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RESUMEN

La pandemia de COVID-19 ocasionada por el virus SARS-
CoV-2 se caracteriza porque los pacientes presentan el
Sindrome Respiratorio Severo Agudo (SARS). En el proceso
de infeccién, el coronavirus utiliza la proteina llamada
Spike (o Espiga) para unirse al receptor del hospedero,
la enzima 2 convertidora de Angiotensina (del inglés,
ACE2); asi, el virus ingresa a la célula para replicarse. En
respuesta a la infeccién, el sistema inmunolégico genera un
sistema de senalizacion excesivo ocasionando el Sindrome
de Liberacién de Citocinas (del inglés, CRS). Ante la falta
de vacunas y medicamentos para tratar la enfermedad
COVID-19, se propone el redireccionamiento de farmacos
utilizados en otras enfermedades para inhibir la entrada viral
a la célula o para evitar su replicacién, asi como el bloqueo
de la senalizacién de citocinas, entre otras estrategias. En
esta breve revisién se discute el proceso de infeccién viral, y
alternativas de tratamiento para la COVID-19.

Palabras clave: Spike (S), CRS, Inhibidores JAK, Bloqueo del
metabolismo, Vacunas.

Abstract

The COVID-19 pandemic caused by the SARS-CoV-2
virus is characterized mainly because patients present with
Severe Acute Respiratory Syndrome (SARS). In the infection
process, the coronavirus uses the protein called Spike to
bind the cell receptor, the angiotensin-converting enzyme
2 (ACE2); subsequently, the virus enters into the cell to
replicate. In response to the infection, the immune system
generates an excessive signaling that causes Cytokine
Release Syndrome (CRS). In the absence of vaccines and
drugs for combating/treating COVID-19, it is proposed that
repurposing the drugs used in other diseases, is an option
to inhibit viral entry into the cell, prevent its replication
and blocking cytokine signaling. This brief review addresses
the viral infection process and biotechnological treatment
alternatives for COVID-19.
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|. INTRODUCCION

El brote de una nueva enfermedad respiratoria fue
confirmada el 31 de Diciembre del 2019, cuando se notificd
en Wuhan, provincia de Hubei, China, de la existencia de
un tipo de neumonia causada por un nuevo coronavirus,
el cual ocasionaba un Sindrome Respiratorio Severo
Agudo (del ingles, SARS), que al inicio se manejé6 como
2019-nCoV y que posteriormente fue renombrado por el
Comité Internacional de taxonomia de Virus como SARS-
CoV-2, el cual ocasiona la enfermedad conocida como
COVID-19. Dos meses después, el || de marzo del 2020
fue declarada pandemia por la Organizacién Mundial de la
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Salud (OMS). El brote de SARS-CoV-2 se relacioné con el
mercado de mariscos de la provincia de Huanan, donde
se comercializaban animales silvestres de carne exdtica y
escamas para uso en la medicina tradicional china (Xiang
et al. 2020). La secuencia del ARN viral en muestras de
pacientes, asi como en otros coronavirus que atacan
animales, sugiere que el virus podria haberse generado al
recombinarse un virus de Pangolin (Pangolin-CoV) con uno
de murciélago (RaTGI3). Dado que ambos animales son
reservorios zoonéticos, tienen habitos nocturnos similares
y comparten nichos ecolégicos, se sugiere que el pangolin
podria ser intermediario entre el hombre y el murciélago.
A la fecha, con este nuevo virus ya son 7 los coronavirus
detectados que pueden infectar humanos; los cuatro que
causan el resfriado comun (HCoV-229E, HCoV-HKUI,
HCoV-NL63, HCoV-OC43), el SARS-CoV aparecido en
2002, el coronavirus del Sindrome Respiratorio de Medio
Oriente (MERS-CoV) surgido en 2012 y el SARS-CoV-2
causante de la COVID-19 (Guy et al. 2020).

La enfermedad COVID-19 ha sido una de las pandemias
mas contagiosas registradas a la fecha. La transmisién puede
darse entre individuos sintomaticos, presintomaticos,
asintomaticos y en menor medida ambiental (Ferreti et
al. 2020); puede ingresar al organismo por ojos, nariz y
boca. Estudios recientes sobre mecanismos infecciosos de
coronavirus, indican que los individuos infectados emiten
gotas (> 5-10um) y aerosoles (< 5um) al hablar, toser o
estornudar; las gotas caen rapidamente en superficies,
mientras los aerosoles pueden viajar distancias mas largas
(aproximadamente 2m) en espacios abiertos, © permanecer
hasta 12.4 horas suspendidos en el aire en espacios cerrados
(Prather et al. 2020). En base a esta y otras investigaciones
epidemioldgicas de tipo estadistico, la OMS y miultiples
instituciones de salud expertas en epidemiologia, han
recomendado el uso de cubrebocas (o mascarilla) como
método preventivo tanto en espacios abiertos como en
cerrados (Lopez y Lépez 2020). Este trabajo no aborda
aspectos epidemiolégicos, sino que se enfoca en dos
aspectos principales: el proceso celular y molecular de la
infeccién y posibles alternativas de tratamiento.

2. SINTOMATOLOGIAY TRATAMIENTO
HoSPITALARIO

Una vez que se da la transmisién del virus de una persona
infectada a una sana, y tras un periodo de incubacién de 3-7
dias, el virus puede desencadenar un SARS ocasionando la
enfermedad COVID-19. La enfermedad es mas incidente en
personas de mayor edad y con comorbilidades (presencia
de otras enfermedades) como hipertensién, diabetes y
obesidad.

Cuando fue declarada la pandemia en el mes de marzo, se
supo que, de los casos positivos confirmados por deteccién
de ARN viral a nivel mundial, un 80% de las infecciones
son asintomaticas o leves; sin embargo, el 20% restante
presenta sintomas como fiebre, tos seca, fatiga, esputo,
disnea (dificultad para respirar), mialgia, nauseas, vomito,
diarrea, anosmia (pérdida del olfato). Un 5% de los
pacientes con sintomas desarrolla neumonia grave que
requiere de cuidados intensivos y uso de oxigeno, un 2.3-
5% seran infecciones criticas que requeriran ventilacién, y
un 1.4% moriran. Ademas, entre el 5 y 20% de los casos
puede desarrollar el Sindrome de Dificultad Respiratoria
Aguda (del inglés, ARDS), un sindrome mas cuantitativo
que conlleva a una lesién pulmonar aguda presentando
en ocasiones, dano alveolar bilateral, edema pulmonar y
formacién de membrana hialina, y que finalmente puede
conducir a la muerte y otras fallas de érganos terminal.
El ARDS es inducido por el Sindrome de Liberacion de
Citocinas (CRS), un tipo de sefalizacién excesiva del sistema
inmune, en el que se utilizan las citocinas (proteinas que
sirven de senal para la comunicacién entre una célula y otra)
para senalizar todo tipo de respuesta celular inmune, lo cual
provoca un descontrol total de homeostasis celular normal

(Fig. 1).

o Célula

Neutrofilo & pulmonar. CéIuIa NK
2 ®
Fgper
Macréfago ﬁ l @ Monocito
‘
@

299
@. @ Célula dendritica
Tormenta de citocinag ® ® .o. [~ )
] @ '0 ® ®
o ©

o 9 4
| frene
Q-

Tocilizumab,

o
0 salilumab T
ap
ﬁ%mlbw sIL-6R

JAK  JAK

JAK JAK

L Ll & STAT J

Linfocito Célula endotelial

Figura |. Tormenta de citocinas. Una vez que una célula epitelial alveolar
de pulmén ha sido infectada, se activan las células del sistema inmune
liberando citocinas (esferas azules) para la sefalizacién, se comienzan a
reclutar neutréfilos, macréfago, monocitos, incrementando la inflamacién
pulmonar lo que puede evolucionar hacia un ARDS. Un ejemplo es la
citocina Interleucina 6 (IL-6), la cual puede sefalizar via cis o tans. En la
cis, IL-6 se une al receptor membranal de IL-6 (mIL-6R) y en la trans, se
une a un receptor soluble (sIL-6R). Ambos tipos de receptores forman
un complejo con la glicoproteina 130 (gp|30), activando la transduccién
de sefales que seran mediadas por la proteina Janus Kinase (JAK) y el
Transductor de Senal y Activador de la Transcripcion (STAT3). Con el
uso de inhibidores JAK (iJAK) (circundados en rojo) se puede bloquea la
senalizacion de citocinas, reduciendo asi la inflamacion.
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Generalmente, los pacientes hospitalizados por COVID-19
(15-20%) pasan por un cuadro de coagulacién excesiva
aumentando el riesgo de trombosis arterial y venosa.
Un biomarcador diagnéstico de ARDS es el dimero D
(un producto de la degradacién de la fibrina cuando un
trombo se comienza a formar, y éste es degradado por la
plasmina, liberando dimeros D-D), implicado en la cascada
de coagulacién. El suministro del anticoagulante heparina a
pacientes con altos niveles del dimero D, puede reducir la
mortalidad en estos casos de COVID-19 (Casini et al. 2020).
Los pacientes tratados con anticoagulantes orales directos
(dabigatran, apixaban, rivaroxaban, edoxaban) o con
antagonistas de vitamina K (Warfarina o acenocoumarol)
son mas propensos a hospitalizacion por COVID-19, por lo
tanto, se ha sugerido reemplazar esas terapias por heparina
(Testa et al. 2020).

3. MECANISMO DE ACCION DEL
SARS-COV-2 v LA RESPUESTA DEL
CUERPO

El SARS-CoV-2 es un betacoronavirus perteneciente al
subgénero Sarbecovirus. Su RNA gendémico es de cadena
sencilla de aproximadamente 30 mil nucleétidos de longitud,
contiene al menos 6 marcos abiertos de lectura (ORF, del
inglés) (Dai et al. 2020). Los viriones, miden de 90 a |50 nm,
estan conformados por una nucleocapside helicoidal que esta
compuesta de proteinas unidas al genoma de RNA (N), asi
como una envoltura que contiene proteinas de membrana
(M), de envoltura (E) y las proteinas Spike (S) (Figura 2).
En la etapa de adhesion a la célula huésped, el SARS-CoV-2
utiliza la glicoproteina de superficie Spike (S) para reconocer
a la proteina transmembranal ACE2 de la célula blanco. La
proteina S es una proteina metaestable y dinamica con dos
estados conformacionales principales, el de pre-fusién y el
de post-fusion. Esta proteina homotrimérica S sufre una
conformacién de movimiento que, a manera de bisagra, se
abre para tomar su estado “up” y se cierra para regresar a
su estado “down”. Se sabe que solamente la conformacién
“up” puede estar accesible al receptor ACE2 del hospedero
(Yuan et al. 2020) (Fig. 2, Etapa |). La proteina ACE2 esta
expresada en tejidos cardiopulmonares, células epiteliales
del intestino, y en algunas células hematopoyéticas,
incluyendo monocitos y macréfagos, y especificamente es
expresado en células alveolares del pulmén, motivo por
el cual los pulmones son un blanco facil para el ataque
de SARS-CoV-2. La proteina de fusién S trimérica esta
compuesta de dos subunidades funcionales, la subunidad S|
responsable de la unién al receptor y la subunidad S2 (con
sitios de glicosilacién; manosilacion, fucosilacion, sialilacion)
responsable de la fusion de membrana (Watanabe et al.
2020).
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La proteina S se une al receptor de la célula huésped
a través del dominio de unién al receptor (RBD) de la
subunidad S| para posteriormente fusionar las membranas
viral-hospedero a través de la subunidad S2. Para que este
proceso de endocitosis viral sea exitoso, se requiere la
presencia de la enzima transmembranal serin 2 proteasa
(TMPRSS2) que procesa proteoliticamente a la proteina
S una vez que el ensamble Spike-ACE?2 se ha dado (Fig. 2
etapa 2) (Guy et al. 2020). Evidencia sugiere que TMPRSS2
escinde ala proteina S favoreciendo la exposicién del péptido
de fusién, facilitando asi la entrada viral a la célula hospedero
(Zang et al. 2020) (Fig. 2 etapa 2). Después del ingreso
endolisosomal, el virus se despoja de su recubrimiento
para liberar el RNA genémico que sera utilizado en los
procesos de replicacién, transcripcién y traduccién (Fig.
2 etapas 3 a 6). La traduccién es dependiente de cap, una
modificacién del ARN que consiste en la 7-metil guanilacién,
y resulta en la producciéon de dos polipéptidos que seran
autoproteoliticamente procesados para producir proteinas
vitales del complejo de replicaciéon y transcripcién viral,
entre las que se encuentra la RNA polimerasa dependiente
de RNA (RdRp), una helicasa y dos proteasas. Con esta
maquinaria enzimatica, se comenzara la replicacién del RNA
gendémico, y a la vez, con la misma RdRp y con la ayuda
de la helicasa, se procedera al proceso de transcripcion,
generando RNAs subgenémicos que posteriormente seran
traducidos a proteinas estructurales y de cubierta. Después
se ensamblan los viriones para ser liberados (Fig. 2, etapas
7a9).
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Cuando un betacoronavirus infecta monocitos, macréfagos
y células dendriticas, se secretan citocinas inflamatorias
como IL-1, IL-6, IL-12, asi como el factor de necrosis
tumoral a incrementando la permeabilidad vascular, lo que
puede favorecer la falla respiratoria de los pacientes con
COVID-19. La citocina que ha llamado la atencién es la
Interleucina-6 (IL-6) la cual dirige la expresién de la proteina
C reactiva. La IL-6 puede sefalizar por via cis y por via trans
(Fig. I). En la via cis, que es la clasica, IL-6 se une al receptor
de IL-6 que esta anclado en la membrana (mlIL-6R) junto
con gpl30 (glicoproteina 130) formando un complejo. La
transduccién de sefales subsecuentes es mediada por
la proteina Janus kinase (JAK) y el Transductor de Senal y
Activador de la Transcripciéon (STAT3). En la sefalizacién
trans, IL-6 se une a una forma soluble del receptor de IL-6
(sIL-LR), y al unirse forma un complejo con el dimero gp 130
en la superficie de la célula, por lo tanto, la senalizacién trans
se da en células que no expresan mlL-6R, como las células
endoteliales (Fig. ). La sefalizacién ocasiona una tormenta
de citocinas implicando la secrecién del factor de crecimiento
endotelial vascular (VEGF), asi como una expresién reducida
de E-caderina (glicoproteina transmembranal responsable
de la unién célula-célula) en las células endoteliales. Esto
contribuye a la fuga y permeabilidad vascular implicados en
la hipertensién y difusion pulmonar en ARDS.

El conocimiento a nivel molecular del proceso de infeccién
viral, permite sugerir aproximaciones biotecnolégicas para
tratamiento.

Por ejemplo, la proteina Spike del SARS-CoV-2 es un
blanco para la generacién de anticuerpos neutralizantes y
vacunas ya que es la proteina que reconocen las células.
Otra proteina bajo la mira para el disefio de farmacos es
la Proteasa Principal (MP™) llamada proteasa similar a 3CL
(3CLpro), ya que es la encargada de procesar poliproteinas
implicadas en la produccién de RNAs subgenémicos que
codificaran para las 4 proteinas estructurales (E, M, Sy N)
(Dai et al. 2020). Asi, el estudio molecular permitira generar
ya sea vacunas (una medida preventiva e ideal) o farmacos

Por ejemplo, se pensé que la Cloroquina (CQ) e
Hidroxicloroquina (HCQ), utilizadas contra la malaria
podrian ser alternativas, ya que dafan la funcién endosomal
y bloquean la fusién autofagosoma-lisosoma (Fig 2, etapa
3), evitando asi la replicacion viral. Otro farmaco, la
azitromicina (AZ) es capaz de bloquear la liberacién del
material genético del autofagosoma (Fig. 2, etapa 3). En una
primera aproximacion, la aplicacion de HCQ en pacientes
con COVID-19 disminuye la carga viral, pero cuando
este farmaco es suministrado en combinacion con AZ, la
reduccién de la carga viral se potencia. Desgraciadamente,
tantolaHCQ como la AZ tienen efectos de toxicidad cardiaca
e inclusive, la HCQ ha mostrado efectos negativos en otros
organos como el ojo. Por otro lado, los antivirales con
mejores resultados son el Remdesivir y Favipiravir, los cuales
inhiben a la enzima RdRp (Guy et al. 2020). El Remdesivir,
desarrollado para combatir los flavivirus causantes de Ebola
y Marburg, ha sido aprobado para pacientes con COVID-19
reduciendo el tiempo de hospitalizacién en los pacientes
(Cohen y Corey 2020). El Favipiravir, desarrollado para
combatir la Influenza (Guy et al. 2020), actualmente esta
siendo comercializado por Rusia bajo el nombre de Avifavir .

Otrasalternativas en proceso de evaluacién son el mesilato de
Camostat, aprobado para tratar pancreatitis crénicay reflujo
gastrico postoperativo; es un inhibidor de serin proteasas
como TMPRSS2, y el Nafamostat, un inhibidor sintético
relacionado (Guy et al. 2020). Un farmaco en desarrollo
es una ACE2 recombinante humana (rhACE2) para tratar
la lesién pulmonar aguda e hipertensién pulmonar arterial;
este farmaco puede evitar el ingreso del virus a las células al
servir de sefuelo contra Spike. El uso de anticuerpos como
el Sarilumab o el Tocilizumab dirigidos al receptor de IL-6
para inhibir la senalizacién cis y trans (Fig 1) ha mostrado
resultados alentadores (Moore and June 2020). Para
restringir los niveles de senalizacién de citocinas se propone
el uso de inhibidores JAK (JAKi). Aparentemente, IL-1j3,
IL-6 e IL-12 son los principales promotores de la respuesta
hiperinmune que conducen a la tormenta de citocinas
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emetina inhibe la proteina S14 ribosomal 40S. La 2-deoxi-D-
glucosa inhibe a la hexocinasa de glicdlisis, dando resultados
favorables al detener la replicacién del SARS-CoV-2 en
células Caco-2.

El NMS-873 inhibe a la ATPasa p97 AAA, involucrada en la
degradacién de las proteinas durante la proteostasis, lo cual
inhibié la replicacién de SARS-CoV-2 (Bojkova et al. 2020).
La Cloperastina y el Trihexifenidil inhiben al transportador
sodio-glucosa SGLTI, evitando el ingreso de glucosa a
citosol, lo que evita la replicacién viral. La Simvastatina y
Pravastatina impiden la acumulacién de colesterol en la
célula. El Fenofibrato y Bezafibrato, agonistas de PPARa
impiden la acumulaciéon de triglicéridos, ademas de su
posible potencial como antitrombético e inhibitorio de
citocinas como la IL-6. El uso de Metformina reduce el
estrés mitocondrial causado por el exceso de glucosa y la
Quercetina lo hace con el reticulo endoplasmico (Fig. 3).
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En general, existen decenas de alternativas plausibles para
tratamiento de sintomas (Tabla I), y agencias internacionales
impulsadas por la OMS han implementado estrategias para
encontrar el mas eficiente. Sin embargo, lo ideal es tener
una proteccién inmune, esto es, una vacuna.

Tabla 1. Modo de accién de farmacos redireccionados.

potencial de vacuna, se puede utilizar el disefio bioinformatico
donde se toman en cuenta todas las caracteristicas del virus,
incluida la subunidad de fusién del RBD de la proteina S asi
como el NTD (dominio N-Terminal).

Un esfuerzo del IPN en este sentido se esta ejecutando, no

Enfoque del farmaco. Farmaco.

para generar una vacuna, sino
Accion del farmaco.

Cloroquina, Hidroxicloroquina, Azitromicina.

___Acdol ] para encontrar un farmaco
Evita la liberacion del RNA viral.

Inhibe la entrada viral a la célula o evita la Camostat.

Impide la endocitocis viral. para tratamiento (BeniteZ

repliacidn viral. . L
Remdesivir, Favipiravir.

Bloquea la Replicacién y Transcripcion y Vique 2020) Tamblén se

Inhibe las respuestas inmunes del
hospedero.

Tocilizumab, Siltuximab, Salilumab, Baricitinib.

viral.
intenta  producir  vacunas
que induzcan la produccién

Bloquea la sefalizacion de citocinas.

Cloperastina, Trihexifenidil.

Bloguea el transporte de glucosa al
interior de la célula.

de células T, las cuales a su

Ribavirina.

Inhibe el metabolismo de Acidos
Nucléicos.

vez pueden producir una

2-deoxi-D-glucosa.

Bloquea la primera reaccién de la respuesta inmune completa.

Inhibe las rutas metabdlicas del hospedero o

actla sobre ciertos organelos celulares. .
Fenofibrato.

Glicolisis. La ingenieria de plantas
Evita la acumulacién de Triglicéridos. puede utiIizarse para prod ucir

lvermectina.

Inhibe el trasporte nuclear de
moléculas utilizables por el virus.

vacunas o  anticuerpos

Quercetina.

terapéuticos, ya que son

Mitiga el estrés del Reticulo
Endoplasmico.

Metformina.

cultivos escalables, seguros

Mitiga el estrés mitocondrial.

5. OBTENCION DE VACUNAS
Y Uso DE HERRAMIENTAS
BioTECNOLOGICAS

Lavelocidad con la que se necesita generar una vacuna contra
SARS-CoV-2 requiere de la aplicacién de herramientas de
Biotecnologia Molecular. Por ejemplo, a partir de un vector
de expresidon genética, se puede producir proteinas o
péptidos recombinantes de origen viral las cuales, inyectadas
al cuerpo, generen respuesta inmune para proteccién de
una posible infeccion (“vacuna recombinante”). También,
mediante herramientas de ingenieria genética, es posible
generar vacunas de acidos nucleicos. En el caso del
coronavirus se podria suministrar un RNA que codifique para
una proteina viral y cuando esta sea traducida y secretada a
torrente sanguineo, sera detectada por el sistema inmune,
generando anticuerpos neutralizantes, como la vacuna de
la Compania Moderna, basada en mRNA, la cual es una de
las mas avanzadas en cuanto a su lanzamiento al mercado.
Adicionalmente y de forma clasica, la posible vacuna puede
estar basada en proteinas virares, incluyendo: a) virus
completos inactivados, b) proteinas virales individuales, o
c) proteinas virales ensambladas como particulas fabricadas
in vitro. Por lo mencionado en las secciones anteriores, el
antigeno mas utilizado para generar una posible vacuna es la
proteinaS o Spike. Como alternativa para generar inmunidad,
también se pueden aislar anticuerpos de sobrevivientes de
COVID-19.

Todas estas estrategias presentan un reto fundamental:
generar anticuerpos neutralizantes capaces de detectar
variantes del virus aun a pesar de posibles mutaciones del
virus. Para mejorar el disefio de proteinas recombinantes con
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y de bajo costo. Ademas,
existen moléculas con capacidad inhibitoria que pueden ser
extraidas de plantas, como la baicaleina extraida de Scutellaria
baicalensis, que es un inhibidor potente de la proteasa
principal del SARS-CoV-2, o la quercetina encontrada en
vegetales como cebolla, cilantro y rabano, la cual reduce los
niveles de colesterol y muestra efectos antiinflamatorios en
SARS vy ébola (Fig. 3). Sin embrago, dado que las vacunas
pueden resultar peligrosas, es imprescindible demostrar que
los efectos adversos son menores, por lo que se deberan
aplicar los estudios de Infeccion Humana Controlada (CHls)
avalados por la OMS.
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6. CONCLUSION

Ademas de golpear directamente la salud de los humanos, la
pandemia del COVID-19 tiene un efecto econémico global
aun no cuantificado. Ha dejado al descubierto la inequidad
de clases, el desequilibrio social y las inequidades en los
sistemas alimenticios mundiales. El Programa Mundial de
Alimentos de las Naciones Unidas estima que la pandemia
del COVID-19 podria causar un incremento de 250
millones de personas que enfrenten el hambre en todo el
mundo, por lo que se debe aplicar un plan emergente de
apoyo a microempresas, equipos de investigacién cientifica
y agricultores. Pero, si podemos rescatar algo positivo en la
pandemia, esto es, la explosién en el desarrollo de técnicas
de biotecnologia molecular que permiten obtener farmacos
o vacunas de una forma rapida y segura; para lograrlo, es
necesario una investigacién profunda en los mecanismos de
accién del proceso infectivo del virus SARS-CoV-2.
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