A o la vacuna parenteral (in-
yectable) de la polio.

Otra alternativa para producir la estimulacién del

sistemna inmunitario es el uso de vacunas de subuni-
dades. Contienen solo partes del patdgeno (por ejem-
plo la gripe) y que pueden producirse en el laborato-
riode diferentes formas como: las recombinantes, en

las cuales esas partes del patégeno se han producido

por ingenieria genética en células no humanas (por
ejemplo papiloma); las toxoides, por detoxificacién

de toxinas bacterianas (ejemplo tétanos, difteria); las

vectoriales, utilizan virus inocuos modificados con el

cédigo genético del patégeno para que las células lo

produzcan v el sistema inmune responda; vacunas

de acidos nucleicos, RNA del patégeno dentro de una

nanoparticula lipidica que entrara en la célula y esta

producird proteinas del mismo (COVID-19) o DNA
(todavia no existe ninguna en humanos, pero si para

leishmaniosis en perros).

Sin lugar a duda, las vacunas son uno de los gran-
des avances de la medicina y la salud publica y una
excelente medicina preventiva frente a infecciones.
Previenen enfermedades, discapacidades, complica-
ciones y muerte. Protegen de forma individual, pero
también colectiva (inmunidad de grupo o de “reba-
Nno”) porque evitan la propagacion de las infecciones.
La viruela se consigui6 erradicar gracias a las vacu-
nas y la poliomielitis esta cerca de erradicarse. La
pandemia de COVID-19 que puso en jaque al mundo
del siglo XXI se ha podido controlar gracias al desa-
rrollo de vacunas eficaces en muy poco tiempo. Sin
embargo, sigue habiendo retos vacunales importan-
tes como la malaria o el SIDA y se ha impulsado su
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desarrollo dentro de las inmunoterapias frente al
cancer.

¢Cémo funcionan y estimulan al sistema inmunita-
rio las vacunas?

Para responder esta pregunta primero hay que en-
tender cémo se activa el sistema inmunitario frente
a un patégeno.

El objetivo del sistema inmunitario es proteger (con-
ferir inmunidad) al organismo frente a las infeccio-
nes. Esta inmunidad se desarrolla de forma inespeci-
fica y rapida por la inmunidad innata y también de
forma especifica frente a un agente agresor concreto,
mediante la inmunidad adaptativa. Ambas van de la
mano y se activan de forma secuencial. Una buena
vacuna activa esos dos componentes del sistema in-
munitario.

La inmunidad innata es con la que nacen los indivi-
duos de una especie. Muy eficaz, comprende el brazo
del sistema inmunitario mas conservado evoluti-
vamente y estd formado por células y mecanismos
cuya funcién es generar respuestas de manera rapi-
da e inespecifica, constituyendo la primera barrera
de defensa para el organismo. Reconoce grupos de
patégenos (como bacterias, hongos, virus) que com-
parten patrones moleculares, denominados PAMPS
(Pathogen-associated molecular patterns) a través de
receptores denominados PRR (Pattern Recognition
Receptors) y con los que no han estado en contacto
previamente. Esta respuesta es muy rapida, ya que
se activa de forma inmediata y actiia durante los pri-
meros 5 dias de la infeccién, v, si no la resuelve, im-
pide que se expanda hasta que entren en accién los
mecanismos de la inmmunidad adaptativa, especifica
o adquirida, mas lenta y evolutivamente mas recien-
te (aparece en los vertebrados), pero que permite de-
sarrollar una respuesta especifica a un determinado
patégeno con el que no se habia tenido un contacto
previo, o que ni siquiera existe, y lo mas importan-
te, genera una memoria inmunolégica, de tal forma,
que cuando el organismo vuelva a tener contacto
con el mismo patégeno lo recordard, y la respuesta
serd mas rapida y eficaz. Por lo tanto, la inmnunidad
adaptativa es muy potente y eficaz y tiene memoria
(que puede conservarse durante afios), pero es muy
lenta, ya que tarda en activarse de forma efectiva
entre una y dos semanas y durante este tiempo los
patégenos pueden replicarse y producir la enfer-
medad. La vacunacién busca activar la respuesta
adaptativa (por eso se necesita vacunar contra cada



patogeno de forma especifica) inoculando ese pato-
geno debilitado o partes de €l para que la respuesta
inmune adaptativa ya esté lista cuando se enfrente
realmente a él y pueda eliminarlo rapidamente.

La inmunidad adaptativa presenta un mecanismo
unico de accién a través del cual dos tipos de célu-
las especializadas, los linfocitos B y los linfocitos T,
experimentan una serie de cambios genéticos para
generar numerosas y diversas formas de receptores
moleculares que se unen a los antigenos (la parte
concreta del patégeno a la que responde el sistema
inmunitario) que son las inmunoglobulinas (anti-
cuerpos) v los receptores de células T. Cuando los
antigenos se unen a estas moléculas, junto a otras se-
nales de coestimulacién, se produce la proliferaciéon
selectiva de linfocitos especificos de antigeno, gene-
randose de esta manera una respuesta inmunitaria
especifica. Las respuestas inmunitarias dirigidas por
células T forman parte del tipo de respuesta conoci-
do como mediada por células o celular. Por otro lado,
las respuestas mediadas por anticuerpos especifi-
cos de antigeno producidos por células B se conoce
como respuesta humoral y, junto con la respuesta
celular, conforman los dos principales mecanismos
de la inmunidad adaptativa. Cuando se ha resuelto
una infeccion o el simulacro de esta (en la vacuna-
cion) quedaran células T y B circulantes de memoria
de esa infeccién, que permitirdn una respuesta mas
rapida del organismo cuando se vuelva a enfrentar
al mismo agresor. También quedaran anticuerpos
que pueden bloquear el patégeno de manera casi
instantanea si se vuelve a exponer a €l, se estara in-
munizado.

Las vacunas necesitan un “empujon”’ de los adyuvantes

Aungque lo deseable con una vacuna es dejar una me-
moria inmunolégica, es decir, activar la inmmunidad
adaptativa (células T y B), es muy importante la ac-
tivacién previa de la inmunidad innata, porque es la
primera que actua y es imprescindible para activar
la inmunidad adaptativa. Para ello, es importante la
presencia en los complejos vacunales de inmunoes-
timuladores o adyuvantes, sobre todo en las vacunas
inactivadas o basadas en antigenos (de subunidades),
mas seguras frente a reacciones adversas, pero me-
nos inmunoestimuladoras. Estos adyuvantes suelen
simular los patrones moleculares presentes en los
patogenos (PAMPS) o unirse a PRR, de tal forma que
al coadministrarlos o unirlos al patégeno o partes
del mismo, se hardn mas inmunogénicos, es decir,
se conseguira que el sistema inmunitario responda
fuertemente contra estos.

Los adyuvantes, utilizados desde 1920, se pueden
definir como compuestos o sustancias de naturaleza
muy variada que mejoran la magnitud, amplitud y
durabilidad de la respuesta inmunitaria de las vacu-
nas dirigidas contra un antigeno que es administra-
do simultaneamente. Sin embargo, aunque muchos
adyuvantes han demostrado una alta eficiencia en
modelos preclinicos (animales de laboratorio), la ma-
yoria no ha obtenido autorizaciéon en humanos, solo
algunos basados en sales de aluminio, emulsiones de
aceite y virosomas (envolturas virales).

Se pueden agrupar segun diferentes criterios, como
sus propiedades fisicoquimicas, origen o mecanismos
de accion. Los adyuvantes potenciadores de la inmu-

I Figura 4. Imdgenes de MSMPs con microscopia electronica de barrido. En la imagen de la derecha se aprecia

el cardcter poroso de este material.
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nidad contemplan aquellos que son capaces de in-
ducir una respuesta proinflamatoria local mediante
la activacién del sistema inmunitario innato, lo que
conduce al reclutamiento de células inmunitarias
en el lugar de la inyeccién. Concretamente, este tipo
de adyuvantes pueden inducir varios mecanismos
innatos a través de PRR al actuar como PAMPS. Los
adyuvantes basados en sistemas de liberacion con-
sisten en la asociacion de los antigenos con los com-
puestos adyuvantes, los cuales son portadores de
éstos, siendo capaces de liberarlos de manera paula-
tina, favoreciendo asi la disponibilidad de antigenos
durante un largo periodo de tiempo. Los adyuvantes
combinados consisten en el uso de formulaciones
con diferentes adyuvantes que podrian desencade-
nar la activacion de diferentes vias de sefializacion.
La nanotecnologia se ha abierto camino en el mundo
de los sistemas de liberacién de antigeno, y nano y
microparticulas de diferente naturaleza han demos-
trado capacidad adyuvante en complejos vacunales.
Particulas poliméricas (como los dendrimeros), orga-
nicas (como los liposomas) o inorganicas (un ejemplo
de estas son las Microparticulas de Silicio Mesopo-
roso (MSMPs), basadas en obleas de silicio) se carac-
terizan por ser biocompatibles, tener una elevada
area superficial, ser facilmente funcionalizables y
ajustables en el tamario de poro que alberga el anti-
geno (Figura 1). Han demostrado estimular el sistema
inmunitario innato y adaptativo de forma antigeno
especifica en complejos vacunales.

Algunos patégenos desafian el desarrollo de vacunas

Los retos que se presentan en el futuro de las vacu-
nas son diversos y formidables ya que existen en-
fermedades infecciosas que causan un gran nimero
de muertes en el mundo frente a las cuales todavia
no se han podido desarrollar vacunas eficaces. Este
es el caso de los parasitos, como la malaria, que in-
fecta a mas de 200 millones de personas y causa la
muerte de mas de 600.000 cada afio. En general los
parasitos tienen ciclos de vida extraordinariamente
complejos y han desarrollado a lo largo de la evolu-
ciéon mecanismos muy sofisticados para evadir la res-
puesta inmunitaria, lo que dificulta enormemente el
disefio de vacunas eficaces frente a ellos. Ademas, se
da el caso de que las enfermedades parasitarias no
son prioritarias en los planes de investigacién de
las companias farmacéuticas porque afectan sobre
todo a paises del tercer mundo que carecen de re-
cursos econémicos. Aparte de los parasitos existen
enfermedades como la tuberculosis (causada por
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la bacteria Mycobactrium tuberculosis) o el SIDA
(causada por el VIH) frente a los cudles todavia no
se han podido desarrollar vacunas realmente efica-
ces y que causan una alta mortalidad a nivel mun-
dial. En ambos casos se trata de patégenos que han
evolucionado para adquirir mecanismos de evasién
e interferencias con el sistema inmunitario que difi-
cultan mucho la labor de conseguir vacunas eficaces
frente a ellos. Uno de los mecanismos utilizados por
los patégenos para escapar de la respuesta inmuni-
taria es producir versiones cambiantes de los anti-
genos, estrategia que utilizan virus como el SIDA, la
hepatitis C o la gripe. Esta es la razén por la que las
vacunas de la gripe deben ser reformuladas todos los
anos puesto que el virus puede cambiar tanto de una
temporada invernal a otra, de tal forma que ya sea
irreconocible por el sistema inmunitario.

Vacunas antitumorales

El cancer es otra de las dianas actual de las vacunas,
se caracteriza por un crecimiento descontrolado de
las propias células. Una célula normal se transforma
en tumoral porque acumula en su ADN mutaciones
que hace que pierda el control de su propia division.
En algunos tumores esta transformaciéon ocurre
como consecuencia de una infeccién viral. Eviden-
temente, una vacuna que prevenga esas infecciones
también sera capaz de prevenir los tumores asocia-
dos a ellas, este es caso de la vacuna para el virus del
papiloma. Las infecciones causadas por la transmi-
sion sexual del virus del papiloma humano son eli-
minadas de forma eficaz por el sistema inmunitario
en el 90% de los casos. Sin embargo, en el 10% res-
tante la infeccién persiste y puede provocar cancer
de cérvix u otros tipos de cancer anogenitales. En
los ultimos anos se han desarrollado vacunas contra
la infeccién de los virus del papiloma que son muy
efectivas en la prevenciéon de la infeccion y de sus
tumores asociados.

Sin embargo, la mayoria de los tumores humanos
no estan causados por infecciones, sino que se aso-
cian a mutaciones gendémicas que se pueden pro-
ducir por el mero azar o por exposicion excesiva a
agentes externos, como radiaciones (el sol, radiacti-
vidad) o compuestos quimicos (como los presentes
en el humo del tabaco). Estas mutaciones dan lugar
a moléculas, casi siempre proteinas, alteradas que
pueden ser reconocidas por el sistema inmunitario
como extranas, lo que se conoce como antigenos tu-
morales. El problema es que las células cancerosas,
como algunos patégenos, desarrollan mecanismos



de resistencia antitumoral y permiten que las célu-
las tumorales “escapen” del ataque del sistema in-
munitario. El campo conocido como inmunoterapia
antitumoral pretende desarrollar estrategias para
potenciar la respuesta inmunitaria y evitar el escape
de las células cancerosas. Una de las diferentes estra-
tegias en la inmunoterapia contra el cancer es lo que
se conoce como vacunas antitumorales. Estas va-
cunas no serian preventivas, como en el caso de los
patogenos, sino terapéuticas, es decir, se usan para el
tratamiento de los tumores una vez diagnosticados.
Se trata de utilizar antigenos tumorales, junto con
adyuvantes, para activar o potenciar la respuesta in-
munitaria y permitir que se elimine el tumor. Se ha
avanzado mucho en los ultimos afios en este campo
y se ha conseguido controlar tumores usando estas

estrategias en animales de laboratorio, pero todavia
no se ha conseguido una vacuna anticancer eficaz
en seres humanos.

Existe una gran necesidad de nuevas y potentes va-
cunas antitumorales y también frente a patégenos
que todavia causan altas tasas de mortalidad. Fi-
nalmente existe la amenaza constante de irrupcion
de nuevos patdégenos, como el caso del SARS-CoV-2,
que pueden producir pandemias debido a que la po-
blacién carece de inmunidad lo que permite a los
virus una expansion muy rapida. Por esta razon, es
necesario mantener y fortalecer un sistema de in-
vestigacion y desarrollo poderoso capaz de respon-
der de forma eficaz a estos retos.
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