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Resumen: Las pandemias son consideradas como un problema emergente de salud publica a nivel mundial, las cuales ademas
de caracterizarse por tasas altas de morhilidad y mortalidad, ocasionan conflictos en los aspectos sociales, econdmicos y
politicos. Las herramientas biotecnoldgicas, por su parte, han ido evolucionando conforme al avance tecnoldgico-cientifico, Lo
que ha permitido optimizar métodos de diagndstico con alta sensibilidad y especificidad, ademés de mejorar el desarrollo de
productos bioldgicos para la prevencidn y terapia de enfermedades. El objetivo de esta revision es identificar la actualizacion de
las herramientas biotecnoldgicas en el diagndstico, tratamiento terapéutico y profilactico frente a los patdgenos causantes de
las enfermedades pandémicas a lo largo de la historia, mediante la recopilacion de informacion cientifica. Con este estudio se
logrd establecer que las herramientas y productos de origen biotecnoldgico han constituido un papel fundamental en el control
de pandemias a través de la innovacion constante que ha permitido alcanzar resultados eficientes tanto en diagndstico como en
el tratamiento.
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Abstract: Pandemics are considered as an emerging public health problem worldwide, which in addition to being characterized
by high rates of morbidity and mortality cause conflicts in social, economic and political aspects. Biotechnological tools, for
their part, have evolved according to technological-scientific advance, which has allowed optimizing diagnostic methods with
high sensitivity and specificity; in addition to improving the development of biological products for the prevention and therapy
of diseases. The objective of this review is to identify the performance of biotechnological tools in the diagnosis, therapeutic and
prophylactic treatment against pathogens that cause pandemic diseases throughout history, through the collection of scientific
information. Finally, with this study it was possible to establish that tools and products of biotechnological origin have constituted
an fundamental role in the control of pandemics through constant innovation that has allowed achieving efficient results in both

diagnosis and treatment.
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|
Introduccion

La manifestacion de enfermedades infecciosas a lo lar-
go de la historia de la humanidad ademas de ser una de las
principales causas de mortalidad y morbilidad!?, han dejado
secuelas letales y duraderas en el ambito social, econémico y
politico, siendo las de mayor proporcién las enfermedades que
han sido capaces de provocar pandemias®®. Es asi que una de
las catastrofes mas devastadoras que ha golpeado al mundo
es la peste negra, en el siglo XIV, ocasionando el fallecimiento
del 30-50% de la poblacion europea de la época, en un corto
periodo de tiempo (1347-1351)5,

El desarrollo de enfermedades infecciosas emergentes
puede ocurrir por tres eventos claves: 1) el cruce de barreras
geograficas debido a la invasién de espacios silvestres, 2) el
cruce de barreras por compatibilidad gracias a la evolucién y
3) el levantamiento de barreras por el cambio de condiciones
ambientales que favorecen la formacion del nicho ecoldgico
adecuado, siendo la primera la que define la situacion’. Jones
et al.® concluyeron en su investigacion que el 60,3% de enfer-
medades infecciosas son originadas por patdgenos zoondticos
y el 71.8% de estas son de origen silvestre, lo que indica que
estos microorganismos figuran una amenaza potencial para la
salud mundial, con perspectiva a la manifestacion de epide-

mias y posibles pandemias, en caso de no tomar las medidas
precautelares.

Durante el origen de una epidemia y/o pandemia, el diag-
néstico temprano, el tratamiento, el seguimiento epidemiold-
gico y la prevencion de futuras infecciones han sido procesos
fundamentales para el manejo clinico, control y mitigacion
de la enfermedad®®. Aqui la biotecnologia juega un papel
fundamental, por lo que en este estudio se consideran las
herramientas biotecnoldgicas modernas empleadas en el de-
sarrollo de pruebas de diagndstico, produccion de moléculas
biotecnoldgicas para el tratamiento y en el disefio de vacunas.
Con el objetivo de identificar la evolucidn y optimizacién a tra-
vés del tiempo de las herramientas biotecnoldgicas cuando
nos enfrentamas a infecciones a nivel pandémico, mediante la
comparacion de sensibilidad y especificidad de los diferentes
enfoques establecidos para el diagndstico, y la recopilacién
de los resultados de los principales productos biotecnoldgicos
llevados a ensayos clinicos en cada enfermedad.

Para la redaccion del articulo se llevo a cabo una revision
bibliografica exhaustiva en revistas de alto impacto, en las que
se tomd en cuenta: articulos originales, revisiones, resimenes
de conferencias y demas. Obteniéndose datos actualizados de
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nueva tecnologia desarrollada para diagnéstico, tratamientos
bioldgicos, desarrollo de vacunas y su influencia en el manejo
de epidemias y pandemias para apoyar al control de la Salud
Publica.

Epidemias y pandemias importantes a partir de 1950

El término epidemia se refiere a “un brote de una enfer-
medad (especialmente una enfermedad infecciosa) que afec-
ta a un gran nimero de personas dentro de una poblacién al
mismo tiempo"*’. Por otro lado, pandemia se define como “una
epidemia que ocurre en un area muy amplia, cruzas fronteras
internacionales y generalmente afecta a un gran nimero de
personas"?,

Existen condiciones imprescindibles para la aparicién de
una epidemia, entre las caracteristicas se hallan: transmisién
eficiente entre humanos, un indice significativo de letalidad, fal-
ta de un tratamiento médico efectivo, una poblacién inmunoldgi-
camente deprimida y una forma de diseminacion rapida’®.

Es asi que, una pandemia se entiende como una enferme-
dad que ha alcanzado los cinco continentes, mientras que una
epidemia es una enfermedad se esparce localmente!*?,

A continuacién, se abordaran el diagndstico (Tabla 1), tra-
tamientos bioldgicos (Tabla 2) y vacunas (Tabla 3) de las pan-
demias y epidemias mds importantes en época cronoldgica, a
partir del inicio de la biotecnologia moderna (Figura 1).

HIN1 (1918-1919)

La pandemia de influenza més grave de la historia fue
la gripe espafiola HIN1 en 1918%, cubrid el mundo en cuatro
meses cobrando aproximadamente de 50 a 100 millones de

vidas®®. La falta de recursos limitd la identificacion del origen
de la gripe con lo que se hizo imposible el hallazgo de vacunas,
ademas, no se logro controlar las infecciones secundarias con
neumonia bacteriana debido a que la penicilina no se descubrid
hasta 1928. A pesar del esfuerzo de las compafiias farmacéu-
ticas el virus desaparecid antes de conseguir aislarlo*.

H2N2 (1957-1960)

Segunda gran pandemia de influenza registrada, la gripe
asidtica surgié en Singapur a finales de febrero de 1957 y durd
hasta 1960, fue provocada por un subtipo de virus de la in-
fluenza A, denominado H2N2'87, A nivel mundial se registra-
ron 1,1 millones de fallecimientos?®.

El diagndstico de la enfermedad se ejecutéd mediante prue-
bas seroldgicas de laboratorio. La identificacién de anticuerpos
contra el antigeno viral del subtipo H2N2 a partir de suero de
personas afectadas se realizd con la técnica de fijacion del
complemento (FC) y la prueba de inhibicion de la hemagluti-
nacién (HAI) con el uso de tripsina y periodato de potasio para
la inactivacién de inhibidores especificos'®?, Los estudios y la
experiencia de campo demostraron que la FC presentd mayor
sensibilidad, sin embargo, existieron casos en los que se requi-
rieron de las dos técnicas para un diagndstico confirmatorio®.

Tratamiento terapéutico y profilactico

La mortalidad de la pandemia de gripe asiatica se redujo
aproximadamente un 97% en comparacion con la pandemia de
gripe espafiola®®. Una de las aportaciones fundamentales en
el control de la propagacion de la influenza asiatica fue el ra-
pido proceso de preparacion y distribucién de la vacuna frente
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Figura 1. Las principales pandemias a partir de 1950. Origen y nimero de muertes a nivel mundial.
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Pandemia Ano Ensayo biotecnologico Tipos Sensibilidad / Referencias
Especificidad
H2N2 (Gripe 1957-1960 Inmunoensayos Fijacion del complemento Sensibilidad: 76.4% &
asiatica) HAI Sensibilidad: 61.8%
H3N2 (Gripe de 1968-1970 Inmunoensayos Fijacion del complemento Sensibilidad: 78% =
Hong Kong) HAI Sensibilidad: 92%
2002-2003 Cultivo viral Virus detectado por la Sensibilidad: 15.4% AL
aparicion de efecto Especificidad: 98%
citopatico ¢ IFD
SARS-CoV-1 Inmunoensayos ELISA Sensibilidad: 68.4-98.4%
(SARS) Especificidad: 99.89%
IFI Sensibilidad: 92%
Especificidad: 92%
Técnicas moleculares RT-PCR Sensibilidad: 44-60%
Especificidad: 96%
qRT-PCR Sensibilidad: 80%
Especificidad: 100%
HIN1 (Influenza 2009-2010 Cultivo viral Virus detectado por la Especificidad: >95%
HIN1) aparicion de efecto &
citopatico, ensayo de HA o
tincién por IFD
Inmunoensayos Prueba rapida de antigenos Sensibilidad: 10-70%
Especificidad: >95%
IFD para la Sensibilidad: 47-93%
deteccién de antigenos Especificidad :>96%
Técnicas moleculares -RT-PCR Sensibilidad: 86-100%
-qRT-PCR Especificidad: >99%
MERS-CoV 2012-2021 Técnicas moleculares qRT-PCR Sensibilidad: 92-100% 808,219
(MERS) Especificidad: 100%
EBOV (EVE) 2013-2016 Inmunoensayos Pruebas rapidas de Sensibilidad: 84-97% 103,105
deteceidn de antigenos Especificidad: 98- 100%
Técnicas moleculares Basadas en qRT-PCR Sensibilidad: 82-100%
Especificidad: 89- 100%
Técnicas moleculares qRT-PCR estandar Sensibilidad: 85-97% 181,220
SARS-CoV-2 2019-2021 Especificidad: 90-100%
(COVID-19) Pruebas moleculares Sensibilidad: 68 - 100%

Immmoensayos

Especificidad: 86.7- 98.3%
Sensibilidad: 0- 94%
Especificidad: 98.1- 99.9%

rapidas
Pruebas rapidas de
deteccidn de antigenos

Tabla 1. Especificidad y sensibilidad de las herramientas biotecnoldgicas frente al diagndstico de pandemias.

al virus H2N2, se estima que en julio de 1957 inici6 el primer
estudio clinico®?,

Existieron varias vacunas inactivadas de influenza en en-
sayos en humanos, desarrolladas a partir de liquido alantoideo
de embriones de pollo infectados con diferentes cepas de in-
fluenza?4, Entre las que se encontraron vacunas monovalen-
tes?22% y polivalentes, en el caso de las polivalentes en algu-
nas se incluyd el virus H2N2%, Para la inactivacion del virus se
manejaron técnicas como irradiacion ultravioleta y el empleo
de formalina?2232,

Las vacunas fueron probadas con diversas concentracio-
nes de unidades de aglutinacién de células de pollo (CCA) por
mililitro, oscilando entre 200 CCA a 750 CCA%*, los resulta-
dos evidenciaron un porcentaje de eficacia estimado de 42%
a 77%%*. Asimismo, se observo que la proteccion inducida era
directamente proporcional a la dosis administrada de vacuna
ante la presencia de una cepa de H2N2, estos datos se evalua-
ron mediante FC e HAI, en los que se determinaron el aumento
de los niveles de anticuerpos contra el virus de la influenza
asiatica posterior a la vacunacion en pacientes participan-
t8521'2325.

Debido a que Centro Ameérica y Sudamérica no contaban
con los recursos ni la tecnologia para el desarrollo de una va-
cuna, y sumando los problemas serios en la salud publica, los
sistemas de control no fueron efectivos como en Norteaméri-
ca. Por lo que, solo grupos selectos de personas en Chile, Bra-
sil y Argentina accedieron al medicamento?.

H3N2 (1968-1970)

La siguiente pandemia provocada por un virus de la in-
fluenza A surgid en julio de 1968 al sureste de China, con el
subtipo H3N2, extendiéndose hasta 1970. La enfermedad
se denomino gripe de Hong Kong, la cual provocd entre 1y
4 millones de muertes a nivel mundial??, El diagndstico se
basd en la identificacion de sintomas combinado con ensayos
seroldgicos. Para la deteccidn de anticuerpos contra el virus
H3N2 se empled HAl'y FC, con el uso de antigenos obtenidos
del liquido alantoideo de huevo de las variantes aisladas de las
diferentes propagaciones. Dando mejores resultados la HAI,
sin embargo, fue recomendable realizar los dos métodos para
obtener una méxima eficiencia en el serodiagndstico®.

Tratamiento terapéutico y profilactico

Posterior al aislamiento viral y la confirmacioén de la apari-
cion de H3N2, una variante antigénica del virus de la influenza
con potencial epidémico, la cepa aislada fue distribuida a los
laboratorios para la investigacion y produccion de vacunas? %,
En EE. UU., en noviembre del mismo afio estuvo disponible
el primer lote de produccién con 110 00O dosis, se traté de
una vacuna inactivada monovalente de 400 CCA, desarrollada
en huevos fértiles de gallina con la cepa Aichi de la influenza
H3N2. A diferencia de la anterior pandemia, en esta ocasion
existié un mayor nimero de vacunados, principalmente perso-
nas pertenecientes al grupo prioritario. Las semanas siguien-
tes al lanzamiento del primer lote se produjeron y comerciali-
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Pandemia Tratamiento

SARS-CoV-1
(SARS)
Plasma convaleciente

Pentaglobulina
HIN1 (Influenza Inmunoglobulina
HINI) intravenosa

Plasma convaleciente

Plasma convaleciente

MERS-CoV
(MERS)
REGN3048B-
REGN3051
SAB-301
Interferén p-1b
recombinante mas
lopinavir-ritonavir
ZMapp
Plasma convaleciente
TKM-100802
Interferén (IFN B-1a)
EVE EBOV
(EVE)
Inmazeb (REGN-EB3)
Ebanga (mAb114)
SARS-CoV-2
(COVID-19) Bamlanivimab (LY-

CoV555 0 LY3819253)

Descripcion

Administracion de 200-400 ml (4-5 ml
/ kg) de plasma convaleciente
compatible para supresion de la
viremia

Inmunoglobulina intravenosa
comercial enriquecida con IgM. Una
dosis de 5 ml / kg / dia durante 6 h por
3 dias consecutivos

H-IVIG obtenida de plasma
convaleciente

Plasma de convalecencia con un titulo
de anticuerpos neutralizantes de > 1:
160

Actividad neutralizante eficaz con
PRNT >1: 80

mADb neutralizantes completamente
humanos contra MERS-CoV dirigido
al RBD de la proteina S

Anticuerpo IgG policlonal
completamente humano dirigido a la
proteina S

Interferén presenta efectos inhibidores
sobre el MERS-COV y lopinavir-
ritonavir son antirretrovirales
inhibidores de la proteasa

Céctel de tres mAb anti-EBOV-GP

Intervencién terapéutica contra la EVE

ARNip que inhiben la expresién de
VP35 y L-polimerasa.

IFN-Bla posee actividad antiviral de
amplio espectro

Céetel de tres anticuerpos dirigidos a
la GP del EBOV. Aprobado con una
dosis intravenosa de 150mg/ke,

mAD anti-EBOV-GP. derivado de un
sobreviviente del brote de Kikwit de
1995.

Con una unica dosis intravenosa de 50
mg’kg
mADb neutralizante. dirigido al RBD de
la proteina S del SARS-CoV-2.

Aprobado con dosis inica de 700 mg

Fase de desarrollo/
Identificacion

No existe

No existe

No aplicable
NCT01617317

No existe

Fase 2
NCT02190799
Fase 1
NCT03301090
Fase 1
NCT02788188
Fase 2/3

NCT02845843

Fase 1/2

NCT02363322

Fase 2/3

NCT02342171

Fase 2

PACTR201501000997429

Fase 1/2

ISRCTN17414946

Aprobado

PALM: NCT03719586

Aprobado

PALM: NCT03719586

Fase 2
NCT04427501

EUA por la FDA

Referencias

46

47

65

66

90

91

93

87

108

111

110

112-114

112,115,116

150-152

Tabla 2. Principales ensayos clinicos de herramientas biotecnoldgicas usadas como tratamiento terapéutico y profiléctico de pandemias.
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150,153

Bamlanivimab mAD IgG1 neutralizantes que se unen a Fase 2/3
(LY3819253 o LY- epitopos distintos pero superpuestos
CoV555) y etesevimab | del RBD de la proteina S del SARS- NCT04427501
(LY3832479 0 LY- CoV-2.
COV0]6) EUA laFDA
Aprobado con dosis Gnica intravenosa
de 700mg (bamlanivimab 350mg ¢
etesevimab 350 mg)
Céctel de mAb humanos
REGN-COV2 recombinantes que s unen a epitopos Fase 2/3 10154
(casirivimab y no superpuestos de la proteina del
imdevimab) RBD de la proteina S del SARS-CoV- NCTO04425629

9

EUA por la FDA

Aprobado con dosis tnica intravenosa
de 2400 mg (casirivimab 1200 mg ¢
imdevimab 1200 mg)

Plasma convaleciente

Plasma humano extraido de individuos

Varias etapas y estados

recuperados con anticuerpos contra el

SARS-CoV-2.

Se emplean 1 o mas transfusiones

ChiCTR2000020757 -

NCT04547660

segun la respuesta del paciente

NCT04338360
NCT04479163

NCT04712344
EUA por la FDA

Tabla 2. Principales ensayos clinicos de herramientas biotecnoldgicas usadas como tratamiento terapéutico y profiléctico de pandemias.

zaron alrededor de 123 millones de dosis®.

Maassab et al.*! disefiaron y probaron una vacuna de in-
fluenza viva atenuada desarrollada en huevos de gallina. La
atenuacién de una linea del virus de Hong Kong se llevo a cabo
mediante cambios abruptos en la temperatura de incubacién
de la cepa viral, esta técnica acortd el proceso a 3 meses, en
comparacion con métodos anteriores que empleaban cambios
decrecientes de temperatura de forma gradual, las cuales du-
raban de 6 a 8 meses. Los ensayos clinicos de esta vacuna de-
mostraron aceptabilidad e inmunogenicidad de la cepa atenua-
da, por lo que este proceso se considerd prometedor para el
desarrollo futuro de vacunas contra la influenza. Por otro lado,
se aprohd la aplicacidn de vacunas de virus fraccionados, me-
diante éter®” o desoxicolato de sodio®, que se conformaron de
fragmentos especificos del virus capaces activar la inmunidad
de forma mds segura. Las respuestas inmunoldgicas inducidas
por dichas vacunas fueron tan eficientes como las desarrolla-
das por las vacunas convencionales, constituidas por el virus
completo, ademas se observé menos efectos secundarios des-
pués de la vacunacion®?%,

Otra de las investigaciones que marcd el control de fu-
turas epidemias y pandemias, fue el uso de recombinacion
genética para la facricacion de una vacuna®**®, Este avance
mostrdé que la produccion de variantes genéticas adecuadas
para la construccién de una vacuna, fue posible desarrollarlas
de forma deliberada®, sustituyendo a métodos de seleccién
tradicionales®. La construccién del virus recombinante de alto
rendimiento (X-31) se realizé mediante el reordenamiento ge-
nético de una cepa estandar de laboratorio de alto rendimiento
(AQ / PR/ 8), la cual proporciond los genes de adaptacion y
crecimiento; con la cepa Aichi del virus de Hong Kong, con-
siderada como una cepa de bajo rendimiento, la cual aportd
los genes que codificarian el nuevo antigeno de interés®. Los
ensayos clinicos de una vacuna inactivada recombinante con el

virus X-31 mostraron ausencia de toxicidad, alta antigenicidad
y proteccion frente a la influenza®.

SARS-CoV-1 (epidemia 2002-2003)

El sindrome respiratorio agudo severo (SARS), provocado
por el coronavirus del SARS (SARS-CoV) fue la primera gran
epidemia del siglo XXI, aparecié en Guangdong-China en no-
viembre de 2002 y finalizé en julio de 2003, hasta donde se
registraron 8437 infectados y 813 muertes a nivel mundial®%7,

Para el diagndstico de la infeccion por SARS-CoV la Or-
ganizacién Mundial de la Salud (OMS) establecié tres ensayos
de laboratorio, entre los que se encontraron: pruebas mole-
culares, pruebas de anticuerpos y cultivo celular®, a partir de
diferentes muestras clinicas como esputo, aspirado o lavado
nasofaringeo, hisopos nasofaringeos y orofaringeos, lavado
bronquio alveolar, heces, orina y suero o plasma3®*,

Una de las técnicas modernas fue la deteccion de ARN
del coronavirus mediante RT-PCR dirigida al gen de la nucleo-
capside (N) o al marco abierto de lectura (ORF) 1b, con la que
se consiguid alta especificidad; sin embargo, la sensibilidad fue
inferior a la necesaria en los primeros dias del desarrollo de
la infeccion. Esta prueba se optimizd con el analisis de mas
de una muestra originaria del mismo paciente, o con la doble
ejecucién del ensayo, logrando el aumento de la sensibilidad
del diagnostico®*“%, Otra forma de mejorar la sensibilidad y
precision del examen molecular fue el perfeccionamiento de
los métodos de extraccién de ARN previo a la qRT-PCR, faci-
litando la cuantificacion de la carga viral y el reconocimiento
precoz del SARS, por lo que se convirtid en el ensayo pilar para
el diagndstico prematuro de la enfermedad®.

En el aislamiento viral a partir de cultivo celular se em-
plearon muestras clinicas para infectar células cémo células
de rifidn fetal de mono rhesus (FRhK-4) o células Vero EB, en
las que se analizd el efecto citopatico y se realizd tincién por
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Pandemia Tipo de vacuna  Vacuna candidata Desarrollada por ~ Fase/Identificacion Dosis Resultados Previos o Referencias
Eficacia
H2N2 (Gripe ‘Vacuna monovalente - Ensayos clinicos lo2 42% - 77% 24
asiatica) Virus inactivado
Vacuna polivalente - Ensayos clinicos 1 21% -46% 2t
H3N2 (Gripe de  Virus inactivado Varios fabricantes Aprobado 1
Hong Kong) Vacunas en EE.UU. Vacuna segura y altamente 0
desarrolladas por antigénica
varios productores
Vacuna recombinante Evans Medical, Ensayos clinicos lo2 No presentd toxicidad. Se
Ltd.; Eli Lilly and Aldia0y 30 observé aumento de 3435
Company anticuerpos neutralizantes

en suero y fue mayor a
partir de la segunda

vacunacion
Viva atenuada ~ Vacuna de influenza Michigan State Ensayos clinicos 1 Se demostré aceptabilidad e 3t
viva atenuada Department of inmunogenicidad
Health Laboratories
Virus Vacuna antigénicade = Fluogen, Parke, Ensayos clinicos 1 Vacuna segura con menos 3233
fraccionado subunidad dividida =~ Davis & Company efectos secundarios en
comparacion con la vacuna
tradicional de virus
completo
SARS-CoV-1  Virus inactivado
(SARS) Vacuna inactivada Sinovac Fase 1 2 Vacuna segura y bien 232
contra el SARS-CoV tolerada. Seroconversion del
100% en todos los
participantes al dia 42
mientras que al dia 56
disminuye (100-91.1%)
Vacuna de ADN
VRC-SRSDNAOQ15-  National Institute of Fase 1/ 3 Segura y bien tolerada. 24
00-VP Allergy and NCT00099463 Produjo anticuerpos
Infectious Diseases Alos dias 0. neutralizantes en el 80% de
(NIAID) 28y 56 los participantes, respuesta
de células T CD4 en el
100% y respuestas de T
CDS8 en el 20%
HINI (Influenza Virus inactivado =~ Vacuna inactivada CSL Limited Aprobado por la 1 - n
HINI) dividido sin contra la influenza FDA
adyuvante pandémica HIN1
Vacuna inactivada Sanofi Pasteur Aprobado por la lo2* - o
contra la influenza FDA
pandémica HIN1
Vacuna inactivada Novartis Vaccines Aprobado por la lo2* - o8
contra la influenza and Diagnostics FD.
pandémica HIN1 Limited
Viva atenuada Vacuna atenuada MedImmune LLC Aprobado por la l1o2* - ”
contra la influenza FDA
pandémica HIN1
Virus inactivado = Vacuna inactivada GlaxoSmithKline Aprobado por la 1 Eficacia del 72% ™
dividido con con adyuvante contra  (GSK) Biologicals
adyuvante AS03 la influenza
pandémica HIN1
Subunidad Vacuna inactivada Novartis Vaccines Aprobado por la 1 - s
proteica con con adyuvante contra EMA
adyuvante MF59 la influenza
pandémica HIN1
MERS-CoV Vacuna de ADN GLS-5300 (INO- GeneOne Life Fase 1/2 203 En un ensayo de fase 1 se o4
(MERS) 4700) Science, Inc.; NCT03721718 Alas0y8  determin6 que la vacuna fue
Inovio NCT02670187 semanas; o a bien tolerada sin efectos
Pharmaceuticals; las 0,4y 12 adversos con
International semanas inmunogenicidad sélida
Vaccine Institute
Vector viral de MVA-MERS-S Fase 1 2 Perfil de seguridad tolerable 8
replicacion CTC North GmbH NCT04119440 Alos0y28 sin efectos adversos
incompetente & Co. KG: NCT03615911 dias
Universititskliniku
m Hamburg-
Eppendorf
ChAdOx1 MERS Fase 1 1 La vacuna fue segura y %
King Abdullah NCT03399578 activo eficazmente las
International NCT04170829 respuestas humoral y celular
Medical Research
Center; University
of Oxford
BVRS-GamVac Gamaleya Research Fase 1/2 1 - 233
Institute of NCT04130594

Tabla 3. Desarrollo de vacunas frente a pandemias.



BVRS-GamVac-
Combi

Ervebo 1VSV-
Vector viral ZEBOV)
recombinante de
EBOV (EVE) replicacion
competente
GamEvac-Combi
(VSV-EBOV + Ad5-
EBOV)

Vector viral de Zabeno
replicacion (Ad26.ZEBOV)
incompetente Muvabea (MVA-
BN®-Filo)

AdS-EBOV

ChAd3-EBO-Z

Vacuna de ADN  INO-4212 (INO-4201
+ INO-4202)

CoronaVac

Vacuna inactivada
contra el SARS-CoV-
2 (célula Vero)

BBIBP-CorV

Virus inactivado

Covaxin (BBV152)

SARS-CoV-2
(COVID-19)
Vacuna inactivada
contra el SARS-CoV-
2 (célula Vero)

QazCovid-in®-
vaccine

Vector viral de ~ ChAdOx1 nCoV-19
replicacién (AZD1222)
incompetente

Spunik V (Gam-

COVID-Vac)

Ad5-nCoV

Ad26.COV2S

Subunidades NVX-CoV2373
proteicas

Epidemiology and
Microbiology;
Health Ministry of
the Russian
Federation

Gamaleya Research
Institute of
Epidemiology and
Microbiology;
Health Ministry of
the Russian
Federation
Merck Inc

CREMS

Johnson & Johnson

Instituto de
Biotecnologia de
Beijing y
Tianjin Cansino
Biotechnology Inc
GlaxoSmithKline

Inovio
Pharmaceuticals

Sinovac Research
and Development
Co.,Ltd

Sinopharm, China
National Biotec
Group Co y Wuhan
Institute of
Biological Products

Sinopharm, China
National Biotec
Group Co y Beijing
Institute of
Biological Products

Bharat Biotech
International
Limited

Institute of Medical
Biology: Chinese

Academy of
Medical Sciences

Research Institute
for Biological
Safety Problems:
Rep of Kazakhstan
AstraZeneca y
Universidad de
Oxford

Gamaleya Research
Institute; Health
Ministry of the

Russian Federation

CanSino Biological
Ien.; Beijing
Institute of
Biotechnology

Janssen
Pharmaceutical

Novavax

Fase 1/2
NCT04128059

Aprobado por la
EMA y FDA

Fase 4
NCT03072030
EUA: Federacion de
Rusia

Fase 3
NCT02661464,
NCT03820739

Autorizada para su
comercializacion en
circunstancias
excepcionales por la

EMA

Fase 3
NCT02575456

EUA: China

Fase 2
NCT02548078
NCT02485301

Fase 1
NCT02464670

Fase 4
NCT04756830

EAU: China, Brasil,
Chile, Colombia,
Uruguay, Turquia,
Indonesia 'y
Azerbaijan

Fase 3
ChiCTR2000034780
EAU: China 'y
Emiratos Arabes
Unidos

Fase 3
NCT04560881
EAU: China.
Emiratos Arabes
Unidos, Argentina,
Perti, Serbia, Bahrain
y Zimbabwe
Fase 3
NCT04641481;
CTRI/2020/11/02897

6
EAU: India

Fase 3
NCT04659239

Fase 3
NCT04691908

Fase 4
NCT04760132

EUA: Reino Unido,
Meéxico, Unién
Europea, Ecuador,
India y México.

Fase 3
NCT04530396
EUA: Rusia,
Argentina, Bolivia,
Serbia, Belarus,
Algeria. Emiratos
Arabes Unidos,
Palestina y Egipto

Fase 3
NCT04526990
EUA: China, México
y Pakistan

Fase 3
NCT04505722
EUA:EEUU.y

Bahrein

Fase 3
NCT04611802

2
Alos0y2l
dias

2
Primera:
VSV-EBOV
Segunda, 21
dias después:
Ad5-EBOV

2
Primera:
Zabeno
Segunda,
ocho semanas
después:
Mvabea

1

2
AlosOy 14
dias

2
Alos0y21
dias

2
Alos0y21
dias

2
AlosOy 14
dias

2
Alos0y28
dias

2
AlosOy2l
dias

1-2
Alos0y28
dias

2
Alos0y2l
dias

lo2
Alos 0y 56
dias

2
AlosOy2l
dias

Eficacia del 95.7%

La vacuna fue segura.
Indujo una fuerte respuesta
inmunitaria humoral y
celular en el 100% de los
voluntarios adultos sanos

Los datos de eficacia en
humanos se han extrapolado
de estudios con primates no

humanos

Vacuna segura y altamente
inmunogénica en adultos
con una dosis 6ptima de 8 -
0 x 10 ° particulas virales

ChAd3-EBO-Z fue
inmunogénica y bien
tolerada en adultos y nifios,
con respuestas humorales y
especificas de la GP del
EBOV, 30 dias después de
la vacunacién
La administracion
intradérmica mostro el
mejor resultado, fue bien
tolerada y con un 100% de
seroconversion. Provoco
respuestas de células T de
interferén-y en mas del 70%
de los sujetos en estudio

50.38 % de eficacia en
Brasil
65% en Indonesia y 91.25%
en Turquia

Los resultados de los
ensayos fase 1 y fase 2
demostraron una baja tasa
de reacciones adversas y
alta inmunogenicidad

79.34% y 86% de eficacia

Un estudio fase 1 mostr6
seguridad tolerable y
seroconversion del 82.8%
al 91.9%

Los resultados de un estudio
fase 1 indicaron seguridad e
inmunogenicidad con un
porcentaje de
seroconversion del 80%-

6%

70.4% de eficacia

91.1% de eficacia

65.7% de eficacia

72% de eficacia en EE.UU.,
66% en América Latina y
57% en Sudafrica

89.3% de eficiencia en
Reino Unido y 60% en
Sudafrica

121123

118234

99.124-126

118235

236,237

118223

150,238

150,239

150,240

150241

150,242

150

150,171

150,243

150244

150.164.165

150,221,245
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Comirnaty Pfizer-BioNTech Fase 4
(BNT162b2) NCT04760132
EUA: EE.UU., Unién
Europea, Reino
Unido, Brasil, Nueva
Zelanda
Argentina, Colombia
y Ecuador
mRNA-1273 Moderna y National
Institute of Allergy Fase 4
and Infectious NCT04760132
Diseases (NIAID
Vacuna de ARN ™ ) EI‘TA: EE.UU.,
Unién Europea,
Reino Unido y Suiza
CVnCoV Vaccine CureVac AG
Fase 3
NCT04674189
Vacuna de ADN nCov Vaccine Zydus Cadila Fase 3

CTRI/2020/07/02635
2

150.169

2 94.6% de eficacia

AlosOy2l
dias
2 94.1% de eficacia 150.163
Alos0y28
dias
2 Los resultados de un 150,246
Alos0y28  estudio fase I se destacaron
dias es segura y bien tolerada
150
3
Alos 0,28y

56 dias

[Nota: *Se recomiendan dos dosis administradas con aproximadamente 4 semanas de diferencia (=21 dias aceptables) para nifios de 6 meses a 9 ailos.

TFDA: Administracién de Medi

Tabla 3. Desarrollo de vacunas frente a pandemias.

inmunofluorescencia. Los resultados indicaron un rendimiento
menor en comparacion con los ensayos moleculares, debido a
que Unicamente muestran la presencia del virus vivo®¥2 Final-
mente, la deteccion de seroconversion fue la prueba estandar
para la confirmacién viroldgica retrospectiva de la infeccién
por SARS-CaoV, se manejé ELISA e IF| para la identificacion de
anticuerpos IgG, los cuales se reconocieron después de la pri-
mera semana de infeccion3¥4344,

Tratamiento terapéutico y profilactico

Debido a que no existid un tratamiento especifico para
el SARS, se probaron varios agentes inmunomoduladores y
compuestos con potencial antivirico®>“8, La terapia con plas-
ma convaleciente fue una de las alternativas de tratamiento
y prevencion. La administracion antes de los 14 dias desde el
inicio de la infeccion o durante la fase virémica y seronegativa,
presentd una tasa de alta médica mds temprana y una tasa
de mortalidad menor en comparacion con los pacientes que
recibieron el plasma posterior a los 14 dias. Ademas, no se
evidencié efectos secundarios inmediatos después de la apli-
cacioén del plasma“®, Por otro lado, la pentaglobulina se admi-
nistréd como una solucidn enriquecida en IgM a 12 pacientes en
etapa grave de SARS. Diez personas tuvieron una recuperacion
favorable sin eventos adversos, posterior al tratamiento. Como
evidencia se establecid el progreso relevante en las puntuacio-
nes radiograficas y en el requerimiento de oxigeno®’.

En el caso del tratamiento profilactico, se produjeron
varias vacunas candidatas contra el SARS-CoV. Zhou et al.*®
llevaron a cabo estudios preclinicos de una vacuna inactivada
con formaldehido, en monos Rhesus. Los resultados expusie-
ron que a una dosis de 50 pg, la vacuna fue capaz de inducir
inmunidad humoral especifica 7 dias después de la primera
inmunizacion y el titulo de anticuerpos IgG se elevd posterior a
la segunda inmunizacién; mientras que con la administracion
de dosis de 0.5y 5 ug se observo inmunidad parcial. Ademas,
no se presencio efectos adversos significativos en los animales
inmunizados hasta con una dosis de 5000 pg y en el 41.7% de
los monos que recibieron la vacuna se determind anticuerpos
IgA anti-SARS-V en las mucosas nasofaringeas.

Yang et al.“*® experimentaron una vacuna de ADN que
tradujo la glicoproteina Spike (S) del SARS-CoV, en modelos
animales, la cual estimuld respuestas de células T, produc-
cion de anticuerpos neutralizantes e inmunidad protectora. La
replicacion viral se redujo seis veces en los pulmones de los
ratones inmunizados después de la infeccion por el coronavi-
rus. Las vacunas de vectores virales fueron otra opcion, Gao
et al.®°, desarrollaron tres vectores basados en adenovirus, los
que expresaron proteinas antigénicas de estructura del SARS-
CoV con codones optimizados, entre las que se encontraron el

s y Alimentos; EMA: Agencia Europea de Medicamentos; EUA: Autorizacién de Uso de Emergencia]

fragmento S1 de la proteina S, la proteina de membrana (M) y
la protefna N. La inmunizacion se realizé con una combinacién
de los tres vectores en macacos Rhesus al dia 0, y una vacu-
na de refuerzo con el mismo régimen a los 28 dias. En todos
los animales tratados se encontré anticuerpos neutralizantes
especificos contra el fragmento S1 y respuesta de células T
contra la proteina N, al mismo tiempo, todas las muestras de
suero de los animales vacunados mostraron una gran capaci-
dad neutralizante contra el virus SARS-CoV.

A pesar de que no se logrd llegar a ensayos clinicos duran-
te esta pandemia, en afios posteriores dos vacunas lograron
desarrollar estudios clinicos fase 1 (Tabla 3).

H1N1 (2009-2010)

El virus de la influenza A HIN1 de origen porcino aparecié
por primera vez en abril de 2009 en los Estados Unidos y en
México®!, la pandemia finalizd en agosto de 2010, sin embargo,
el virus continda circulando y provocando la gripe estacional®
Se estima que la pandemia dejé 151 700 - 575 500 muertes a
nivel mundial®®,

La OMS** establecid varias pruebas de laboratorio para la
confirmacioén de la infeccién causada por el virus de influenza
de origen porcino (S-0IV) HINI. Entre las que se encontraron:
diagndstico molecular con ensayos de RT-PCR y gRT-PCR;
aislamiento y la tipificacion viral, deteccidn de antigenos para
lo que se recomendaron pruebas répidas de flujo lateral e IFD,
y finalmente ensayos seroldgicos como HAI' y micro-neutra-
lizacion para la evaluacion de titulos de anticuerpos contra
S-0IV. Las muestras de vias respiratorias superiores fueron las
mas recomendadas, como aspirados e hisopos nasofaringeos,
hisopos nasales o de garganta; ademas se empled muestras
de suero en pacientes convalecientes para el reconocimiento
de titulos de anticuerpos®.

La gRT-PCR fue la prueba de referencia para el diagnos-
tico de la influenza A (HIN1), la identificacién de diferentes
genes diana fue apropiado para el diagndstico preciso®®, La
primera prueba de este tipo aprobada por la Administracion
de Alimentos y Medicamentos (FDA) con una autorizacion de
uso de emergencia (EAU), fue realizada por los Centros para el
Control y Prevencidn de Enfermedades (CDC) y fue dirigida al
gen de la proteina M, la cual mostrd una sensibilidad 99.3% y
una especificidad del 92.3%, se tratd de un ensayo singleplex
para la tipificacion y subtipificacion viral®*°, Para el diagnésti-
co mediante cultivo viral, la OMS recomend? aislar el virus en
células de rifidn canino Madin-Darby (MDCK) en presencia de
tripsina o en huevos embrionados®. Entre las desventajas de
esta técnica se establecieron el tiempo tardio para la obten-
cion de resultados (3-14 dias) y la baja sensibilidad58.

Las pruebas répidas de diagndstico de influenza (RIDTS)



Herramientas biotecnolégicas en el diagndstico, prevencién y tratamiento frente a pandemias

mostraron una sensibilidad variable y menor que las pruebas
moleculares y el cultivo viral, por lo que un resultado nega-
tivo no descartd la infeccidon por el virus de la influenza A
(HIN1)5789, Vasoo et al.%* evaluaron tres RIDTS para el virus de
la influenza pandémica A/HIN1 en muestras positivas confir-
madas con RT-PCR. Las sensibilidades halladas estuvieron en
un nivel de bajo a moderado (46.7%, 38.3% y 53.3%) y presen-
taron una excelente especificidad, sin reactividad cruzada con
otros virus estacionales. El ensayo de IFD, otra de las pruebas
para la deteccién de antigenos mostré amplia disponibilidad y
un tiempo de procesamiento promedio de 2-4 horas, sin em-
bargo, al igual que las RIDTS no fueron capaces de distinguir la
influenza HIN1 2009 de otros virus de la influenza A%,

Tratamiento terapéutico y profilactico

Un porcentaje de la poblacion mayor a los 65 afios poseian
anticuerpos contra el nuevo virus de esta influenza pandémica,
esto pudo ser posible por la exposicion anterior al virus HIN1
en 19182 Debido a la aparicion del S-OIV HIN1 en humanos
con una composicién genética previamente no conocida, dife-
rente al virus de la influenza A estacional®®; ademas de la facil
transmisibilidad entre humanos®, el sistema de salud mundial
inicié rapidamente el desarrollo de antivirales y de una nueva
vacuna para el tratamiento y prevencién de la infeccion.

La terapia con inmunoglobulina intravenosa hiperinmune
(H-IVIG) obtenida a partir de plasma convaleciente de perso-
nas recuperadas fue probado como una alternativa antiviral
en pacientes con infeccion por la influenza pandémica, los re-
sultados mostraron que la administracién de H-IVIG dentro de
los 5 dias posteriores al inicio de los sintomas se asocié a una
disminucion de la carga viral y reduccién de mortalidad®. De
igual manera, la administracion de plasma convaleciente con
un titulo de anticuerpos neutralizantes > 1:160 en pacientes
afectados, disminuyd la carga viral, las respuestas de citoci-
nas séricas y la mortalidad®®.

Para el control de esta pandemia se autorizaron dos tipos
de vacunas monovalentes, un grupo de vacunas inactivadas di-
vididas de administracion intramuscular y otro grupo de vacu-
nas atenuadas en aerosol de administracion intranasal®.

En septiembre de 2009, la FDA aprobé las primeras va-
cunas para el tratamiento contra la gripe porcina con la cepa
A / California / 7/2009 (H1IN1)%%° entre las que se encontra-
ron tres vacunas monovalentes, inactivadas y sin adyuvante,
fabricadas por Sanofi Pasteur®, Novartis Vaccines and Diag-
nostics Limited® y CSL Limited™, con 15 pg de hemaglutinina
(HA), y la cuarta fue una vacuna, monovalente, viva atenuada
y sin adyuvante elaborada por Medimmune LLC™. En Europa
la Agencia Europea de Medicamentos (EMA) aprobo vacunas
con adyuvantes en una emulsion aceite-agua, una de ellas con
MF59 y 7.5 ug de HA desarrollada por Novartis Vaccines’, y
otra con ASO3 y 3.75 pg de HA fabricada por GlaxoSmithKline
(GSK) Biologicals™. Una revisién sistematica identificd que las
vacunas inactivadas monovalentes A (HIN1) pdmO9 fueron
efectivas para prevenir la influenza pandémica. En los nifios,
las vacunas con adyuvante fueron mas efectivas en compa-
racion con las vacunas sin adyuvante 75. Por otro lado, otro
estudio que analizo la efectividad de una vacuna inactivada
con adyuvante y una atenuada, mostré que las vacunas fueron
eficaces para prevenir la infeccién confirmada por la influenza
pandémica A (HIN1) 2009 a a partir de una semana después
de la vacunacién™,

MERS-CoV (epidemia 2012-2021)
La epidemia Sindrome Respiratorio de Medio Oriente

Biotechnological tools in the diagnosis, prevention, and treatment of pandemics

(MERS) fue causada por el coronavirus del MERS (MERS-CoV),
descrito por primera vez en Arabia Saudita en junio de 201276,
continta vigente hasta la fecha. La mayoria de casos apare-
cen en el Medio Oriente debido a la exposicion directa de sus
habitantes a fuentes zoondticas. Hasta la actualidad se han
notificado 2566 casos confirmados y 882 muertes’”.

Entre las pruebas de laboratorio empleadas para la detec-
cién de MERS se encuentran las moleculares y las seroldgicas.
Los ensayos moleculares se utilizan para el diagndstico de la
infeccion viral activa en personas con sintomas clinicos o que
han estado en contacto con casos confirmados con MERS-CaV.
Por otra parte, los estudios seroldgicos llevados a cabo por la
deteccidn de anticuerpos, se aplican con fines de vigilancia e
investigacion, y no de diagndstico’®.

El ensayo de gRT-PCR a partir de muestras respiratorias
inferiores, superiores, suero y heces, ha sido la técnica tradi-
cional en el diagnéstico de MERS-CoV. Para la confirmacién
de la infeccion se requiere un resultado positivo de gRT-PCR
para dos regiones gendmicas Unicas y especificas del virus, o
un resultado positivo para una sola diana y la secuenciacion de
otra’®’, Entre las dianas genéticas recomendadas para la de-
teccion primaria del MERS se encuentran las regiones aguas
arriba del gen de la proteina E (UpE) y el gen N9 mientras
gue las pruebas confirmatarias se orientaron al ORF1a, ORF1b
o al gen N79&%,

Se han investigado otras posibles técnicas moleculares
apropiadas para el diagnostico. Por ejemplo, la RT-RPA maostro
una especificidad comparable a la de la RT-PCR, con benefi-
cios adicionales como el corto tiempo de determinacion (3-7
minutos) y la facilidad de movilidad®? La RT-LAMP fue posible
llevarla a cabo en menos de una hora, con una alta especifi-
cidad y sin reacciones cruzadas®®. Huang et al.®* optimizaron
dicha técnica, y establecieron un ensayo de visualizacion de
4cidos nucleicos con la combinacién del ensayo RT-LAMP y
una tira de visualizacién de flujo vertical (RT-LAMP-VF), con el
fin de detectar el gen N del MERS-CaV, con alta especificidad,
en un tiempo estimado de 35 minutos y sin el empleo de equi-
pos de alto costo.

Tratamiento terapéutico y profilactico

La atencidn de apoyo y la prevencion de complicaciones,
como el sindrome de dificultad respiratoria y las infecciones
nosocomiales son las principales estrategias para prevenir la
epidemia del MERS. Hasta el momento, se han registrado va-
cunas y antivirales en fase de desarrollo®,

Varias de las opciones de tratamiento, se han basado en
anticuerpos neutralizantes®®, En el brote de Corea en el
2015, se evalud la infusidn de plasma convaleciente en 3de 13
pacientes con insuficiencia respiratoria producto del MERS. EL
empleo de plasma con un titulo en la prueba de neutralizacién
por reduccion de placa (PRNT) de 1:80 reveld una respues-
ta seroldgica significativa en comparacién con el de un titulo
PRNT de 1.:40. Los autores recomendaron el uso de plasma
convaleciente de donantes con una actividad neutralizante
PRNT >1: 80 para conseguir resultados eficaces®™. Por otro
lado, de Wit et al.®* evaluaron la eficacia terapéutica y profi-
lactica de dos anticuerpos monoclonales (mAb) neutralizantes
completamente humanos (REGN3048 y REGN3051) que se di-
rigen al dominio de unién al receptor (RBD) de la proteina S del
MERS-CoV en primates no humano, los resultados mostraron
niveles altos de actividad neutralizante y reduccién de la carga
viral en los pulmones de los animales, sin embargo, se observé
una mejor respuesta como régimen profilactico. Ademas, se
llevé a cabo un ensayo de seguridad, tolerabilidad, farmaco-
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cinética e inmunogenicidad de la combinacion de REGN3048
y REGN3051, administrado por via intravenosa en voluntarios
sanos, este estudio ha completado su fase 1 (NCT03301090).

Los anticuerpos policlonales son otra opcidn terapéutica,
Luke et al®? produjeron inmunoglobulina G (IgG) policlonal
completamente humana contra la proteina de pico del MERS-
CoV, a partir de la inmunizacion de ganado transcromosdémico.
En modelos murinos, estos anticuerpos (SAB-301) tuvieron la
capacidad de reducir los titulos virales con la aplicacién de una
Unica dosis a las 24 o 48 horas, después de la exposicién del
coronavirus. Un estudio clinico de fase 1, en el que se evalud
la seguridad, tolerabilidad y farmacocinética de SAB-301 en
adultos sanos, interpretd que las infusiones Unicas de SAB-
301 con una concentracion de hasta 50 mg / kg parecen ser
seguras y bien toleradas®.

La combinacién de antivirales e interferones ha sido la
base de varios tratamientos ensayados. Un estudio clinico fase
2/3 en el que se probd la combinacién de interferon B-1b re-
combinante mas lopinavir-ritonavir, durante 14 dias, concluyo
que el tratamiento produjo menor mortalidad en comparacién
con el placebo en pacientes confirmados con MERS y produjo
efectos adversos graves en el 9% de la poblacién. Existieron
mejores resultados cuando este se aplico entre los 7 dias pos-
teriores a la aparicién de sintomas®'.

Desde el inicio de la epidemia provocada por el MERS-
CoV, se planteo el objetivo de desarrollar una vacuna contra
el virus, por lo que diferentes grupos de investigadores alre-
dedor del mundo se han unido al proceso. La vacuna GLS-
5300 basada en plasmido de ADN que expresa la proteina S
del MERS-CoV%, en el ensayo fase 1 reveld que las respuestas
inmunitarias fueron independientes de la concentracion de la
dosis, ademas se observd seroconversion en 86% de los parti-
cipantes y respuestas de células T en el 71% después de dos
dosis, mientras que en el grupo que se administrd tres dosis se
presencio seroconversion en el 94% de los participantes y res-
puestas de células T en el 76%, asimismo se observaron anti-
cuerpos neutralizantes en el 50% de la poblacion estudiada®.
Ademas, se estan llevando a cabo dos ensayos clinicos fase
1/2 enlos que se esté evaluando la inmunogenicidad y la segu-
ridad de las vacunas de vectores virales BVRS-GamVac-Combi
(NCT04128059) y BVRS-GamVac (NCT04130594).

Las otras dos vacunas que publicaron sus ensayos fase
1 se basaron en vectores virales de replicacion incompetente,
en las que se evalud la seguridad, tolerabilidad e inmunoge-
nicidad. La vacuna MVA-MERS-S, basada en la Vacuna Modi-
ficada de Ankara (MVA) que expresa la glicoproteina S®; y la
vacuna ChAdOx1 MERS vectorizada de adenovirus de chim-
pancé (ChAdOx1) que de igual forma expresa la proteina S de
longitud completa®. En los resultados, los dos ensayos mos-
traron seguridad con ausencia de efectos secundarios graves,
ademas de respuestas humorales y celulares contra el MERS-
CoV®%, En el caso de la vacuna MVA-MERS-S en el 75% de los
participantes se observo seroconversion después de la segun-
da inmunizacion con dosis baja y en el 100% con la dosis alta.
Se detectaron respuestas de células T en el 83% y en el 91%
de la poblacién dependiendo del tipo de dosis administrada®.

EBOV (epidemia 2013-2016)

La enfermedad del virus del ébola (EVE), es una infeccién
grave y letal provocada por el virus del ébola de Zaire (EBQV),
que aparecié por primera vez en Republica Democratica del
Congo en 1976%. Sin embargo, el brote més grande reportado
en la historia surgi6 en diciembre de 2013 en Africa Occiden-
tal y duré hasta 2016, periodo en el que se registraron 18 616

casos y 11 310 muertes®. Los brotes de EBOV del 2013-2016
y los ultimos brotes registrados en Republica Democratica del
Congo®, han permitido mejorar la comprension de la enferme-
dad y optimizar las estrategias para la prevencion, el diagnds-
tico, la atencidn clinica y el tratamiento de EVE, debido a la
aplicacion de técnicas moleculares modernas en la caracteri-
zacion del virus®9100,

Las pruebas de diagndstico para el EVE recomendadas
por la OMS son las pruebas de acido nucleico automatizadas o
semiautomatizadas para la deteccion de ARN viral y las prue-
bas répidas de deteccidn de antigenos como test de vigilan-
cia'®. En general, la sangre es la muestra de preferencia para
el diagndstico en pacientes y los hisopos orofaringeos son de
utilidad para el diagndstico post mortem?04192,

La gRT-PCR es la prueba estandar para el diagndstico, ca-
paz de detectar el virus de 3-6 dias después del inicio de los
sintomas!%?1%, Uno de los ensayos importantes desarrollados
y con EUA por la FDA y la OMS, en el brote del 2013-2016, fue
la prueba molecular automatizada Gene Xpert Ebola (Cepheid)
basada en gRT-PCR con sefal fluorescente de sondas para
control de calidad, que amplifica dos genes del EBQV, el gen
Ny el de la glicoproteina (GP), el doble objetivo de esta prue-
ba permitié disminuir falsos negativos cuando se analizaron
muestras con nuevas variantes de virus, los resultados mos-
traron una alta sensibilidad analitica (100%) y especificidad
(99.5-100%), con un tiempo corto de respuestas, en compa-
racion con la RT-PCR comun!%; este ensayo fue empleado en
su mayoria en el ultimo brote de Republica del Congo (2018-
2020)%.

Ademas, se han disefiado varias pruebas portatiles de
flujo lateral para la deteccion répida de antigenos'®. La pri-
mera prueba de este tipo aprobada por la FDA en el 2019 fue
OraQuick Ebola Rapid Antigen Test de OraSure Technologies,
un ensayo inmunocromatogréfico dirigido a la proteina viral 40
(VP40) o de la matriz proteica con una sensibilidad de 97.1-
100% y una especificidad del 98-100%"96:197,

Tratamiento terapéutico y profilactico

Durante el gran brote de EVE del 2013-2016 varios farma-
cos biotecnoldgicos con actividad antiviral o como inmunotera-
pia contra EBOV fueron llevados a ensayos clinicos, entre los
que estuvieron: administracion de plasma convaleciente'%; un
coctel de tres anticuerpos monoclonales neutralizantes (ZMa-
pp) dirigidos hacia la GP de superficie del EBOV'®; interferdon
IFNB-1a'? y un producto de nanoparticulas lipidicas de ARNip
que inhibe la produccién de dos proteinas virales fundamenta-
les, la L-polimerasa, la cual interviene en la transcripcion y re-
plicacion del EVE, y la proteina viral 35 (VP35), comprometida
con la destruccion de la respuesta inmune del huésped''. Sin
embargo, estas terapias no cumplieron con los criterios esta-
blecidos para ser aprobadas para su uso masivo®1,

Durante el brote de Republica del Congo de 2018 inicid
el ensayo Pamoja Tulinde Maisha (PALM) que significa “Jun-
tos salvamos vidas”, un ensayo controlado, aleatorio, abierto
y multicéntrico, en el que se estudié las terapias experimenta-
les mas prometedoras. Esta investigacién compard a Zmapp
contra tres nuevos agentes: remdesivir, mAbl114 y REGN-EB3
(NCT03719586)*2 Inmazeh (REGN-EB3 ) fue el primer farma-
co aprobado por la FDA para tratar el EVE (14 de octubre de
2020) con una Unica perfusion intravenosa de 150 mg por kg*2,
Se trata de un céctel de tres anticuerpos IgG1l humanizados
en una proporcion 1:1:1 dirigidos a la tres epitopes no super-
puestos de la GP del EBOV, los tres anticuerpos pueden unirse
simultaneamente bloqueando la unién y entrada del virus a
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la célula huésped'**. El segundo tratamiento aprobado por la
FDA, en diciembre de 2020, fue Ebanga (mAbl14), un Unico
anticuerpo monaclonal IgG1 dirigido a un epitope altamen-
te conservado del dominio de unidn al receptor de la GP del
EBQV, este es administrado por via intravenosa con una sola
dosis de 50 mg/kg'*®. Ebanga previene la interaccién de GP del
EBQV con el receptor NPC1, blogueando la infeccidn del virus
a la célula huésped*®,

Debido a que la GP del EBOV es el inmundgeno mas
importante detectado'’, la mayoria de las vacunas en desa-
rrollo durante el brote de ébola 2013-2016 fueron disefiadas
para activar la respuesta inmune del huésped frente a este
antigeno™®. Entre las vacunas candidatas llevadas a ensayos
clinicos se encontrd rVSV-ZEBQV, una vacuna de vector viral
competente para la replicacion basada en el virus de estoma-
titis vesicular recombinante que expresa la GP de superficie
del EBOV del Zaire'®. El ensayo Ebola ¢a Suffit (“Ebola esto
es suficiente”) de fase 3 llevado a cabo en Guinea en el 2015,
evaluo la eficacia y efectividad de una sola dosis intramuscu-
lar de la vacuna rVSV-ZEBQOV con una estrategia de vacuna-
cion en anillo abierta y aleatorizada por grupos, mediante la
cual se administra la vacuna a individuos con conexién social
o0 geogréfica a un caso confirmado®®. La eficacia de la vacuna
fue del 100%, con alta tolerancia en los seres humanos, una
activacion rapida de la respuesta inmune después de una Unica
dosis y sin casos confirmados entre las personas vacunadas
después de los 10 dias de inmunizacion'?. En 2019 esta va-
cuna denominada Ervebo desarrollada por Merck Inc., fue la
primera vacuna aprobada por la EMA 'y por la FDA para su uso
médico'?*?, con una eficacia estimada de 95.7% evaluada por
la OMS en 90 000 personas asociadas al brote del 2018 de
Republica Democrética del Congo'?®.

Otra de las vacunas empleadas para la prevencién del
EVE es la vacuna fabricada por Johnson & Johnson, autoriza-
da para su comercializacion en circunstancias excepcionales
por la EMA en julio de 2020%%, Esta vacuna fue desarrollada
en el brote de 2013- 2016 y ha alcanzado ensayos clinicos de
fase 1, los que demostraron seguridad, tolerabilidad e inmu-
nogenicidad'?. El régimen de vacunacion consta de dos dosis
conformado por vacunas diferentes: Zabeno (Ad26.ZEBQV),
una vacuna de adenovirus humano serotipo 26 no replicante
que codifica la GP del EBOV de Zaire, y una vacuna de refuerzo
administrada ocho semanas después, denominada Mvabea ©
(MVA-BN-Filo), constituida por MVA de replicacion incompe-
tente que expresa tres GP y una nucleoproteina de diferentes
variantes del virus del Ebola'?1%.

SARS-CoV-2 (2019-2021)

La pandemia en curso de la enfermedad por coronavirus
2019 (COVID-19), provocada por el Coronavirus del Sindrome
Respiratorio Agudo Severo 2 (SARS-CoV-2), inici¢ en diciembre
de 2019 en un mercado de animales en Wuhan, provincia de
Hubei, China'?’. Hasta inicios de marzo de 2021, la OMS ha re-
portado 113.6 millones de casos confirmados, 2.5 millones de
muertes en todo el mundo y 223 paises afectados'?.

En el caso de esta pandemia, la FDA recomendd tres tipos
de pruebas: las pruebas de diagndstico que identifican una in-
feccion activa por presencia del virus, las pruebas seroldgicas
o de anticuerpos y las pruebas de manejo de pacientes con
COVID-19 para detectar biomarcadores relacionados con la
inflamacion'?910,

La prueba estandar para el diagnéstico de COVID-19 es la
gRT-PCR™!, esta técnica molecular va dirigida a regiones alta-
mente conservados o que se expresan con abundancia como el
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gen E, N, SyelgendelaARN polimerasa dependiente de ARN
(RdRp) del ORFlab'¥?!%, Sin embargo, a pesar de la alta es-
pecificidad de la prueba ha demostrado sensibilidad inestable,
comparada con otras técnicas como la tomografia computari-
zada (TC) de tdrax, esto puede depender varios factores como:
la carga viral del paciente, la forma de muestreo, el procesa-
miento y el transporte de la muestra, la tasa de deteccion de
los diferentes fabricantes, entre otras!®134,

Con los antecedentes antes mencionados el objetivo de
varios grupos de investigacion se han centrado en disefar
pruebas de diagnostico alternativas, entre ellas se halla la RT-
LAMP, una tecnologia de amplificacion de ADN, que se emplea
para detectar ARN del SARS-CoV-2, los resultados se logran
obtener en aproximadamente 45 minutos en muestras con
una baja concentracion viral, sin el empleo de equipamiento
costoso debido a que la reaccidn final se puede observar a
simple vista por un cambio colorimétrico; ademas el disefio de
los cebadores ha sido dirigido a regiones conservadas con baja
frecuencia de mutacion como el gen S, gen ORFlaby el gen N,
lo que garantiza la especificidad!*>'*, Huang et al.**" probaron
el ensayo RT-LAMP en un solo paso, es decir sin la extraccién
de ARN, el resultado fue la amplificacion de ARN directamente
de una muestra; por lo que aseguraron que la meta final es de-
sarrollar un dispositivo capaz de extraer, purificar, retro trans-
cribir ARN, y llevar a cabo la amplificacidn isotérmica mediada
por bucle (LAMP) para la deteccién de SARS-CoV-2.

La tecnologia Crispr-Cas es una nueva herramienta bio-
tecnoldgica que ha revolucionado el diagnéstico molecular de
répida deteccion, alta precision y sensibilidad, gran versatili-
dad y portabilidad sin la intervencién de equipos sofisticados
de laboratorio*®. En mayo de 2020 la FDA otorgd una EUA a
la primera prueba de CRISPR combinada con RT-LAMP para el
diagndstico de la infeccion activa por SARS-CoV-2 en el punto
de atencidn, denominada SHERLOCK, desarrollada por Sher-
lock BioSciences'®. Este protocolo se basa en la enzima Ca-
s13a guiada por el ARN Crispr (ARNcr) para reconocer un ARN
de cadena simple o un ARN mensajero viral, cuando el comple-
jo Crispr -Cas se une a su diana, la actividad nucleasa colateral
de la enzima conduce a la escisidn inespecifica de una molécu-
la marcada con fluorescencia, tras este proceso la sefial sera
detectada mediante fluorescencia o tiras de flujo lateral**°.
Segun Joung et al.*** SHERLOCK proporciona una sensibilidad
comparable con la gRT-PCR y posee un limite de deteccién
de 100 copias del genoma viral; en muestras de hisopados de
nariz, boca o garganta, ademas de fluido pulmonar!“,

Otro de los kits de diagndstico frente a COVID-19 dispo-
nible comercialmente y basado en los mismos principios es
DETECTR, disefiado por Mammoth Biosciences'®. Este sis-
tema por su parte usa la enzima Casl2a para dirigirse a una
secuencia de ADN de doble cadena (dsADN) del SARS-CoV-2,
una vez hallada la diana genética la enzima escinde indiscrimi-
nadamente moléculas indicadoras de ADN de cadena simple
(ssADN) marcadas con el flouréforo y ocurre el mismo proce-
so antes mencionado**®*2, DETECTR muestra una alternativa
visual y més répida que la técnica estandar para la tipificacion
de secuencias moleculares del SARS-CoV-2, con una sensibili-
dad del 95% y una especificidad del 100%"2.

Las pruebas rapidas de deteccion de antigenos son otra
opcién para el diagndstico de COVID-19, estos inmunoensa-
yos estan esquematizados para localizar particulas virales en
muestras nasofaringeas o de frotis nasal. Las ventajas de las
pruebas de antigenos es la rapidez de deteccion, aproximada-
mente 15 minutos, a un bajo costo y alta especificidad**44,
Hasta la fecha la FDA ha otorgado la EUA a quince test comer-
ciales con este principio'?°.
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La pandemia por COVID-19 sigue vigente y cada dia que
pasa continta la | + D en pruebas de diagndstico més rapidas,
simples, baratas, escalables y precisas en comparacion con
las existentes'“®. Como el desarrollo de biosensores fototérmi-
cos plasmanicos de doble funcién con una alta precision*6, o
un ensayo de CRISPR potencializado y ultrasensible con la po-
sibilidad de ser integrado en un chip de microfluidos que pueda
ser leido por un teléfono celular inteligente!#"4€,

Tratamiento terapéutico y profilactico

Existe una gran variedad de tratamientos en investigacion
para el COVID-19 por ejemplo antivirales, terapias celulares y
genéticas, inmunomoduladores, anticuerpos neutralizantes y
tratamientos combinadas; de los cuales, varios se encuentran
en ensayos en etapa temprana donde se evaltan la seguridad
y dosificacién, mientras que otros se hallan en etapa tardia en
los que se prueba la seguridad y la efectividad'®. Por otro lado,
se han empleado multiples plataformas biotecnoldgicas tanto
tradicionales como modernas para el desarrollo de vacunas
contra el COVID-19%%151 (Figura 3).

Las terapias basadas en anticuerpos neutralizantes se
han mostrado efectivas en las primeras etapas de la infeccién
por SARS-CoV-2, cuando el virus empieza su proceso de repli-
caciény el huésped aun no reacciona con una respuesta inmu-
ne eficaz'*?. La FDA ha concedido la EUA a ciertos anticuerpos
monoclonales neutralizantes anti-SARS-COV-2 dirigidos al
RBD de la protefna S como tratamiento para pacientes ambu-
latorios con COVID-19 de leve a moderado, la funcién de estos
anticuerpos es bloguear la unién del RBD a la célula huésped
y neutralizar el virus'®315,

Bamlanivimab, ha alcanzado estudios clinicos fase 2, los
resultados obtenidos en un andlisis intermedio sugirieron que
una Unica infusién intravenosa de este mAb con una dosis de
2800 mg acelerd la disminucion de la carga viral, ademas
los pacientes no haospitalizados que recibieron el tratamiento
mostraron sintomas mas leves y una tasa de hospitalizacion
menor que el grupo placebo. Sin embargo, no es posible sacar
conclusiones finales, por lo que se necesitan datos de ensayos
clinicos mas amplios'*®. AL mismo tiempo se esta llevando a
cabo un ensayo fase 2/3 para determinar el efecto de la mono-
terapia de bamlanivimab y la terapia combinada de bamlanivi-
mab con etesevimab. El estudio concluyd que el tratamiento
combinado se asocié con una reduccion de la carga viral esta-
disticamente significativa al dia 11, en contraste con la mono-
terapia y el grupo placebo'®®,

Finalmente, el analisis intermedio del estudio clinico fase
1/3 del cdctel de anticuerpos humanos neutralizantes REGN-
CQOV2 (casirivimab y imdevimab), informd que una sola dosis de
REGN-COV2 de 2,4 g 0 8,0 g fue capaz de reducir la carga viral
al dia 7 con un efecto mayor en pacientes con anticuerpos séri-
cos negativos (anticuerpos enddégenos) contra el SARS-CoV-2.
Asimismo, el porcentaje de participantes con visitas médicas
fue menor en el grupo que recibio el céctel de anticuerpos que
en el grupo placebo'’,

Una tecnologia tradicional, el plasma convaleciente de
titulo alto, es decir con la relacién sefial/corte (s/c) de >12.0
a 29.5 en la prueba Ortho VITROS Anti-SARS-CoV-2 IgG, es
otro de los productos bioldgicos aprobados como EUA por la
FDA™3, Los resultados de los diferentes estudios varian, en pa-
cientes con COVID-19 grave o potencialmente mortal no pre-
senta una mejora clinica estadisticamente significativa'®®1%,
mientras que otros proporcionan datos sélidos de que la trans-
fusiéon de plasma convaleciente en pacientes hospitalizados
es segura con una administracion temprana dentro del curso

clinicot6-162,

Actualmente, existen 182 vacunas en desarrollo preclini-
co y 74 en desarrollo clinico de las cuales 3 han obtenido la
EUA por parte de la FDA, pertenecientes a Moderna Therapeu-
tics, Pfizer-BioNTech y Johnson & Johnson'®C.

Moderna Therapeutics junto con Instituto Nacional de
Alergias y Enfermedades Infecciosas (NIAID) produjeron la
primera vacuna en ser llevada a ensayos clinicos, se trata de
mRNA-1273, una vacuna de ARN encapsulada en nanoparti-
culas lipidicas que contiene la informacién de la proteina de
S de longitud completa estabilizada previa a la fusién, un en-
sayo fase 3 determind una eficacia del 94.1% con dos dosis
de 100 pg de esta vacuna'®®. La vacuna producida por John-
son & Johnson, Ad26.COV2.S, es una vacuna de dosis Unica
(5x10%° particulas virales) basada en un adenovirus serotipo
26 incompetente para la replicacion que expresa la proteina
S del SARS-CoV-2, los ensayos clinicos muestran diferentes
eficacias de la vacuna frente al virus; 72% en EE.UU., 66% en
Latino Ameérica y 57% en Sudéafrica!®0164165,

Por otro lado, la primera vacuna para la prevencion de CO-
VID-19 que recibid un EUA fue BNT162b2 de Pfizer-BioNTech,
el 2 de diciembre por la Agencia Reguladora de Medicamentos
y Productos Sanitarios (MHRA) del Reino Unido'® y el 11 de
diciembre de 2020 por la FDA",

En Ecuador esta vacuna desarrollada por Pfizer-BioN-
Tech, fue la primera en ser aprobada para uso de emergencia
por la Agencia Nacional de Regulacidén, Control y Vigilancia Sa-
nitaria (ARCSA)*%, BNT162b2 es una vacuna de ARNm modifi-
cado con nucledsidos y formulada con particulas lipidicas que
codifica la proteina S transmembrana de longitud completa.
Un ensayo global fase 2/3 manifesté que la administracion de
dos dosis (30 pg de vacuna por dosis) de BNT162b2 con 21
dias de diferencia alcanza 95% de eficacia en la prevencion de
COVID-19 y un perfil de seguridad caracterizado por dolor leve
en el lugar de la inyeccion, dolor de cabeza y fatiga, con una
baja incidencia de efectos secundarios graves!®®,

La segunda vacuna aprobada por el ARCSA es ChAdOx1
nCoV-19 (AZD1222)'%, una vacuna de vector no replicante
ChAdOx1 que contiene el gen de la proteina S del virus, dise-
fiada por AstraZeneca y la Universidad de Oxford. Un anélisis
de cuatro ensayos con una administracion de dos dosis (dosis
estandar 5 x 10'° particulas virales) demostré que en aquellos
participantes que recibieron dos dosis estandar la eficacia de
la vacuna fue del 62%, mientras que en el grupo que adoptd
media dosis estandar seguida de una dosis completa la efica-
cia fue de 90%, obteniendo una eficacia global de la vacuna del
70,4% contra el COVID-19 sintomatico con un perfil de seguri-
dad aceptable!™.

A continuacion se describiran las herramientas de la bio-
tecnologia y sus mdultiples aplicaciones, ademds se mencio-
naran sus caracteristicas mas importantes empleadas en el
control, manejo y prevencion de las diferentes pandemias.

Herramientas biotecnoldgicas

En 1919, el ministro de alimentos hungaro, Kark Ereky,
menciond por primera vez la palabra biotecnologia refiriéndo-
se a todas las areas de trabajo en las cuales los productos
son obtenidos a partir de materia prima organica mediante la
intervencion de organismos vivos'’? Sobre esta base la biotec-
nologia ha ido evolucionando y ha sido dividida en tres periodos
en funcion del tiempo: la biotecnologia antigua, la biotecnolo-
gia clésica y la biotecnologia moderna'®'%, EL ultimo periodo
inicié con la revelacién del modelo de doble hélice del acido
desoxirribonucleico (ADN) en 1953, desde este evento, la bio-
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Herramientas biotecnolégicas para el diagndstico de enfermedades pandémicas
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Figura 2. Herramientas biotecnoldgicas para el diagnostico de enfermedades pandémicas - Ventajas y desventajas.

tecnologia fue considerada como una ciencia moderna capaz
de desarrollar sus propias aplicaciones'’®, basadas en técnicas
modernas como las técnicas de ADN recombinante!® o la téc-
nica de la hibridoma*".

En la actualidad se puede definir a la biotecnologia como
una ciencia multidisciplinaria e interdisciplinaria que emplea
organismos vivos, células o sus derivados para el desarrollo
de productos y procesos orientados al bienestar humano em-
pleando diversos tipos de herramientas y tecnologiast’'%,
Otra de las clasificaciones de esta ciencia se basa en un cddigo
de colores que diferencia las principales areas'’®. Un area de
la biotecnologia de interés en esta revision es la biotecnologia
roja, médica o farmacéutica, que se relaciona con la produccion
y desarrollo de métodos de diagndstico y productos biofarma-
celticos como biofdrmacos recombinantes, productos de in-
genieria de tejidos, productos de ingenieria de proteinas, anti-
cuerpos monoclonales, vacunas, medicamentos regenerativos
(terapia de células madre y génica), nanoparticulas y hiosen-
sores!’®178178 | as herramientas biotecnoldgicas han permitido
la obtencidn de estos productos a escala industrial, incluyendo
agentes novedosos y tradicionales los cuales eran producidos
en minoria, para lo que se emplean bioprocesamientos conoci-
dos como biotecnologia blanca o industrialt™817¢,

Era de las “OMICAS" para el desarrollo de herramientas
biotecnoldgicas

Las tecnologias "omicas” inspiradas en el proceso natural
de produccion de biomoléculas en las células, han aportado
significativamente en el avance del diagndstico, manejo y pro-
ndstico de varias enfermedades, siendo elementales para el
perfeccionamiento de la medicina personalizada de proxima
generacion'®®8l debido a que permiten una mejor compren-
sion de los mecanismos moleculares y celulares que interfie-
ren en la progresion de una enfermedad en humanos'®. Entre

las “0micas” con mayor avance estan la gendmica, transcrip-
témica, protedmica y metabolémica'®, siendo la gendmica y
protedmica las “omicas”, con un protagonismo superior en la
investigacion de diagndstico y tratamiento en enfermedades
infecciosas'®. La gendmica trata de la estructura, funcion,
evolucion y mapeo de genomas, con el objetivo de cuantificar
y caracterizar genes'®., La obtencion y analisis de secuencias
completas de los genomas de patdgenos causantes de enfer-
medades emergentes ha sido valioso para el analisis filogené-
tico de estos microorganismos, conocer su origen, caracterizar
los patrones de transmisidn, el desarrollo acelerado de prue-
bas de diagndstico eficientes, ademaés, ha sido la base para el
disefo de nuevas tecnologias terapéuticas, incluidos biotecno-
légicos y ha permitido la identificacion de epitopes claves para
la construccién de vacunas. Asimismo, ha influido en el segui-
miento epidemioldgico de las pandemias y en la deteccion de
nuevas variantes virales’183-186,

La protedmica, por otro lado, estudia todas las proteinas
presentes en una célula, tejido u organismo, centrandose en
las propiedades bioquimicas, roles funcionales y sus cambios
frente al crecimiento o a estimulos internos y externos!#21871€8,
La protedmica a través de espectrometria de masas facilita los
analisis de precision, sensibles y de alto rendimiento de protei-
nas a gran escala'®’. Ademas, es posible comprender y descu-
brir interacciones claves proteina-proteina, redes de sefaliza-
cidn, interacciones complejas huésped-patdgeno, respuestas
del huésped al invasor y los mecanismos de aprovechamien-
to del microorganismo, lo que ha proporcionado informacion
sobre la patogénesis de una enfermedad, caracterizacién de
biomarcadores para métodos de diagndstico y farmacos anti-
virales durante una epidemia'®?'®, Al mismo tiempo el proto-
tipado por espectrometria de masas puede ser un método de
diagnostico alternativo'®.
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PRODUCTOS BIOLOGICOS USADOS EN EL CONTROL DE
PANDEMIAS
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Figura 3. Productos bioldgicos usados en el control de pandemias (Creado en BioRender).

Herramientas biotecnoldgicas en el diagnostico

Las herramientas biotecnoldgicas modernas aplicadas
para el diagndstico se han optimizado a lo largo de la apari-
cion de las diferentes pandemias, gracias a la investigacion y
el avance tecnoldgico, con el fin de producir pruebas sencillas,
de bajo costo, que requieran menor tiempo de deteccién, con
sensibilidad y especificidad alta®®1¢1®°, | .os métodos para la
identificacion de patdgenos se han basado principalmente en
cultivo viral®®, deteccion de antigenos®1%, identificacion indi-
recta de anticuerpos®?° y deteccién de écidos nucleicos*>130:1%2
(Figura 2). Debido a la necesidad de pruebas de diagnostico
en el punto de atencidn (POCT) se estan efectuando estudios
trascendentales para convertir las técnicas conocidas en he-
rramientas POCT répidas, eficientes y ultrasensibles, sin la
necesidad de mano de obra experimentada y laboratorios so-
ﬁSticad0584,130,189,19[]l

Técnicas de diagndstico molecular

Los test moleculares son las pruebas de diagndstico
con mayor demanda en los ultimos afos, debido a su elevada
sensibilidad y precisién'®18, Estas tecnologias mecanizadas
detectan y amplifican secuencias especificas y conservadas
del genoma del patdgeno en muestras de pacientes infecta-
dos*1%, Las cuales se describen a continuacion:

Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

Es una técnica que se emplea para amplificar exponencial-
mente pequefos fragmentos de ADN diana. El principio de la PCR
se fundamenta en el ciclo repetitivo de tres reacciones: desnatu-
ralizacidn, alineacion y extensidn, el proceso se repite de 30 a 40

veces, con el doble de la cantidad de material genético objetivo
en cada ciclo. Al final se producen millones de fragmentos de la
secuencia de ADN diana, en un periodo corto de tiempo'.
Existen algunas variaciones de la PCR. PCR de transcrip-
cién inversa (RT-PCR) inicia con la obtencién de ADNc a partir
de ARN mediante transcripcion inversa, seguido por la amplifi-
cacion del ADNc. Esta técnica se usa para la deteccion de virus
de ARN®, PCR cuantitativa en tiempo real (QPCR) se basa en
el empleo de sondas marcadas con fluorescencia que permi-
ten cuantificar los productos de PCR a medida que se generan,
en esta técnica el ciclo de temperatura ocurre mas rapido que
en los ensayos de PCR estandar, la hibridacién de sondas se
produce continuamente durante la reaccién de amplificacion y
el tinte fluorescente acoplado a la sonda emite una sefial solo
cuando tiene lugar la hibridacién'®?. Por otro lado, PCR multi-
ple es utilizada para la identificacion simultanea de varias se-
cuencias de genes que pertenecen al mismo patégeno o a una
mezcla de diferentes patdgenos. Esta técnica permite ahorrar
tiempo y reactivos al dirigirse a multiples dianas a la vez!®.
Otro tipo de PCR es la PCR anidada, este ensayo implica dos
reacciones de amplificacion secuenciales con un par de ceba-
dores diferentes en cada una, el segundo conjunto de cebado-
res amplifica un objetivo secundario dentro del producto de la
primera reaccion. Esto proporciona ejecutar un mayor nimero
de ciclos mientras se reducen los productos no especificos,
aumentando la especificidad y sensibilidad de deteccidn!®*19,

Técnicas de diagndstico molecular en desarrollo

A lo largo del tiempo se han ido desarrollando técnicas
moleculares modernas para el diagndstico (Figura 2).
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La amplificacidon isotérmica mediada por LOOP (LAMP)
amplifica secuencias especificas de ADN empleando un conjun-
to de cuatro o seis cebadores Unicos, la mezcla de reaccién se
incuba en una sola temperatura y el producto de amplificacion
puede detectarse por la presencia de precipitado de pirofosfato
de magnesio como subproducto del proceso de amplificacion
o por fluorescencia bajo luz UV, ademas es posible monitorear
la reaccidn en tiempo real midiendo la turbidez del pirofostato.
Este ensayo se caracteriza por su simplicidad y alta sensibili-
dad®31%51% | g técnica LAMP se combina con una transcripcion
inversa para la identificacién de ARN (RT-LAMP)83137,

Por otro lado, las Repeticiones Palindromicas Cortas
agrupadas y Regularmente Espaciadas (CRISPR), secuencias
asaciadas con las nucleasas Cas son la base de la tecnologia
CRISPR/Cas. CRISPR son una familia de secuencias de ADN
propias de organismos procariota y Cas son un grupo de en-
donucleasas que precisan de un ARN guia para reconocer y
cortar una secuencia complementaria de ADN. Estas enzimas
pueden ser programadas para ser dirigidas a ARN viral**>197, La
amplificacion mediada por transcripcion (TMA) es un ensayo
de amplificacion isotérmica de un Unico tubo que emplea una
transcriptasa inversa y una polimerasa de ARN para amplifi-
car segmentos especificos de ADN o ARN con mayor eficiencia
que la RT-PCR!®8, Mientras que una alternativa isotérmica de la
PCR, es la amplificacion isotérmica de recombinasa y polime-
rasa (RPA), un ensayo rapido, portatil y de deteccion multiple!®®.

Inmunoensayos en el diagndstico

Las pruebas de anticuerpos identifican el aumento de
estas proteinas en el suero de pacientes, los anticuerpos son
producto de la activacidon de una respuesta inmune humoral
pos infeccion de microorganismos patdégenos*. Estos ensayos
suelen estar disefiados para detectar anticuerpos humanos
IgA, IgM o/y IgG, usualmente, los anticuerpos IgM son hallados
pocos dias después de la infeccidn, y los anticuerpos IgG apa-
recen mas tarde!®®. Los estudios de cuantificacién de anticuer-
pos permiten determinar infecciones recientes o pasadas??20,
sin embargo, estas pruebas no se las utiliza para diagnosticar
pacientes infectados debido a problemas de mutaciones de cé-
lulas B*? y deficiencia en la produccion de anticuerpos®®, por
lo que son aprovechadas como una herramienta de estudios
seroldgicos para conocer el estado de la respuesta inmune?y
para evaluar la dindmica de las respuestas humorales activa-
das por vacunas’®®1% (Figura 2).

Otro tipo de inmunoensayo son las pruebas de deteccidn
de antigenos (Figura 2), que se encargan de identificar direc-
tamente particulas de patdgenos en muestras bioldgicas, es
decir son capaces de detectar la infeccidn activa en personas
afectadas. Las mds comunes son las pruebas rdpidas de de-
teccién de antigenos (RAP) que se basan en inmunoensayos
de flujo lateral (LFIA)®, estas realizan una determinacion cua-
litativa del antigeno mediante un anticuerpo especifico inmo-
vilizado en el dispositivo?®, Las RAP son ideales en pacientes
que se encuentran en la etapa inicial de la enfermedad, cuando
la carga viral es comUnmente elevada; ademds en sujetos con
exposicion a casos confirmados. La sensibilidad de las RAP es
menor en comparacion con las pruebas moleculares y el culti-
vo viral?®®2%7, En consecuencia, los resultados negativos de las
pruebas basadas en este método no son capaces de descartar
infecciones.

Productos biotecnoldgicos

Los productos de origen bioldgico son moléculas grandes
y complejas, compuestos de azlcares, proteinas o acidos nu-
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cleicos o combinaciones de estas sustancias, también pueden
ser entidades vivas como células y tejidos que se emplean
para diagnosticar, prevenir, tratar o curar enfermedades. Estos
productos se obtienen de fuentes naturales (humanos, anima-
les, microorganismos, células animales o vegetales), y se pro-
ducen mediante métodos biotecnoldgicos y otras tecnologias
de vanguardia como la nanotecnologia?®®2%,

Los productos bioldgicos constituyen un producto crecien-
te en el mercado farmacéutico, a nivel mundial los gastos en
productos bioldgicos sumaron $277 mil millones durante el
2017 y se predice que en el 2022 aumenten a $452 mil millo-
nes?'%, Estos biofdrmacos se encuentran protegidos por una
mayor cantidad de patentes que los farmacos de origen quimi-
co puesto que la fabricacién bioldgica posee mayor compleji-
dad, por lo que es necesario conservar la propiedad intelectual
no solo sobre las composiciones de materia, sino también sobre
los procesos de fabricacion?*?*2, ELl gran numero de patentes
existentes representan un desafio al momento de identificar
los procesos que deben ser eludidos para evitar litigios, por lo
que el proyecto de Ley de Transparencia de Patentes Bioldgi-
cas propuesto en el Congreso de los EE. UU. en 2019, busca
solucionar este conflicto estableciendo una lista de busqueda
imperativa de patentes que resguarda los productos bioldgicos,
la cual se incorporara en el Libro Plrpura de la FDAZ283,

Por otro lado, a diferencia de los farmacos de molécula
pequena la mayoria de bioldgicos son composiciones comple-
jas y heterogéneas que requieren principios asépticos en todo
el proceso de fabricacion?®. Es asi que la licencia de comercia-
lizacién de un producto bioldgico es otorgada por organismos
reguladores como la FDA y la EMA, que cumplen con los re-
quisitos que garantizan seguridad, pureza y potencia continua
del producto?“.

Los principales productos biotecnoldgicos dirigidos a enfer-
medades causantes de pandemias se observan en la Figura 3.

Los anticuerpos monoclonales (mAb) neutralizantes se
aislan de personas recuperadas de la infeccidn o de modelos
animales inmunizados y se pueden administrar en pacientes
antes o después de una infeccion viral para aplicaciones tera-
péuticas o profilacticas, los cuales van dirigidos a una diana
especifica del patdgeno evitando la infeccién de este a la célu-
la huésped®*141%, Por otro lado, los interferones (IFN) son pro-
teinas sefalizadoras de origen natural producidas por células
del sistema inmunoldgico, que poseen propiedades antivirales
e inmunomoduladoras no especificas®”t° Son estimulados
por infecciones virales, estos se secretan y se unen a la célula
afectada o a sus células vecinas y activa la expresion de genes
con funcidn antiviral*®, Existen tres clases principales de inter-
ferones empleados en farmacoterapia los alfa (IFN-a), los beta
(IFN-B) y los gamma (INF-y)*5, Comuinmente los interferones
son estudiados en combinacién con otros agentes antivirales,
ribavirina o lopinavir / ritonavir®”?'’, Otro de los tratamientos
valorados en la aparicion de pandemias es el empleo de ARN
de interferencia, como ARN de interferencia pequefios (SiRNA)
y micro ARN (miARN), la funcidn de estas moléculas es la su-
presion de la expresion de genes claves de los patégenos me-
diante interferencia por ARNML218.219,

Vacunas

Las plataformas empleadas para el disefio de vacunas
han evolucionado conforme las necesidades de la humanidad
y la disponibilidad de tecnologfa (Figura 3).

Vacunas de virus (inactivadas y atenuadas)
En las vacunas inactivadas se aplican enfoques quimicos
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o fisicos para eliminar las propiedades infecciosas del patd-
geno?, Las ventajas de estas vacunas son la facilidad de
produccién, ademas de su seguridad y eficacia en el recono-
cimiento inmunoldgico, sin embargo, el rendimiento podria ser
limitado debido a la baja produccién del virus y la necesidad de
instalaciones de altos niveles de bioseguridad*®™,

Las vacunas vivas atenuadas constan de una version de-
bilitada del patégeno que se replica limitadamente con el fin
de no causar la enfermedad y al mismo tiempo activar las res-
puestas inmunes de manera similar a una infeccién natural.
Algunas de las desventajas son los problemas de seguridad y
el desafio en el proceso de atenuacion3-",

Vacunas basadas en proteinas (subunidad proteica y
particulas similares a virus)

En el caso de las vacunas de subunidades se administran
proteinas altamente antigénicas del patégeno en el individuo,
debido a su baja complejidad antigénica su eficacia protectora
puede ser limitada, ademas de provocar respuestas inmunes
no regulares?®??!, |_as vacunas de particulas similares al virus
constan de proteinas de la cépside viral, que generan una alta
activacion del sistema inmune debido a la repeticion de sus
estructuras, ademas confieren seguridad debido a la ausencia
de material genético del patdgeno, sin embargo, existen com-
plicaciones en el proceso disefio de la plataforma®?.

Vacunas de vectores virales (replicantes y no
replicantes)

Las vacunas de vectores virales se basan en un virus mo-
dificado con un gen que exprese una proteina de interés del
patdgeno en cuestién. Los vectores virales de replicacién in-
competente son virus inhabilitados para la replicacién median-
te la eliminacidn de partes de su genoma, entre las ventajas de
esta plataforma es que no es necesario manipular el patégeno
in vivo, estos vectores son capaces de activar respuestas in-
munitarias celulares y humorales, y existe gran experiencia en
la produccidén de este tipo de vacunas®1%, Por otro lado, para
el empleo de vectores de replicacidn competente se considera
a virus que no se replican de manera eficiente o virus de ani-
males que no causan enfermedades en humanos, la ventaja
de esta plataforma es que tiene la capacidad de promover una
inmunidad robusta debido a que existe una infeccion real'®.

Vacunas génicas (ADN o ARN)

En este tipo de vacunas la informacion genética del pato-
geno, ADN o ARN, es administrada para luego dirigirse a las
células del individuo vacunado y expresar una proteina de in-
terés capaz de activar efectivamente el sistema inmunitario y
lograr defender al huésped en caso en una futura infeccion. La
tecnologia de ADN se puede producir a gran escala, sin embar-
go, muestran baja inmunogenicidad y necesitan de dispositivos
eficientes para su administracién®?232%. Mientras que, las va-
cunas de ARNm poseen capacidad de desarrollo breve, ele-
vada potencia y fabricacion rentable, pero requiere almacena-
miento a bajas temperaturas para su estabilidad, sin embargo,
con los ultimos desarrollos referentes a ARNm encapsulado
en nanoparticulas se podria almacenar este tipo de vacunas a
temperaturas de 4°C692%,

|
Discusion y conclusiones

En cuanto a las herramientas de diagndstico, se debe te-
ner en cuenta que ninguna prueba biolégica puede alcanzar
una especificidad del 100% y una sensihilidad del 100%'*°. Por

su parte, la sensibilidad se define como la capacidad de una
prueba de arrojar un resultado positivo en una persona enfer-
ma, mientras que la especificidad es la capacidad de la prueba
de obtener un resultado negativo en un sujeto libre de la en-
fermedad????", Como se muestra en la comparacion de resul-
tados de la Tabla 1, la sensibilidad y especificidad de cada una
de las técnicas no son 100%, sin embargo, las herramientas
moleculares presentan la mejor alternativa para el diagndstico
de enfermedades pandémicas, reduciendo en gran medida los
falsos positivos y falsos negativos, elevando asf la eficiencia de
las pruebas. Seguin Yuan et al.**® los resultados del diagnostico
dependen de varias condiciones como las caracteristicas del
kit de deteccidn, sus controles, su especificidad, sensibilidad
y calidad de la muestra, como se demuestra en la Figura 2,
nuevamente las técnicas moleculares alcanzan un porcentaje
superior en comparacion con el cultivo celular que presenta di-
ficultades en el tiempo de ejecucion, baja sensibilidad; y los in-
munoensayos para la deteccion de antigenos, los cuales no se
recomiendan como un diagnéstico confirmatorio debido al alto
indice de falsos negativos. No obstante, las pruebas de antige-
nos debido a que permiten la obtencion resultados acelerados
a un menor costo, se pueden aplicar masivamente teniendo un
mayor impacto en la salud publica.

La gRT-PCR ha sido la técnica mas empleada como es-
tandar de oro para el diagnostico de pandemias, sin embargo,
a pesar de los altos indices de especificidad y sensibilidad, han
surgido algunos problemas como costos elevados, tiempo de
procesamiento, requerimiento de personal capacitado y altos
estandares de bioseguridad, por lo que se estén desarrollando
varias alternativas con resultados prometedores como LAMP,
CRISPR-Cas y hiosensores con el fin de minimizar las desven-
tajas y optimizar el diagndstico de enfermedades pandémi-
085148‘189.

Por otro lado, el gran avance en el desarrollo de los pro-
ductos biotecnoldgicos se debe a varias ventajas como su alta
eficiencia, efectos secundarios mas seguros y reducidos en
contraste con los farmacos de moléculas pequefas, ademas
de los costos relativamente bajos que presentan en compa-
racién con sus beneficios y terapias completamente inno-
vadoras. En el caso de la fabricacién de vacunas fue posible
observar una diferencia significativa en esta pandemia del
SARS-CoV-2 en contraposicién con brotes anteriores, gracias
al nivel cientifico actual, debido que a pesar de la capacidad
de investigacion, de los avances biomédicos y biotecnoldgicos,
y del desarrollo de la tecnologia, las vacunas podrian tardar
afnos, hasta décadas en ser llevadas al mercado para el bene-
ficio de la humanidad, como es el caso de la primera vacuna
contra el EBOV aprobada en el 2019 por la FDA y la EMA'?2 En
la actualidad, la situacion ha sido diferente frente a la pande-
mia de COVID-19, a un afio y tres meses del inicio del brote del
SARS-CoV-2 existen 3 vacunas aprobadas por la FDA, 4 vacu-
nas candidatas en fase 4 y 12 vacunas en estudios clinicos fase
3190, los expertos afirman que todo el proceso de fabricacion y
experimentacién se han dado en un tiempo récord gracias a la
gran inversion tanto publica como privada que se ha llevado a
caboy al sobrelapamiento de las fases preclinicas y clinicas en
los diferentes estudios.

Las perspectivas futuras sobre las herramientas y pro-
ductos biotecnoldgicos son prometedoras, con técnicas de
diagndstico eficientes con caracteristicas ultrasensibles con
requerimientos de concentraciones a escala nano y tecno-
logia basadas en inteligencia artificial o biologia sintética*®?%,
las cuales permitirdn brindar un apoyo intensivo en el diagnos-
tico y seguimiento en la propagacion de la enfermedad y trans-
misién del patdgeno. Los biofarmacos, por su parte, constitu-
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