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RESUMEN

Las proteasas “main protease” (M-pro o 3CL-pro) y “papain-like protease” (PL-pro) del

SARS-CoV-2 son fundamentales en el ciclo replicativo del virus. En base a esto, las

mismas han sido propuestas como blanco terapéutico para el desarrollo de fármacos.

Los inhibidores de las proteasas son un estandarte en el campo de la investigación en la

lucha contra infecciones virales, presentando muchos de éstos resultados prometedores.

El objetivo de este trabajo fue realizar una búsqueda bibliográfica en diferentes

plataformas con el fin de recopilar información general sobre ambas proteasas, así

como de sus inhibidores haciendo énfasis en Mpro. Por otra parte, nos propusimos una

actividad experimental donde cribamos 42 compuestos candidatos a inhibir Mpro.

Identificamos 8 compuestos con actividad inhibidora (HIT). A tres de ellos le calculamos

el valor de IC50 obteniendo valores comparables con el compuesto de referencia

Ebselen, el cual es uno de los compuestos que inhiben Mpro y que actualmente se

encuentra en fase II de ensayos clínicos anti SARS-CoV-2.

Palabras clave: SARS-CoV-2, COVID-19, Mpro, Ebselen, inhibidores,Cribado.

Abstract

The proteases “main protease” (M-Pro or 3CL-pro) and “papain-like protease” (PL-Pro) of

SARS-CoV-2 are essential for the virus’ replication cycle. Based on this, they have been

proposed as therapeutic targets for the development of drugs. Protease inhibitors have

been a standard in the research against viral infections , presenting many of these

promising results.

The purpose of this work was to make a bibliographic search on different platforms with

the intention of collecting information of both proteases, as well as their inhibitors, with

emphasis on M-pro. We also decided to carry out an experimental activity, a screening of

42 compounds that were considered as candidates to inhibit M-pro. We identified ten

compounds with inhibitory activity (HIT). We calculated the IC50 of three of them,

obtaining comparable results in reference to Ebselen, which is one of the compounds

that inhibits M-pro and is now in phase II of anti SARS-CoV-2 clinical trials.

Key words: SARS-CoV-2, COVID-19, Mpro, Ebselen, inhibitors, screening
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INTRODUCCIÓN

En diciembre del 2019 China le comunica a la OMS sobre 27 casos de neumonía causada

por un agente desconocido hasta el momento, posteriormente identificado como un

nuevo virus de la familia Coronaviridae, el SARS-CoV-2.(1) Para fines de enero del 2020 la

epidemia ya se encontraba instalada en dicho país con la advertencia de la comunidad

científica sobre la fácil transmisibilidad y clínicamente severo. En marzo del 2020 la OMS

declaró la pandemia mundial por SARS-CoV-2, en Uruguay se registró el primer caso el

viernes 13 de marzo de 2020.(2,3) La COVID-19, causada por el SARS-CoV-2, se

caracteriza por cuadros respiratorios de sintomatología variada, que pueden cursar

desde manifestaciones leves, sin repercusiones en el infectado, hasta cuadros más

graves que comprometen sistemas vitales, e inclusive causan la muerte. (4)

El SARS-CoV-2 se trata de un virus envuelto con genoma ARN monocatenario con

polaridad positiva (+ssRNA). Los coronavirus se dividen en cuatro géneros:

α-coronavirus, β-coronavirus, γ-coronavirus y δ-coronavirus, siendo el SARS-CoV-2 un

miembro del género de los β-coronavirus. La glicoproteína de superficie Spike del

SARS-CoV-2 (proteína S) interactúa con la enzima convertidora de angiotensina II (ACE2)

de la célula hospedera, promoviendo la endocitosis o fusión de la membrana celular con

la envoltura viral. De esta forma, el virus libera su material genético al citosol, el cual

será traducido por los ribosomas. (2)

Dos tercios del genoma del SARS-CoV-2 están conformados por dos marcos de lectura

abiertos (ORF) los cuales se traducen a dos grandes poliproteínas llamadas pp1a y

pp1ab. La escisión de las mismas es llevada a cabo por dos proteasas de cisteína, una

similar a la papaína (“papain-like protease”,PLpro) y la otra estructuralmente similar a la

quimotripsina (“3-chymotrypsin-like proteases”, 3CLpro, o también llamada“main

proteases”, Mpro(3–5). Este procesamiento dará lugar a 16 proteínas no estructurales

(NSP) entre ellas ambas proteasas, que tienen un rol fundamental en el ciclo replicativo

viral (Figura 1).
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Figura 1. Representación esquemática del genoma del SARS CoV-2 y los sitios de escisión

de las proteasas.(6)

El tercio restante codifica para las proteínas estructurales (S,E,M y N) y las accesorias. La

interacción entre la proteína N y el ARN genómico viral forma la nucleocápside en el

citosol, por otra parte, las proteínas S, E y M se dirigen al REr (Retículo Endoplásmico

Rugoso) para ser procesadas. La nucleocápside será reclutada en un compartimento que

se encuentra entre el REr y el aparato de Golgi llamado CIREG (Compartimento

Intermedio RE-Golgi o ERGIC en inglés), produciéndose finalmente el ensamblaje y la

exocitosis de las partículas virales (Figura 2).(3–5)

Figura 2. Ciclo de multiplicación de SARS-CoV-2. Luego del reconocimiento del receptor

celular ACE2, el virus ingresa a la célula mediante 2 vías distintas: endocitosis y fusión de

las membranas viral y celular. El ARN monocatenario en sentido positivo se traduce en

las poliproteínas pp1a y pp1ab. Luego se produce el autoclivaje por Mpro y PLpro
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generando las 16 NSP (Nonstructural proteins) que formarán el complejo replicasa

transcriptasa (RTC). El RTC sintetizará el ARN subgenómico (ARN sg) que codificará las

proteínas S, M y E ensambladas en el retículo endoplasmático previo a ser transportadas

al RE-Golgi. En este último es donde se asociará con el nuevo ARN genómico y la

proteína N. Finalmente las partículas virales son exportadas mediante exocitosis fuera

de la célula.(7)

En la actualidad las vacunas y los anticuerpos neutralizantes son la principal herramienta

utilizada contra SARS-CoV-2. Sin embargo, para poder controlar esta enfermedad la

comunidad científica considera necesario el desarrollo de antivirales específicos. En este

sentido, las proteasas del SARS-CoV-2 se han descrito como atractivos blancos

farmacológicos, dado que poseen un papel crucial en el ciclo replicativo, están muy

conservadas evolutivamente y son muy diferentes a las proteasas del hospedero.

Lo mismo ocurre para otros virus, algunos ejemplos son las proteasas de los herpesvirus,

alfavirus, adenovirus, el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH) y flavivirus como

zika, dengue y el virus de la hepatitis C (VHC). De hecho, las proteasas del VIH y el VHC

han sido estudiadas como blancos farmacológicos y se han encontrado inhibidores que

dieron lugar al desarrollo de fármacos aprobados por la Food and Drug Administration

(FDA) que son al día de hoy la base de terapias antivirales potentes y exitosas.(8–11)

Estudiar las proteasas no es sólo relevante para combatir patógenos sino también para

tratar enfermedades no infecciosas. Debido a que las proteasas cumplen diversas

funciones celulares, lo que requiere que estas enzimas sean altamente reguladas. La

relación proteasa-inhibidor de proteasa (IP) ha sido analizada desde hace mucho tiempo,

ya sea desde un enfoque relacionado con el estudio de enfermedades como con uno

farmacológico. Esto determinó las directivas para el estudio y desarrollo de inhibidores

naturales y sintéticos buscando el control de distintas enfermedades.(11–14)

En este trabajo se realizó un estudio bibliográfico de las estructuras y funciones de las

proteasas del SARS-CoV-2, así como de los inhibidores encontrados y caracterizados

hasta el momento. Además se llevó a cabo una actividad experimental en el laboratorio

donde se analizaron compuestos preseleccionados candidatos a tener actividad

inhibidora de las proteasas mencionadas.
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OBJETIVOS:

Objetivo General:

El objetivo general de este trabajo es recopilar conocimientos sobre las características de

las proteasas virales del SARS-CoV-2 y su potencial uso como blanco farmacéutico para el

tratamiento de la ¨COVID-19¨. Además, realizar una actividad experimental en el

laboratorio de búsqueda de compuestos con actividad anti proteasa Mpro.

Objetivos específicos:

1. Estudiar la estructura y funciones de las proteasas Mpro y PLpro del SARS-CoV-2

2. Describir los mecanismos de inhibición enzimática orientado a las proteasas.

3. Describir brevemente compuestos con actividad anti-Mpro encontrados en la

bibliografía.

4. Analizar mediante ensayo experimental compuestos preseleccionados

candidatos a tener actividad inhibidora sobre la proteasa Mpro y determinar el IC50 de

los mismos.

METODOLOGÍAS APLICADAS

METODOLOGÍA DE LA BÚSQUEDA BIBLIOGRÁFICA

Se realizó una reseña bibliográfica narrativa de los elementos que consideramos más

importantes respecto a las proteasas Mpro y PLpro del SARS-CoV-2, así como de los

inhibidores de la Mpro que presentaron inhibición en etapas preclínicas (estudios in vitro

que fueran realizados en células) y clínicas. Se realizó la búsqueda en las bases de datos

PubMed, Portal Timbó, Scielo, Cochrane, y Google académico, para ello se utilizaron las

siguientes palabras en combinación: “sars cov-2” “protease inhibitor” “Mpro” “PLpro”,

“NSP3”, “NSP5” “drug design”, “drug discovery”. Como criterio temporal se utilizarán

publicaciones cuyo intervalo de tiempo sea a partir del año 2019 hasta al año corriente

(2022).
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METODOLOGÍA DE LA PARTE EXPERIMENTAL

Para analizar compuestos candidatos a tener actividad inhibidora sobre la proteasa MPro

se realizó el análisis de la actividad enzimática utilizando sustratos peptídicos

fluorogénicos en presencia y ausencia de los compuestos candidatos. El Laboratorio de

Inmunovirología cuenta con un sistema de producción y purificación de la proteasa Mpro

recombinante expresada en E.coli, a partir del cual se puede obtener la enzima en forma

soluble, pura y activa. También han puesto a punto un ensayo para medir la actividad de

la enzima mediante el uso de un sustrato peptídico fluorogénico. El sustrato cuenta con

12 aminoácidos que incluyen la secuencia de uno de los sitios de hidrólisis de Mpro,

asociado a 2 fluoróforos (Dabcyl y Edans). El segundo aminoácido de este péptido es un

ácido glutámico modificado con la adición del fluoróforo [EDANS, 5- (amino 2-aminoetil)

-1-naftaleno sulfonato]. El aminoácido ubicado en la posición 11 es una Lisina

modificada por la adición de un cromóforo aceptor (DABCYL, 4'

Dimetilaminoazobenceno-4-carboxilato).

Los aminoácidos modificados están en lados opuestos del sitio de escisión. Cuando se

excita a 340 nm, EDANS emite a 490 nm, pero la orientación espacial y superposición de

DABCYL absorbe la emisión ya que EDANS fluoresce a una longitud de onda en la que

DABCYL absorbe esa fluorescencia, por lo que no se ve señal si están lo suficientemente

próximos. Cuando el péptido se escinde por la proteasa, el grupo DABCYL ya no es

proximal al fluoróforo, y se observa la fluorescencia. Se grafica EDANS en el tiempo, y se

puede observar como aumenta la fluorescencia a medida que transcurre el tiempo,

producto del continuo clivado del sustrato, lo que traduce actividad de la proteasa

(Figura 3).

Figura 3. Mecanismo cinético de Mpro sobre el sustrato peptídico fluorogénico.

Para el ensayo se utilizaron placas de fluorescencia de 96 pozos para cribar varios

compuestos y un fluorímetro para medir la actividad. Se asegura que el ensayo muestra

parámetros satisfactorios de señal-ruido así como del factor Z'. Se analizaron 42

compuestos de una quimioteca de alta diversidad química (más de 2.000 compuestos).
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Los compuestos se seleccionan de forma racional según su similitud con compuestos con

actividad inhibidora de Mpro que estén reportados en la literatura. Los ensayos se

realizaron en buffer de reacción (20 mM tris 150 mM NaCl, 1 mM EDTA pH 7.4) con 5

μM de sustrato, 90 nM de proteasa y 10 μM de inhibidor a 25 °C. La enzima se incubó

con el inhibidor durante 1 hora en el buffer de reacción a 25°C. Luego se inició la

reacción agregando sustrato. Se colocó la placa en el fluorímetro, se realizaron medidas

cada 30 segundos durante 1 hora y se obtienen las curvas a partir de las cuales analiza

cómo se comporta la actividad enzimática respecto a cada uno de los compuestos a lo

largo del tiempo. Se deben determinar criterios para considerar la inhibición, así como la

concentración de compuestos a usar. Al ser un cribado, se utiliza la misma concentración

de compuesto en cada reacción. Además, se utilizó como control positivo del

experimento, un pocillo sin inhibidor, con la enzima y el sustrato. Y dos controles

negativos, el primero donde el pocillo contenga el sustrato (sin la enzima ni el inhibidor)

y el segundo contiene Ebselen (conocido inhibidor irreversible de Mpro), junto con la

enzima y el sustrato. Cada condición control se realizó por triplicado y cada compuesto

por duplicado. Se analiza la actividad de la enzima mediante la fluorescencia a los 45

minutos de iniciada la reacción así como la pendiente de cada curso temporal en su fase

lineal. Se realizó el promedio de cada triplicado/duplicado ± desvío estándar, se

considera que se encuentra un compuesto actividad inhibidora (HIT) cuando disminuye

la actividad de la enzima en al menos un 50 %. Posteriormente, se procede a realizar la

caracterización de los inhibidores. Si a partir del cribado, es detectado algún HITs se

puede analizar cómo se ve afectada la actividad de la enzima en función de la

concentración del inhibidor, permitiendo determinar valores de IC50 (concentración

inhibitoria de un 50%). Para estos ensayos, se inicia la reacción al agregar sustrato a una

mezcla con inhibidor y enzima pre-incubada una hora a 25 °C. Se determinará el valor de

IC50 a partir del ajuste de los datos obtenidos utilizando el programa Origin 8.6 a la

función Y = min + (max-min)/[1+(x/ EC50)H], donde Y es el efecto del inhibidor, x es la

concentración, máx y min son el máximo y efectos mínimos, EC50 es la concentración a

la que se obtiene el 50% del efecto y H es el coeficiente de Hill. Se reportan los valores

de IC50 como el promedio de cada triplicado ± desvío estándar. Finalmente, a los

inhibidores más potentes (IC50 de menor valor) se les compara el valor de IC50 con los

reportados para Ebselen en la literatura así como el obtenido en la actividad

experimental.
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Proteasas del SARS-CoV-2

Mpro

Es una proteasa de cisteína también llamada 3CL o NSP5, su tamaño es de 33796.8 Da y

posee una homología del 96% con la Mpro del virus SARS-CoV. Se trata de una proteína

altamente conservada en todos los coronavirus, lo cual en conjunto con su función

indispensable en el ciclo de replicación viral y el hecho de que no es una proteasa similar

a las encontradas en el cuerpo humano, hacen que sea una atractiva opción terapéutica

de amplio espectro y que su inhibición conlleve menor riesgo de toxicidad.(12–15).

La Mpro en su estado inactivo es un homodímero, y cada protómero está compuesto por

tres dominios: I, II y III. El dominio I va desde el residuo de aminoácidos 8 al 101, el

dominio II del 102 a 184 y el III de 201 a 306. Los dominios I y II están compuestos ambos

por seis láminas beta antiparalelas, en cambio el dominio III está compuesto por cinco

hélices alfa. El dominio III se conecta con el II mediante un largo bucle (residuos 185 a

200) denominado “long loop región” o “n-finger”, además tiene una topología única en

CoV que se requiere para la formación de homodímeros. Los dos protómeros están

unidos por el dominio III, y están estabilizados gracias a los N-fingers, que se sitúan entre

ambos protómeros. Tal es la importancia de dicha estabilización, que si eliminamos la

porción del N-finger, la actividad de la proteasa se vuelve casi nula. Igualmente, está en

discusión si el rol del N-finger radica en la unión de ambos monómeros, o en la actividad

proteasa, la evidencia tiende a inclinarse hacia esta última (Figura 4).(12–15)

Figura 4. Estructura cristalina de rayos X del homodímero Mpro del SARS-CoV-2. Se indican los

residuos de la díada catalítica (His41/Cys145). (A) Protomeros . (B) Dominios del protómero (16)

El dominio III es relativamente independiente desde el punto de vista estructural, pero

se ha propuesto su importancia nivel del autoclivaje inicial que realizará ésta proteasa
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para liberarse de la poliproteína, ya que se plantea que el C- terminal de éste dominio

puede adoptar determinadas posiciones que le permitirían unirse al sitio activo de otras

Mpro. Luego de liberarse a sí misma la Mpro dimeriza y adquiere su forma activa, la cuál

que se encargará de hidrolizar a las poliproteínas del SARS-CoV-2 en once sitios y

generará así las formas activas de las NSP de la 5 a la 16. Y para ello, reconoce secuencias

aminoacídicas de L-Q↓-(S/A/G).(12–15)

El sitio activo de la enzima se encuentra en la hendidura generada entre los dominios I y

II.(15–18). Posee 4 subsitios (S1´, S1, S2, S3), en el bolsillo S1 ́ el tercer elemento

catalítico está ausente, es compensado por la presencia de una molécula de H2O. En el

sitio de unión a sustratos de la enzima se han descrito varios subsitios: S1’, S1, S2’, S2, S3,

S3’, S4’ y S4. Pero se ha observado que los subsitios S1’, S1, S2 y S4 son lo más selectivos

y por eso más atractivos desde el punto de vista farmacológico.(12–15)

El S1 es el subsitio más selectivo, donde se ha demostrado que glutamina es el

aminoácido que se une en este sector. Compuesto por las cadenas laterales de F140,

N142, S144, H163, E166, H172, las cadenas principales de F140, L141, N142 y M165 y el

primer residuo del protómero vecino. (12–15)

El subsitio S1’ contiene la díada catalítica conformada por una cisteína encontrada en la

posición 145 (Cys145) y una histidina en la posición 41 (His41). Está compuesto además

de H41 y C145 por T25, L27 los átomos “BACKBONE” de T26 y C145. Es un subsitio

estrecho que sólo puede acomodar residuos con cadenas laterales cortas, se ha

demostrado que une entonces aminoácidos como serina y alanina. (12–15)

El subsitio S2 es altamente hidrofóbico, por lo que aminoácidos de cadenas laterales

hidrofóbicas pueden acomodarse aquí, como fenilalanina, leucina y valina. Está

compuesto por las cadenas laterales de H41, M49, Y54, M165 y la porción akil de la

cadena lateral de D187. El subsitio S4 es pequeño y está conformado por las cadenas

laterales de M165, L167, F185 y Q192 y el backbone de Q189. Se describe que puede

acomodar aminoácidos como alanina, treonina, valina, prolina, es decir, con cadenas

laterales pequeñas. Los otros subsitios, no tan selectivos, si bien no pueden plantearse

como inhibidores competitivos, si pueden ser estudiados como modificadores

alostéricos de la MPro. (12–15)

PLpro

Los coronavirus poseen una enzima proteasa similar a la papaína llamada PLpro

(también conocida como NSP3). PLpro es una proteasa de cisteína que es la proteína no
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estructural más grande del SARS-CoV-2 con una masa molecular de 213 kD, la cual es

necesaria para que el virus pueda procesar las poliproteínas virales, generar un complejo

de replicasa funcional y permitir la propagación viral.(17) Además, PLpro también tiene

actividad sobre proteínas del huésped. En el caso de la PLpro del SARS-CoV hidroliza

preferentemente proteínas con cadenas de ubiquitina. Por otro lado, PLpro del

SARS-CoV-2 hidroliza preferentemente a la proteína similar a la ubiquitina ISG15.(18)

Como ya se mencionó, posee una actividad proteolítica, desubiquitinizante y de

desglicación, lo cual le permite la inactivación de la vía NF-kB del huésped mediante la

escisión del producto génico estimulado por interferón 15 (ISG15) del factor regulador

de interferón 3 (IRF3). Esto atenúa las respuestas de interferón tipo I, lo que facilita que

el virus eluda la respuesta antiviral del sistema inmunitario. Por lo tanto, la

desubiquitinización y la desglicación de las PLPs (papain-like-protease) son vías mediante

las cuales el SARS-CoV-2 evade la respuesta inmune del cuerpo humano. (19,19,20)

Figura 5: Interferencia de la PL-pro de SARS-CoV-2 con la respuesta inmune innata del huésped

mediante la escisión directa de IRF3, TAB1 y NLRP12. (1) En azul: PLpro (Nsp3) inhibe la

producción de IFNβ al escindir IRF3. (2) en rojo: 3CLpro podría interferir con la producción de

citocinas proinflamatorias a dos niveles: la escisión de TAB1 inhibiría la activación de NF-κB a

través de TAK1 (2a), mientras que la escisión de NLRP12 podría liberar su efecto inhibidor sobre

NF-κB (2b). Además, la escisión de NLRP12 por 3CLpro podría perturbar el ensamblaje del

inflamasoma NLRP3 (2c), especialmente porque uno de los sitios de escisión liberaría un dominio

PYD de NLRP12. Esto podría desencadenar la escisión de pro-caspasa-1 y mejorar la liberación de

IL-1β.(18,21)
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La PLpro escinde proteolíticamente los precursores de las poliproteínas virales, pp1a y

pp1ab, en tres sitios para producir las proteínas no estructurales Nsp1, Nsp2 y Nsp3. El

sitio de unión al sustrato se encuentra entre la palma y el pulgar (Figura 6), el sitio activo

está ubicado en la hendidura entre los subdominios de estos, en este sitio se encuentra

una tríada catalítica de residuos de cisteína, histidina y ácido aspártico. Tras la unión del

inhibidor se cierra la entrada a la hendidura catalítica, mediante un mecanismo de ajuste

inducido, formando interacciones intermoleculares con el ligando. (22–26)

Estudios demostraron que su inhibición interfirió en el efecto citopatogénico inducido

por el virus, fomentó la vía del interferón antiviral y redujo la replicación viral en las

células infectadas. (18)

Esta evidencia sugirió que la PLpro del SARS-CoV-2 puede ser un objetivo prometedor

para la intervención terapéutica contra COVID-19. Existen muchos inhibidores conocidos

de esta molécula, lo que brinda una oportunidad para el rápido desarrollo de terapias

anti-COVID-19 basadas en ella.(27,28)

Figura 6. Representación tridimensional de la PLpro (23)

Mecanismos de inhibición enzimática orientado a las proteasas

Los inhibidores enzimáticos interfieren en la catálisis, haciéndolas más lentas o

deteniendo las reacciones, es por esto que los mismos se encuentran entre los agentes

farmacéuticos más importantes.(29)

Existen dos amplias clases de inhibidores enzimáticos: reversibles e irreversibles. Los

primeros presentan 3 tipos de inhibición, las que se denomina competitiva, en la que el

sustrato compite por el sitio activo de la enzima mientras el inhibidor ocupa el sitio

activo e impide la fijación del sustrato. Muchos inhibidores competitivos son
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compuestos que se parecen al sustrato y que se combinan con la enzima formando el

complejo Enzima-Inhibidor, pero sin llevarlo a la catálisis, Incluso combinaciones

transitorias de este tipo afectarán negativamente a la eficiencia de la enzima. Las que se

denominan acompetitivo en el que se fija a un sitio distinto al que lo hace el sustrato

dentro de el sitio activo y que, a diferencia del inhibidor competitivo, sólo se une al

complejo Enzima-Sustrato y no provocan necesariamente cambios conformacionales

entre las formas activas e inactivas. La última es la no competitiva o mixta que también

se fijan a un sitio distinto al del sustrato, pero lo hacen tanto a la enzima como al

complejo Enzima-Sustrato.(29)

Los inhibidores irreversibles son los que se combinan o destruyen un grupo de la enzima

que es esencial para su actividad, o aquellos que forman una asociación no covalente

muy estable. Es frecuente la formación de un enlace covalente entre un inhibidor

irreversible y una enzima. Los inhibidores irreversibles son también muy útiles para

estudiar los mecanismos de reacción. Los aminoácidos con funciones catalíticas clave en

el sitio activo pueden ser identificados, en ocasiones, determinando qué aminoácido se

ha unido covalentemente a un inhibidor después de la inactivación de la enzima.(29)

Dentro de la actividad enzimática el pH juega un rol importante ya que las enzimas

tienen un pH óptimo o un intervalo de pH en el que su actividad es máxima, por ende a

valores superiores o inferiores su actividad disminuye. El intervalo de pH en que el

cambia la actividad puede proporcionar alguna pista sobre qué aminoácido está

implicado(29).

La actividad de las enzimas reguladoras se modula de diversas maneras. Las enzimas

alostéricas funcionan a través de la unión reversible, no covalente, de compuestos

reguladores denominados moduladores alostéricos, los cuales son generalmente

pequeños metabolitos o cofactores. Otras enzimas están reguladas por modificación

covalente reversible. Ambas clases de enzimas reguladoras tienden a tener varias

subunidades y, en algunos casos, el sitio o los sitios reguladores y el sitio activo se

encuentran en subunidades separadas.(29)

Algunas proteasas son estimuladas o inhibidas por proteínas de control a las que se fijan.

Otros se activan cuando se eliminan segmentos peptídicos mediante escisión

proteolítica, la cual, a diferencia de la regulación mediada por efectores, es

irreversible.(29)
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La regulación por modificación covalente puede ser del tipo todo o nada o dar lugar a

ligeros cambios de actividad. En una misma enzima reguladora pueden darse varios tipos

de regulación.(29)

Las enzimas alostéricas son las que presentan otras conformaciones inducidas por la

unión de moduladores. Cambios conformacionales inducidos por uno o más

moduladores interconvierten formas más activas y menos activas de la enzima. Los

moduladores de enzimas alostéricas pueden ser inhibidores o estimuladores. El mismo

sustrato es a menudo el modulador, denominados homotrópicos. La unión del sustrato

origina cambios conformacionales que afectan a la actividad posterior de otros sitios en

la proteína. Cuando el modulador es otra molécula diferente del sustrato, se dice que la

enzima es heterotrópica.(29)

Algunas enzimas son reguladas mediante la rotura proteolítica de un precursor

enzimático. La escisión de un precursor inactivo, es necesaria para formar la proteasa

activa. Dado que este tipo de activación es irreversible, se necesitan otros mecanismos

para inactivar estas enzimas. Las enzimas proteolíticas son inactivadas por proteínas

inhibidoras que se fijan muy fuertemente al sitio activo de la enzima.(29)

La complejidad en la regulación de la actividad enzimática, se centra en que el control de

la catálisis es crítico para la vida. Si todas las reacciones posibles en una célula se

catalizarán simultáneamente, las macromoléculas y los metabolitos se degradarían

rápidamente a formas químicas más sencillas. Por el contrario, en las células sólo se

catalizan las reacciones necesarias en el momento dado.(29)

Los inhibidores de proteasas pueden ser proteínas, péptidos o moléculas pequeñas. Los

endógenos o naturales son la mayoría de las veces proteínas o péptidos, mientras que

los experimentales utilizados en la investigación son generalmente moléculas pequeñas

o péptidos sintéticos. Desde mediados de la década de 1990, más de 30 nuevos

inhibidores de la proteasa han ingresado al mercado para el tratamiento de un amplio

espectro de enfermedades, incluido el VIH/SIDA.(34)

La inhibición de estas enzimas puede ser conseguida mediante distintos mecanismos,

con el diseño de inhibidores reversibles, irreversibles y covalentes reversibles.

Cada uno tiene sus ventajas y desventajas, por ejemplo, los reversibles no covalentes

parecen ser la mejor opción en lo que respecta a la seguridad y riesgo de toxicidad, pero

la obtención de estos es costosa, compleja y requiere mucho tiempo. Mientras que la
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identificación de compuestos irreversibles es menos dificultosa pero se asocia a mayor

riesgo de toxicidad(31)

En el caso de la proteasa del VIH (proteasa aspartato) fue la primera target en la que se

utilizó el diseño de drogas basado en la estructura para intentar optimizar el diseño de

inhibidores.(30)

Se ha expuesto que una relación proteasa-inhibidor de proteasa ideal sería aquella en la

que se pueda unir a su blanco de forma reversible, tenga excelente selectividad, buena

biodisponibilidad y no presente efectos secundarios. En la industria farmacéutica se

prefieren fármacos de unión reversible, para prevenir la antigenicidad que pueden llegar

a poseer proteínas modificadas covalentemente de forma permanente y los efectos

adversos que eso conlleva.(31)

Potenciales opciones terapéuticas para el SARS-CoV-2

De los 114 artículos revisados en la plataforma PubMed se seleccionaron aquellos

compuestos que presentaron inhibición para la proteasa del SARS-CoV-2 Mpro en

estudios in vitro, en animales o incluso ensayos clínicos en seres humanos. Asimismo,

descartamos aquellos compuestos que presentaron inhibición en estudios realizados in

silico, ya que mediante diálogo personal con los investigadores de la institución donde

realizamos el trabajo se nos brindó la información de que menos del 5% de las

predicciones realizadas in silico mostraban actividad ensayos in vitro. En la tabla 1 se

muestran 18 compuestos que cumplieron con los criterios antes mencionados, de los

aproximadamente 100 encontrados en la reseña bibliográfica (Tabla 1).

Tabla 1. Compuestos que presentaron inhibición de la Mpro hallados en la literatura.

Nombre del Compuesto Fase de Prueba Aplicaciones Referencias

Quercetina y derivados (21, 22)
In vitro

Suplemento dietético. (32,33)

3-benzyl-1,3-benzothiazol-2-one

In vitro (estudios de

citotoxicidad celular y

actividad antiviral)

Compuesto de fármacos

aprobados como Benzolone,

Paraflex, Vinizene, y

Tiaramide

(34)

Paxlovid (ritonavir +

Nirmatrelvir)
Fase IV Tratamiento de VHC1, VIH2 (10)

MG-101 In vitro - (35)
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Telaprevir In vitro Antiviral contra VHC1 (36,37)

Boceprevir In vitro Antiviral contra VHC1 (36,38–40)

Lycorine HCl In vitro Enterovirus EV 71 (35)

Mesilato de nelfinavir In vitro
Inhibidor de la proteasa del

VIH
(35)

Disulfiram Fase II MERS-CoV, SARS-CoV (41)

ENSITRELVIR (S-217622) Fase III (41)

Ebselen (Harmokisana) Fase II

Está en investigación para

tratamiento del ACV3,

pérdida auditiva y el

trastorno bipolar.

(42,43)

Baicaleína 19 In vitro

Tratamiento la hepatitis y la

infección de las vías

respiratorias superiores

(33)

EB2-7 / EB2-9 / EB2-19

(derivado del Ebselen)
In vitro - (44)

GC-14 In vivo - (45)

Bepridil

In vivo

Proporciona una protección

del 100 % frente a las

infecciones por el virus del

Ébola en ratones. (46)

ALG-097111 In vitro e in vivo N/A (47)

Grazoprevir in vitro N/A (48)

Punicalagina In vitro VHS - 14 , CMV5, VHC1, Flu6. (49)

1.VHC: Virus hepatitis C 2. VIH: Virus de la inmunodeficiencia humana 3. ACV: Accidente cerebrovascular 4.

VHS-1: Virus herpes simple-1 5. CMV: Citomegalovirus 6. Flu: Virus Influenza

RESULTADOS DEL TRABAJO EXPERIMENTAL

En el cribado realizado se analizó la potencial actividad inhibitoria de la Mpro de 42

compuestos.

El tiempo donde se observó la mayor actividad enzimática y por ende mayor

fluorescencia en el control positivo (enzima + sustrato) y con valor Z mayo de 0.7 fue a

los 2255,7 segundos obteniendo un valor promedio de 7,7 (unidades de fluorometría),

los promedios obtenidos de actividad enzimática con los diferentes compuestos fueron

de 0 a 17,7 (unidades de fluorometría), indicando que algunos casos inhibieron a la

enzima y en otros la potenciaron (Tabla 2). Estos datos se encuentran también
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expresados en gráficos de actividad enzimática en función del tiempo. (Figura 7, Figura

8)

Tabla. 2 Datos obtenidos en el cribado de compuestos. Se consideran HIT los

compuestos con un promedio de actividad enzimática (Columna “% Promedio”) menor

al 50% del promedio de actividad enzimática sin inhibidor (Columna “50% Promedio”).

HIT: 50% corresponde a 3,9.

Compuesto % Viables

%

Promedio % σ n-1

50%

Promedio Hit

S + E 7,33 8,10 7,74 7,7 0,4
3,9

S + E + EBSELEN 0,732677 0,843639 0,893403 0,8 0,1 HIT

366 13,957 6,54399 10,3 5,2 na1

758 3,3464 5,93681 4,6 1,8 na

369 8,2773 8,73047 8,5 0,3 na

218 8,48471 7,94519 8,2 0,4 na

440 6,87457 6,9396 6,9 0,0 na

78AD81 7,08993 6,54167 6,8 0,4 na

133859 14,3906 9,90847 12,1 3,2 na

431 10,2616 9,12882 9,7 0,8 na

46-476 6,72863 6,62447 6,7 0,1 na

612 6,97805 6,12237 6,6 0,6 na

626 7,03327 6,59808 6,8 0,3 na

397 1,3025 0,737751 1,0 0,4 HIT

217 18,0713 7,27482 12,7 7,6 na

MC16641 6,06836 5,36875 5,7 0,5 na

611 6,06135 6,42962 6,2 0,3 na

620 7,86125 6,93607 7,4 0,7 na

293 7,49186 6,36625 6,9 0,8 na

398 3,55593 2,65181 3,1 0,6 HIT

399 17,8906 6,81754 12,4 7,8 na

475 1,80287 2,35859 2,1 0,4 HIT

444 17,6411 16,9157 17,3 0,5 na
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622 7,70388 7,19367 7,4 0,4 na

421 6,52814 6,23081 6,4 0,2 na

616 0,909886 0,958903 0,9 0,0 HIT

618 13,3741 5,02711 9,2 5,9 na

AM13 0,882959 0,806552 0,8 0,1 HIT

402 4,62308 6,7964 5,7 1,5 na

COVID19 4148 4,01688 4,12476 4,1 0,1 na

621 5,38246 5,1278 5,3 0,2 na

38-470 2,69868 2,80419 2,8 0,1 HIT

627 18,5338 7,73202 13,1 7,6 na

MC005 3,86793 4,70787 4,3 0,6 na

617 3,16866 2,67336 2,9 0,4 HIT

406 3,02663 2,56445 2,8 0,3 HIT

19 39 913COV 6,49669 6,12816 6,3 0,3 na

1940 33 COV 6,41715 5,01056 5,7 1,0 na

K1 ROB 108789 15,6568 7,18982 11,4 6,0 na

IAM 3,18045 3,23281 3,2 0,0 HIT

1080 6,00336 5,97237 6,0 0,0 na

1941 91 COV 7,26678 7,24778 7,3 0,0 na

625 3,53446 3,48996 3,5 0,0 HIT

47 477 6,15492 6,55059 6,4 0,3 na

1. na: no aplica
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Figura 7. En estos gráficos se muestran los compuestos que dieron HIT, graficados el RFU

en función del tiempo. Representados también los controles.

Figura 8. En este gráfico se muestran los compuestos que no dieron HIT, graficados el

RFU en función del tiempo. Representados también los controles, la flecha negra indica

el control positivo.

A continuación se seleccionaron 3 compuestos, una Paulona (397) y dos derivados del

Ebselen (AM13, AM18) cuyo resultado haya sido HIT: 397, AM13 y AM18

respectivamente, así como Ebselen (con comprobado resultado inhibitorio apoyado por

bibliografía) para la realización del IC50, obteniendo los siguientes resultados:
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Figura 9: Representación gráfica IC50. Se observa el comportamiento de la actividad

enzimática en función de concentraciones crecientes de inhibidor. El valor de RFU en del

sustrato en ausencia de enzima fue entre 9 y 10 A. Ebselen. B. AM 18. C. 397. D. AM13.

Tabla 3. Valores de IC50 calculados experimentalmente.
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DISCUSIÓN DE LOS RESULTADOS

De los compuestos encontrados en la búsqueda bibliográfica candidatos a ser antivirales,

observamos que la mayoría son de reposición, esto puede estar dado porque nos

encontramos en etapas tempranas del desarrollo farmacológico contra el SARS-CoV-2 ya

que la pandemia de la enfermedad causada por este virus es relativamente reciente.

Pero, el encontrar fármacos que ya han sido aprobados para utilizar en contra de otros

virus de otras familias (por ejemplo VHC, VIH, CMV, Enterovirus, VHS, etc) nos hace

reflexionar sobre la conservación biológica y la relevancia que tienen las proteasas en el

ciclo de replicación viral de muchos virus, fortaleciendo el argumento de que son un

blanco farmacológico distintivo y que permitirían la utilización y desarrollo de fármacos

con amplio espectro antiviral. A su vez es evidente el beneficio de utilizarlas como

objetivo de futuras terapias farmacológicas.

En base al análisis de los resultados obtenidos en el cribado realizado, se comprobó que

los compuestos 397, 398, 475, 616, AM13, AM18, 38-470, 617, 406, 625 son HITS

inhibiendo al menos el 50% de la actividad de la enzima en unión al sustrato.

Respecto al IC50 realizado para los 4 compuestos seleccionados AM13, AM18, 397 y

Ebselen:

Obtuvimos que para AM18 es 0.13302 μM, para 397 es 0,86119 y para Ebselen 2,55619

μM. En el caso del AM13 el valor del IC50 no se pudo obtener. Seguramente este

resultado se deba a que la concentración de inhibidor fue muy elevada respecto a la

concentración de enzima y por esto no fue posible analizarlo.

Dado que el Ebselen tiene una inhibición conocida y estudiada sobre la Mpro, lo

utilizamos como referencia para comparar los valores de IC50 obtenidos para los

compuestos analizados. Es difícil establecer la validez de esta comparación con la

bibliografía, ya que los resultados no son extrapolables dadas las distintas condiciones de

los estudios.

Nuestro valor de IC50 de Ebselen fue de 2.55619 μM, aproximadamente cuatro veces

mayor que el teórico obtenido (IC 50 = 0,67 μM)(13), probablemente como consecuencia

de un error experimental. En el caso del AM18 mostró un IC50 de 0,13302 μM el cuál es

19 veces más bajo en relación al Ebselen, lo que habla de un potencial inhibitorio mayor

respecto al control.

Para el 397 el IC50 calculado es de 0,86119 μM siendo aproximadamente 3 veces menor

comparándolo con Ebselen, otro compuesto que demuestra potencial inhibitorio.
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Las paulonas son un grupo de 7,12-dihidroindolo[3,2-d][1]benzazepina-6(5H)-onas que

muestran actividades inhibitorias contra las proteínas quinasas de la superfamilia CMGC

presentes en los mamíferos, son ejemplo de estas las quinasas dependientes de ciclina

(CDK) y glucógeno sintasa quinasa-3 (GSK-3). La kenpaulona (Figura 10.1a) se usa como

inhibidor estándar de la GSK-3 y muestra selectividad frente a una amplia gama de

proteínas quinasas (por ejemplo, ERK1, DYRK1A, VEGF-R2, PLK1, INS-R). Las paulonas se

unen al sitio de unión del ATP de las quinasas mediante átomos de nitrógeno presentes

en la posición número 5, la cual actúa como donante de enlaces de hidrógeno, de ésta

forma las paulonas N(5)-sustituidas pierden la actividad inhibitoria sobre la quinasa. (50)

Éstas han demostrado en estudios in vitro que poseen inhibición contra proteasas de

parásitos como Leishmania infantum (L. infantum), presentando baja toxicidad celular,

motivo por el cual resultan una alternativa terapéutica a desarrollar a futuro.

Figura: 10. Paulonas mencionadas en el texto: kenpaulona (1a), alsterpaulona (1b),

FS-554 (2), y título compuesto (3).

En el caso de Ebselen (el cual se encuentra en Fase II para su función anti-proteasa) al

contar con características farmacocinéticas y farmacodinámicas compatibles para el uso

como fármaco, se encuentran actualmente en estudio su uso para otras enfermedades

no infecciosas como por ejemplo su potencial uso como antidepresivo en la depresión

resistente a fármacos (51), mejorando la sensibilidad a la insulina (52), aliviando la

degeneración de cartílago articular(53), entre otros.
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CONCLUSIONES

Del presente trabajo podemos concluir que las proteasas del SARS-CoV-2 son un blanco

farmacológico prometedor en la búsqueda de compuestos contra la enfermedad

provocada por dicho virus. La investigación de compuestos que inhiban a la proteasa

Mpro es un camino alentador para la búsqueda de antivirales de SARS-CoV-2.

Finalmente, consideramos interesante avanzar en la investigación de estos compuestos

para poder confirmar o rebatir los resultados obtenidos. Actualmente en el instituto

donde desarrollamos el trabajo experimental continuará investigando estos compuestos

derivados del Ebselen, las paulonas así como otras familias de compuestos en el marco

de un proyecto de búsqueda de fármacos para el tratamiento de COVID-19.
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