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RESUMEN

|
La aparicién de la pandemia producida por la COVID-19 (enfermedad producida por coronavi-
rus 2019), cuyo agente causal es el SARS-CoV-2, ha provocado una gran preocupacion a nivel
mundial. Esta emergencia sanitaria ha puesto de manifiesto la necesidad urgente que existe de
desarrollar o bien una nueva vacuna o bien agentes terapéuticos antivirales que permitan com-
batir al SARS-CoV-2. El reposicionamiento de farmacos es una de las estrategias mas rapidas
y practicas de identificar rdpidamente nuevos farmacos que permitirian prevenir, controlar o
incluso erradicar el virus. Encontrar agentes terapéuticos que actien directamente sobre enzimas
especificas que tengan un rol esencial en la replicacion viral serd un gran logro en la busqueda de
antivirales. En este trabajo se analizan las caracteristicas generales de varias enzimas que des-
empefian un papel fundamental en la biosintesis o replicacion del virus y su potencial como
dianas terapéuticas para el desarrollo de nuevos compuestos activos contra el SARS-CoV-2. Este
trabajo provee las bases y direccion para el desarrollo de futuras investigaciones de desarrollo
de nuevos farmacos o el reposicionamiento de farmacos conocidos para combatir la COVID-19.

PALABRAS CLAVE: antivirales, coronavirus, COVID-19, diana, enzima.

ABSTRACT

The outbreak of coronavirus disease 2019 (COVID-19) caused by severe acute respiratory syn-
drome coronavirus 2 (SARS-CoV-2) has raised a major global health concern. This urgent situ-
ation is pressing the world to respond with the development of novel vaccine or small molecule
therapeutics for SARS-CoV-2. Drug repurposing screening is regarded as one of the most practi-
cal and rapid approaches for the discovery of such therapeutics. Direct-acting agents, targeting
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specific viral enzymes that play an essential role in viral replication, represent a milestone in
antiviral therapy. Several biosynthetic enzymes of the SARS-CoV-2 were analyzed as potential
targets to develop new therapeutic drugs. This work provides a basis and directions for future
drug development and reuse on the protein level of COVID-19.

KEYWORDS: antiviral, coronavirus, COVID-19, target, enzyme.

BROTE DE CORONAVIRUS

Los coronavirus (CoV) son virus encapsulados que contienen como material genético un ARN
monocatenario y son los agentes causantes de un gran numero de afecciones respiratorias, gas-
trointestinales y neuroldgicas en los seres humanos [1]. Los CoV representan un grupo grande
y heterogéneo de patdégenos humanos que periddicamente amenazan la salud publica debido a
brotes epidémicos repentinos en algun lugar del globo que luego se extiende en mayor o menor
medida a otras zonas del planeta. En afios recientes la Organizacion Mundial de la Salud (OMS)
ha priorizado las enfermedades virales mas amenazadores para los seres humanos entre las que
se encuentran: el sindrome respiratorio agudo severo, mas conocido como SARS-CoV (por las
siglas en inglés de severe acute respiratory syndrome coronavirus), y el sindrome respiratorio
del medio, este conocido como MERS-CoV (por las siglas en inglés de Middle East respiratory
syndrome coronavirus) [2].

En diciembre de 2019 varios pacientes fueron diagnosticados con una neumonia viral en Wuhan,
China; la cual se sospecha que se origind en el mercado de animales de esa ciudad [3]. El virus conocido
como SARS-CoV-2; es un virus de ARN monocatenario que se caracteriza por su alta patogenicidad,
por estar constituido de cuatro proteinas estructurales y el genoma de ARN. Este virus es el responsable
de la enfermedad conocida como COVID-19 (siglas en inglés de coronavirus disease 2019); la cual se
convirtio rapidamente en una pandemia mundial [4]. Desde el brote de esta enfermedad, muchas perso-
nas alrededor del mundo se han visto severamente afectadas, y esta fue considerada como una pandemia
global extremadamente agresiva [5]. Datos en tiempo real de la OMS muestran que el 30 de enero de
2021 el numero global de personas infectadas era de poco mas de 102 millones y las muertes globales
alcanzaban la cifra de 2.224.449 personas [6], con un porcentaje de muerte entre 0,8 y 14,5 % en los
paises mas afectados [7]. Especificamente, Europa sobrepasa los 30 millones de casos confirmados, de
los cuales poco mas de 12,5 millones se han recuperado y se reportan 699.501 de fallecimientos por
la COVID-19, siendo los paises mas afectados el Reino Unido, Alemania, Francia, Italia y Espaiia [6].

Los sintomas mas habituales de la COVID-19 son la fiebre, la tos seca y el cansancio. Otros sinto-
mas menos frecuentes que afectan a algunos pacientes son los dolores y las molestias, la congestion
nasal, el dolor de cabeza, la conjuntivitis, el dolor de garganta, la diarrea, la perdida del gusto o el
olfato y las erupciones cutaneas o cambios de color en los dedos de las manos o los pies. Estos sinto-
mas suelen ser leves y comienzan gradualmente. Alrededor de 1 de cada 5 personas que contraen la
COVID19 acaba presentando un cuadro grave y experimenta dificultades para respirar [8]. La enfer-
medad es mas severa entre personas mayores y aquellos pacientes que presentan comorbilidades que
involucran disfuncion endotelial tales como hipertension, obesidad y diabetes [9].
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ESTRATEGIAS DE ENFRENTAMIENTO A LA PANDEMIA

El escenario actual ha dejado al descubierto las deficiencias en los sistemas de salud de casi todos
los paises para enfrentar nuevos patégenos virulentos. De hecho, las medidas mas efectivas para con-
trolar la diseminacion de la infeccion viral estan relacionadas con el distanciamiento social y el cierre
total de las ciudades/paises [10]. Estas drasticas medidas, disefiadas para limitar la tasa de propaga-
cion de nuevas infecciones, han resultado en una crisis econémica global que ha afectado a millones
de personas, incluso a la seguridad alimentaria en varias zonas geograficas [11]. Indudablemente, la
COVID-19 ha impactado fuertemente en los sistemas de salud del mundo y en la economia global
debido a las medidas de confinamiento, pero los dafos serdn aun mayores si no somos capaces de
controlar de una manera efectiva la diseminacion del virus [12]. Sin embargo, junto a las medidas
de distanciamiento social y cierre total, la disponibilidad de farmacos antivirales efectivos contra el
SARS-CoV-2 tendria un impacto beneficioso enorme en el control de esta emergencia de salud y en
la posibilidad de volver a la vida normal [2].

En este contexto, el reposicionamiento de farmacos ofrece la oportunidad de identificar rapida-
mente nuevos farmacos que permitirian prevenir, controlar o incluso erradicar el virus del SARS-
CoV-2; aunque obviamente los necesarios ensayos clinicos son requeridos [13]. La OMS ha lanzado
la iniciativa “Solidaridad”, uno de los mayores ensayos clinicos internacionales para la identifica-
cién de tratamientos satisfactorios contra la COVID-19 [14]. El reposicionamiento de farmacos tiene
como ventaja que propondria medicamentos ya probados en humanos y de los cuales se conoce su
seguridad y datos de su clinica; solamente seria necesario un poco de evidencia experimental de su
actividad antiviral. El disefo racional de nuevas entidades quimicas que actuarian especificamente
en pasos Vvitales de la replicacion viral, soportados obviamente por datos bioldgicos de los diferentes
pasos de tamizaje, representa la principal estrategia para descubrir nuevos agentes antivirales poten-
tes y selectivos [15]. Varios farmacos se han propuesto desde el inicio de la pandemia y varios se
encuentran en diferentes fases de investigacion; aqui brindaremos algunos ejemplos agrupandolos
segun la fase del ciclo viral en la que actuan. En el proceso de unién del virus a las células tenemos:
ivermectina, anticuerpos monoclonales, azitromicina, hidroxicloroquina, sitagliptina y nidazolami-
da, entre otros. En la fase de penetracion del virus a las células humanas tenemos como ejemplos:
peptidil-clorometilcetona, nafamostatmesilato, loprazolam y nelfinavir, entre otros. En la biosintesis
del virus (fase donde mas dianas terapéuticas se conocen) tenemos: ribavirina, ziprasidona, vitamina
B-12, ritonavir, cefuroxima y remdesivir, entre otros; siendo este Ultimo uno de los mas empleados
durante el primer afio de pandemia en la terapéutica [5].

Otra estrategia para luchar contra la pandemia de la COVID-19 se basa en el desarrollo de va-
cunas. Una vacuna ideal contra el coronavirus deberia brindar proteccién completa y de por vida
contra el SARS-CoV-2 en todas las personas vacunadas con pocos efectos adversos; sin embargo,
ninguna vacuna logra este objetivo ideal. Al menos se han comenzado 246 proyectos de vacunas
contra la COVID-19 desde enero de 2020 y la OMS reconoce que hasta el momento se contintian 235
de ellos (12 de enero de 2021) [16]. Hasta hace pocos afnos desarrollar una vacuna contra un virus
determinado podia tomar de 15 a 20 afios para obtener la aprobacion final. Pero el empleo de nuevas
tecnologias y de la experiencia previa ha permitido acelerar tremendamente el proceso de desarrollo
de vacunas contra los virus. De hecho, la mayoria de las vacunas que estan en estudio se basan en
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estudios previos contra otros coronavirus como el SARS-CoV y el MERS-CoV [17]. Dos vacunas ya
han sido aprobadas y varias se encuentran en la fase I1I de los ensayos clinicos [16]. No obstante, la
posibilidad de obtencion de alguna vacuna puede no ser tan efectiva para la proteccion a largo plazo,
ya que también su efectividad puede variar en dependencia de la cepa del virus, por lo que es necesa-
rio el desarrollo de compuestos antivirales efectivos para tratar a los afectados por esta pandemia [5].

En este sentido, el proceso de descubrimiento de nuevos farmacos activos contra el SARS-CoV-2
también puede verse favorecido por el conocimiento previo adquirido en el estudio de otros corona-
virus patégenos humanos como el SARS-CoV y el MERS-CoV, por mencionar los que posiblemente
sean los mas importantes. Este conocimiento puede impulsar el descubrimiento de inhibidores de
coronavirus de amplio espectro con potencial para ser utiles contra infecciones causadas por virus
de esta familia [2].

ENZIMAS DIANAS

Los esfuerzos investigativos se centran en las siguientes etapas del ciclo viral: la absorcion, la
penetracion, la biosintesis y el ensamblaje. En este trabajo discutiremos las dianas mas importantes
en la biosintesis o replicacion. Estudios previos sobre dianas de la biosintesis del virus se han enfo-
cado en el desarrollo de antivirales que actlen sobre las siguientes dianas: la proteasa principal (MP®,
de main proteasa), RdRp (la ARN polimerasa dependiente de ARN), PLP° (Papain-like-protease),
asi como otras dos proteinas no estructurales: la NSP13 (Non-structural protein 13, también conocida
como Helicase) y la NSP14 (Non-structural protein 14 conocida como ExoN) [5, 18]. La inhibicion
de las proteasas y la polimerasa es una meta en el descubrimiento de nuevos antivirales y en el pasado
ha sido la alternativa que ha producido los farmacos mas efectivos para el tratamiento de la hepatitis
Cyel VIH [2].

La MP©, también conocida como 3CLP™ (por las siglas en ingles de 3-chymotrypsin-like cysteine
protease), es una de las dianas mejor estudiadas en los coronavirus [19]; debido principalmente a la
similitud entre su sitio activo y mecanismo respecto a los CoV que han provocado epidemias previas
como SARS-CoV y el MERS-CoV [19]. Ademas del alto grado de conservacion, la MP©del SARS-
CoV-2 no tiene homologa humana, lo cual reduce la posibilidad de reacciones adversas y la convierte
en una diana muy interesante para la identificacion/seleccion de nuevos compuestos antivirales [5].
Esta enzima desempefia un papel esencial en el proceso de maduracién de otras proteinas no estruc-
turales (NSP) y promueve la biosintesis del virus. Varios métodos de screening se han empleado para
encontrar nuevos inhibidores de la MP* y se han dirigido en dos direcciones principales: por un lado,
la bisqueda de nuevos péptidos inhibidores o moléculas pequenas con acciéon inhibitoria; por otro,
el reposicionamiento de farmacos aprobados por la FDA. Algunos de los farmacos mencionados en
la seccidn anterior, como ribavirina, la vitamina B-12 y la nicotinamida son resultado de esta Gltima
estrategia y presentan accién sobre esta enzima [5].

La RdRp es una enzima critica en el complejo proceso de replicacion-transcripcion del corona-
virus, tiene un alto nivel de conservacién en esta familia de virus y presenta un domino esencial de
polimerasa en la region C-terminal de la RdRp [2]. Esta enzima es muy importante en la sintesis
de ARN vy varios estudios plantean que su inhibicién no debe provocar graves efectos adversos en
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seres humanos [5]. A diferencia de la MP™, esta proteina esta mucho menos explorada como diana
potencial para obtener nuevos compuestos antivirales. De los compuestos propuestos para reposi-
cionamiento solo el remdesivir es inhibidor de la RdRp [2]. Un estudio computacional sugiere que
la metilcobalmina (un derivado de la vitamina B-12) podria actuar como inhibidor de esta enzima;
mientras que un screening in silico predijo que galidesivir, cefuroxima, hidroxicloroquina y penciclo-
vir pueden unirse a la RdRp [5].

La funcion de la PLP™ es esencial para la correccion de la replicacion viral, por lo que tiene un rol
importante en el proceso de replicacion del virus y en la infeccion de las células del huésped [5]. Esta
enzima se encuentra muy conservada entre los diferentes coronavirus. Ademads, reconoce e hidroliza
proteinas celulares ubiquitinadas que estan relacionadas con la respuesta innata antiviral, por lo cual
la PLP™ actiia como un potente supresor de los mecanismos de inmunidad dependientes de ubiquitina
del huésped; bloquea las vias de produccion del factor de necrosis tumoral B y otras citoquinas [2].
Teniendo esto en consideracion, podemos afirmar que esta enzima es una diana interesante, ya que sus
inhibidores, ademas de bloquear la replicacion del coronavirus, potenciaran la inmunidad antiviral
de la célula huésped. Al igual que la RdRp, esta proteina no ha sido investigada en tanto detalle si la
comparamos con la MP™, por lo cual consideramos que seria una diana muy interesante para tener en
cuenta en la busqueda de nuevos antivirales contra el SARS-CoV-2.

Por su parte, la NSP13 emplea la energia liberada de la hidrdlisis del trifosfato de adenosina (ATP)
para participar en el desenrollamiento de la cadena viral de ARN. Un estudio reciente informd que el
proceso helicoidal dependiente de NSP13 es un proceso esencial para la replicacion, transcripcion y
traduccion del SARS-CoV-2 y, por lo tanto, NSP13 puede considerarse como un objetivo farmacol6-
gico contra la COVID-19 [20]. Mientras que la NSP14, que se encuentra tanto en SARS-CoV como
en SARS-CoV-2, ya se ha informado que tiene una actividad exonucleasa con funcién de correccion;
por lo que puede corregir errores de incorporacion de nucledtidos cometidos por RdRp y luego me-
jorar la fidelidad de la sintesis de ARN [21]. Esta enzima pudiera ser una diana interesante para desa-
rrollar nuevos antivirales, pero hasta el momento no hay farmacos dirigidos a esta [5].

CONCLUSIONES

En este trabajo, se analizan las principales dianas enziméticas relacionadas con el ciclo de bio-
sintesis del virus del SARS-CoV-2, lo que proporciona una base de conocimiento para el area del
descubrimiento de compuestos con actividad sobre el virus causante de la pandemia de COVID-19.
En varias de estas enzimas se parte de estudios previos en otros coronavirus y se enuncia la fortaleza
asociada al alto nivel de homologia de las enzimas entre ellos. Centrando las futuras investigaciones
en estas enzimas aumentan las posibilidades de encontrar nuevos compuestos antivirales a través
del reposicionamiento de farmacos. Los medicamentos con potencial actividad sobre dichas dianas
pueden ser identificados a partir de grandes datos empleando estudios computacionales como QSAR,
Docking, etc. Después de lo cual, se deben realizar experimentos in vitro e in vivo para evaluar los
efectos clinicos sobre la COVID-19.
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