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Abstracto

La enfermedad por coronavirus 2019 es una enfermedad infecciosa
emergente que actualmente se propaga por todo el mundo. Es causada por
un nuevo coronavirus, el sindrome respiratorio agudo severo coronavirus 2
(SARS-CoV-2). La proteina espiga (S) del SARS-CoV-2, que desempefia un
papel clave en el proceso de reconocimiento de receptores y fusion de la
membrana celular, esta compuesta por dos subunidades, S1y S2. La
subunidad S1 contiene un dominio de unién al receptor que reconoce y se
une a la enzima convertidora de angiotensina del receptor huésped 2,
mientras que la subunidad S2 media la fusidon de la membrana celular viral
formando un haz de seis helicoidales a través del dominio de repeticion de
dos heptados. En esta revisidon, destacamos el avance reciente de la
investigacién en la estructura, funcion y desarrollo de medicamentos
antivirus dirigidos a la proteina S.
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Introduccion

La epidemia de la enfermedad del nuevo coronavirus 2019 (COVID-19) fue
causada por un nuevo coronavirus ocurrido en diciembre de 2019, y ahora se
ha extendido por todo el mundo y se ha convertido en una pandemia
mundial [1]. Rapidamente se descubrid que el COVID-19 era causado por un
coronavirus que mas tarde se denominé coronavirus 2 del sindrome
respiratorio agudo severo (SARS-CoV-2) [1], que pertenece a la familia de los
coronavirus B. Es el séptimo coronavirus conocido que infecta a los humanos;
cuatro de estos coronavirus (229E, NL63, OC43 y HKU1) solo causan sintomas
leves del resfriado comun. Por el contrario, los otros tres, SARS-CoV, MERS-
CoV y SARS-CoV-2, pueden causar sintomas graves e incluso la muerte, con
tasas de mortalidad del 10%, 37% y 5%, respectivamente.

Aunque se estan lanzando un gran numero de estudios y ensayos clinicos
sobre COVID-19 en todo el mundo [2, 3], ninguna evidencia de ensayos
clinicos aleatorios ha demostrado que cualquier terapia potencial mejore los
resultados en los pacientes [4]. A medida que la epidemia se propaga, es
fundamental encontrar una terapéutica especifica para COVID-19, y se estdn
desarrollando vacunas dirigidas a varias proteinas del SARS-CoV-2.

El SARS-CoV-2 es un virus monocatenario envuelto en ARN [5]. Se ha aplicado
un enfoque de secuenciacidén metagendmica de préxima generacién basado
en ARN para caracterizar todo su genoma, que tiene una longitud de 29.881
pb (GenBank no. MN908947), codificando 9860 aminoacidos [6]. Los
fragmentos de genes expresan proteinas estructurales y no estructurales. Los
genes S, E, M y N codifican proteinas estructurales, mientras que las
proteinas no estructurales, como la proteasa similar a la 3-quimotripsina, la
proteasa similar a la papaina y la ARN polimerasa dependiente del ARN,
estan codificadas por la region ORF [7].

Un gran numero de proteinas S glicosiladas cubren la superficie del SARS-
CoV-2 y se unen a la enzima convertidora de angiotensina del receptor de la
célula huésped 2 (ACE2), mediando la entrada de células virales [8]. Cuando
la proteina S se une al receptor, la proteasa TM serina 2 (TMPRSS2), una
serina proteasa TM tipo 2 ubicada en la membrana de la célula huésped,
promueve la entrada del virus en la célula mediante la activacion de la
proteina S. Una vez que el virus ingresa a la célula, se libera el ARN viral, las
poliproteinas se traducen del genoma del ARN y la replicacidon y transcripcion
del genoma del ARN viral se producen a través de la escision de proteinasy el
ensamblaje del complejo replicasa-transcriptasa. El ARN viral se replica, y las
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proteinas estructurales se sintetizan, ensamblan y empaquetan en la célula
huésped, después de lo cual se liberan particulas virales (Fig. 1d) [9].

Fig. 1: Esquema de la proteina SARS-CoV-2S.
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a La estructura esquematica de la proteina S. b La proteina S se une al
receptor ACE2. c El proceso de unidn y fusién virus-célula mediado por la
proteina S. d El ciclo de vida del SARS-CoV-2 en las células huésped.
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Estas proteinas son criticas para el ciclo de vida viral y proporcionan objetivos
potenciales para las terapias farmacoldgicas. Por ejemplo, se ha demostrado
experimentalmente que el péptido basado en ACE2, el inhibidor de
3CLpropro (3CLpro-1) y un nuevo inhibidor de la proteasa vinilsulfona son
efectivos contra el SARS-CoV-2 [10]. La proteina SARS-CoV-2 S esta altamente
conservada entre todos los coronavirus humanos (HCoV) y esta involucrada
en el reconocimiento del receptor, la unién viral y la entrada en las células
huésped. Debido a sus funciones indispensables, representa uno de los
objetivos mds importantes para la vacuna covid-19 y la investigacion
terapéutica. En esta revisidn, resumimos los avances en la investigacion de la
proteina SARS-CoV-2 Sy su orientacion terapéutica.

Estructura de la proteina S

Con un tamafio de 180-200 kDa, la proteina S consiste en un N-terminal
extracelular, un dominio transmembrana (TM) anclado en la membrana viral
y un segmento C-terminal intracelular corto [11]. S normalmente existe en
una conformacion metaestable, prefusion; una vez que el virus interactua
con la célula huésped, se produce un reordenamiento estructural extenso de
la proteina S, lo que permite que el virus se fusione con la membrana de Ia
célula huésped. Las espigas estdn recubiertas con moléculas de polisacaridos
para camuflarlas, evadiendo la vigilancia del sistema inmune del huésped
durante la entrada [12].

La longitud total del SARS-CoV-2 S es de 1273 aa y consiste en un péptido
sefial (aminoacidos 1-13) ubicado en el extremo N, la subunidad S1 (14-685
residuos) y la subunidad S2 (residuos 686-1273); las dos ultimas regiones son
responsables de la unién al receptor y la fusidon de la membrana,
respectivamente. En la subunidad S1, hay un dominio N-terminal (14-305
residuos) y un dominio de unidn al receptor (RBD, 319-541 residuos); el
péptido de fusion (PF) (788-806 residuos), la secuencia de repeticion de
heptapéptidos 1 (HR1) (residuos 912-984), HR2 (residuos 1163—-1213), el
dominio TM (residuos 1213-1237) y el dominio citoplasma (residuos 1237—-
1273) comprenden la subunidad S2 (Fig. 2a) [13]. Los trimeros de proteina S
forman visualmente un halo bulboso caracteristico, similar a una corona, que
rodea la particula viral (Fig. 1a). Sobre la base de la estructura de los
mondmeros de la proteina S del coronavirus, las subunidades S1y S2 forman
la cabeza bulbosa vy la regidn del tallo [14]. La estructura de la proteina S
trimérica SARS-CoV-2 ha sido determinada por microscopia crioelectrdnica a
nivel atémico, revelando diferentes conformaciones del dominio S RBD en
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estados abierto y cerrado y sus correspondientes funciones (Fig. 2b, c) [15,
16].

Fig. 2: Estructura de la proteina SARS-CoV-2 S.
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a Representacion esquematica del pico del SARS-CoV-2. b—c La proteina S RBD
cerrd y abrid estado. d La proteina S se une a ACE2 con RBD abierta en la
subunidad S1. e La estructura de seis hélices formada por HR1y HR2 de |la
subunidad S2.

Imagen a tamaio completo

En el estado nativo, la proteina CoV S existe como un precursor inactivo.
Durante la infeccidn viral, las proteasas de células diana activan la proteina S
escindiéndola en subunidades S1y S2 [17], que es necesaria para activar el
dominio de fusién de membrana después de la entrada viral en las células
diana [18]. Al igual que otros coronavirus, la proteina S del SARS-CoV-2 se
divide en subunidades S1 y S2 mediante proteasas celulares, y la serina
proteasa TMPRSS2 se utiliza como cebador de proteinas. Aunque se conoce
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el sitio de escision del SARS-CoV, el del SARS-CoV-2 S aun no se ha reportado
[18, 19].

Estructura de la subunidad S1

La unidn de las particulas del virus a los receptores celulares en la superficie
de la célula huésped es el inicio de la infeccidn por virus; por lo tanto, el
reconocimiento del receptor es un determinante importante de la entrada
viral y un objetivo de disefio de farmacos.

RBD situado en la subunidad S1 se une al receptor celular ACE2 en la region
de aminopeptidasa N. La region S1 contiene el NTD y el CTD, y los detalles
atomicos en la interfaz de unidon demuestran sustituciones de residuos clave
en SARS-CoV-2-CTD. Ademas, la interfaz de unién al SARS-CoV-2 S CTD tiene
mas residuos que interactian directamente con el receptor ACE2 que el
SARS-RBD (21 frente a 17), y una mayor superficie esta enterrada con el
SARS-CoV-2 S CTD en complejo con ACE2 que con el SARS S RBD. Las
mutaciones de residuos clave juegan un papel importante en la mejora de la
interacciéon con ACE2. F486 en SARS-CoV-2, en lugar de 1472 en SARS RBD,
forma fuertes interacciones aromaticas-aromaticas con ACE2 Y83, y E484 en
SARS-CoV-2-CTD, en lugar de P470 en SARS RBD, forma interacciones idnicas
con K31, lo que conduce a una mayor afinidad por la unién a los receptores
gue RBD de SARS-CoV (Fig. 2d)[15, 16, 20, 21].

La regién RBD es un objetivo critico para neutralizar anticuerpos (nAbs), y
SARS-CoV-2 y SARS-CoV RBD son ~ 73% -76% similares en secuencia. Nueve
residuos de contacto ace2 en CoV RBD se conservan completamente y cuatro
se conservan parcialmente. El analisis de la RBM (motivo de unidn al
receptor, una porcion de RBD que hace contacto directo con ACE2) del SARS-
CoV y el SARS-CoV-2 reveld que la mayoria de los residuos esenciales para la
union a ACE2 en la proteina SARS-CoV S se conservan en la proteina SARS-
CoV-2S. Sin embargo, algunos estudios mostraron que los anticuerpos
monoclonales murinos (mAbs) y los anticuerpos policlonales contra el SARS-
RBD no pueden interactuar con la proteina SARS-CoV-2 S, revelando
diferencias en la antigenicidad entre el SARS-CoV y el SARS-CoV-2 [20]. Del
mismo modo, un anticuerpo especifico para el SARS-CoV RBD no pudo
bloquear la infeccion mediada por la proteina S de SL-CoV-SHC014 [22], lo
gue sugiere que el S1 RBD puede no ser un objetivo farmacoldgico ideal
debido a la caracteristica altamente mutable de los farmacos anti-CoV de
amplio espectro.

Estructura de la subunidad S2
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La subunidad S2, compuesta sucesivamente por un dominio FP, HR1, HR2,
TM y fusién de dominio citoplasmatico (CT), es responsable de la fusidn y
entrada viral.

La PF es un segmento corto de 15-20 aminoacidos conservados de la familia
viral, compuesto principalmente de residuos hidréfobos, como la glicina (G) o
la alanina (A), que se anclan a la membrana diana cuando la proteina S
adopta la conformacidn preclava. Investigaciones anteriores han demostrado
gue la PF desempefa un papel esencial en la mediacion de la fusion de la
membrana al interrumpir y conectar las bicapas lipidicas de la membrana de
la célula huésped [23].

HR1 y HR2 estan compuestos por un heptapéptido repetitivo: HPPHCPC,
donde H es un residuo hidréfobo o tradicionalmente voluminoso, P es un
residuo polar o hidréfilo, y C es otro residuo cargado [24]. HR1 y HR2 forman
el haz de seis helicoidales (6-HB) (Fig. 2e), que es esencial para la fusion viral
y la funcién de entrada de la subunidad S2 [13]. HR1 se encuentra en el
extremo C de un FP hidrofdébico, y HR2 se encuentra en el extremo N del
dominio TM [25]. El dominio TM aguas abajo ancla la proteinaSa la
membrana viral, y la subunidad S2 termina en una cola ctiana [14].

RBD se une a ACE2, y S2 cambia la conformacién insertando FP en la
membrana celular objetivo, exponiendo la bobina enrollada preclava del
dominio HR1 y desencadenando la interaccién entre el dominio HR2 y el
trimero HR1 para formar 6-HB, acercando asi la envoltura viral y la
membrana celular para la fusidon y entrada viral [26]. HR1 forma un conjunto
homotrimérico en el que se exponen tres surcos hidrofébicos altamente
conservados en la superficie que se unen a HR2. El dominio HR2 forma tanto
una hélice rigida como un bucle flexible para interactuar con el dominio HR1.
En la conformacién de horquilla postfusion de CoVs, hay muchas
interacciones fuertes entre los dominios HR1 y HR2 dentro de la regién
helicoidal, que se designa como la "regidn central de fusién" (regiones
HR1core y HR2core, respectivamente).

Dirigirse a la repeticidon heptada (HR) ha atraido el mayor interés en el
descubrimiento de farmacos terapéuticos. La proteina S es una proteina
diana importante para el desarrollo de farmacos especificos, mientras que el
dominio S1 RBD es parte de una regidn altamente mutable y no es un sitio
objetivo ideal para el desarrollo de inhibidores antivirales de amplio espectro
[27]. Por el contrario, la region HR de la subunidad S2 juega un papel esencial
en las infecciones por HCoV y se conserva entre HCoVs, al igual que el modo
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de interaccion entre HR1 y HR2 [28]. En 2017 se demostrd que un péptido
sintético derivado de la regién del tallo de la proteina de la envoltura ziKV
inhibe potentemente la infeccion por ZIKV y otros flavivirus in vitro [29], lo
gue implica la eficiencia antiviral de los péptidos derivados de regiones
conservadas de proteinas virales. Los péptidos derivados de la regién HR2 de
las proteinas de fusion viral de clase | de los virus envueltos se unen
competitivamente a la HR1 viral e inhiben eficazmente la infeccion viral [22].
Por lo tanto, HR1 es un objetivo prometedor para el desarrollo de inhibidores
de la fusién contra la infeccidon por SARS-CoV-2.

Funciones de la proteina S

La proteina S en la superficie del virus es un factor clave involucrado en la
infeccidn. Es una glicoproteina TM trimérica de clase | responsable de la
entrada viral, y esta presente en todo tipo de HCoVs, asi como en otros virus
como el VIH (glicoproteina del VIH 160, Env), el virus de la gripe
(hemaglutinina de la gripe, HA), el paramixovirus (paramixovirus F) y el Ebola
(glicoproteina del virus del Ebola) [30]. Al igual que otros coronavirus, la
proteina S del SARS-CoV-2 media el reconocimiento del receptor, la union

El trimero de la proteina S situado en la superficie de la envoltura viral es la
unidad basica por la cual la proteina S se une al receptor [16, 33]. El dominio
S1 contiene el RBD, que es el principal responsable de la unidn del virus al
receptor, mientras que el dominio S2 contiene principalmente el dominio HR,
incluidos HR1 y HR2, que esta estrechamente relacionado con la fusion del
virus [34].

Unidn al receptor

Como se menciond anteriormente, la proteina SARS-CoV-2 S se une a la
célula huésped reconociendo el receptor ACE2 [33]. ACE2 es un homodlogo de
la ECA, que convierte la angiotensina | en angiotensina 1-9 [35]. ACE2 se
distribuye principalmente en el pulmdn, el intestino, el corazén y el rifidn, y
las células epiteliales alveolares tipo Il son las principales células que
expresan [36]. ACE2 es también un receptor conocido para el SARS-CoV. La
subunidad S1 de la proteina SARS-CoV S se une a ACE2 para promover la
formacion de endosomas, lo que desencadena la actividad de fusion viral
bajo pH bajo (Fig. 1a, b) [37].
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La interaccién entre la proteina S y ACE2 se puede utilizar para identificar
huéspedes intermedios de SARS-CoV-2, ya que ACE2 de diferentes especies,
como anfibios, aves y mamiferos, tiene una estructura primaria conservada
[38]. Luan et al. compararon las afinidades de unién entre ACE2 y SARS-CoV-
2 S de mamiferos, aves, serpientes y tortugas y encontraron que el ACE2 de
Bovidaey Cricetidae interactuaba bien con SARS-CoV-2 S RBD, pero que ACE2
de serpientes y tortugas no podia.

La proteina S se une a ACE2 a través de la region RBD de la subunidad S1,
mediando la unidn viral a las células huésped en forma de trimero [15]. El
SARS-CoV-2 S se une a la ACE2 humana con una constante de disociacion
(Ko)de 14,7 nM, aunque la del SARS-CoV S es de 325,8 nM [15], lo que indica
qgue el SARS-CoV-2 S es mas sensible a la ACE2 que el SARS-CoV S. A través de
la identificacidon de las proteinas del SARS-CoV-2, los investigadores
encontraron ~ 24% de diferencia en S entre el SARS-CoV-2 y el SARS-CoV,
mientras que la de RBD es ~ 23% [39].

Fusion viral

La fusion viral se refiere a la fusién de la membrana viral y la membrana de la
célula huésped, lo que resulta en la liberacidon del genoma viral en la célula
huésped. La escisidon de las subunidades SARS-CoV-2 S1y S2 es la base de la
fusion. La proteina S se divide en dos partes, la subunidad S1 y la subunidad
S2, por las proteasas del huésped, y las subunidades existen en forma no
covalente hasta que se produce la fusidn viral [40]. Los investigadores han
encontrado que el sitio especifico de escision de furina se encuentra en el
sitio de escision del SARS-CoV-2, pero no en otros CoV similares al SARS [41,
42]. La mutacion del sitio de escisidon en sars-CoV-2 o CoV similares al SARS
ha revelado que la proteina S del SARS-CoV-2 existe en un estado de
uncleaved, pero que los otros estan principalmente en un estado escindido.
El SARS-CoV-2 S tiene multiples sitios de escision de furinas, lo que aumenta
la probabilidad de ser escindido por proteasas similares a la furina y, por lo
tanto, mejora su infectividad [43, 44]. El dominio de escision similar a la
furina también esta presente en el virus de la influenza altamente patdégeno y
estd relacionado con su patogenicidad, como se observd en el brote de
influenza aviar en Hong Kong en 1997 [45, 46]. Ademas, las proteasas de las
células huésped como TMPRSS2 son esenciales para el cebado de la proteina
S, y se ha demostrado que se activan en la entrada del SARS-CoV y el virus de
la influenza A [18, 47, 48]. Otra proteasa de la célula huésped que se ha
demostrado que escinde la proteina S viral es la tripsina [49]. En resumen, la
proteina S del SARS-CoV-2 es similar a la del SARS-CoV, y las proteasas de la
célula huésped son esenciales para promover la escision de la proteina S
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tanto del SARS-CoV-2 como del SARS-CoV. La presencia de un sitio especifico
de escisidon de furinas en el SARS-CoV-2 S podria ser una de las razones por
las que el SARS-CoV-2 es mas contagioso que el SARS-CoV.

La formacion de 6-HB es esencial para la fusion viral. La FP en el extremo N
del SARS-CoV-2 y los dos dominios HR en S2 es esencial para la fusion viral
[50]. Después de la escision de la proteina S, el FP del SARS-CoV-2 se expone
y desencadena la fusién viral. Bajo la accién de algunos ligandos especiales,
la proteina de fusion sufre un cambio conformacional y luego se inserta en la
membrana de la célula huésped (Fig. 1c) [51]. Por ejemplo, el ligando para el
virus de la influenza A es H, mientras que el ligando para el VIH es un
correceptor como CCR5 o CXCR4 [14]. La distancia entre la membrana viral y
la membrana de la célula huésped se acorta, y el dominio HR1 de la proteina
S esta muy cerca de la membrana de la célula huésped, mientras que el
dominio HR2 estd mds cerca del lado de la membrana viral. Luego, HR2 se
pliega de nuevo a HR1, los dos dominios HR forman una estructura de seis
hélices en un formato antiparalelo del nucleo de fusién, la membrana viral se
tira hacia la membrana de la célula huésped y se une firmemente a ella, y las
dos membranas se fusionan [52].

Farmacos potenciales dirigidos a la proteina S

El papel fundamental de la proteina S en la infeccidn viral indica que es un
objetivo potencial para el desarrollo de vacunas, la terapia de bloqueo de
anticuerpos y los inhibidores de moléculas pequenas. Teniendo en cuenta la
similitud con el SARS-CoV y el MERS-CoV, a continuacion se resumen los
posibles nAbs e inhibidores dirigidos al SARS-CoV-2 S (Fig. 3).

Fig. 3: Farmacos potenciales dirigidos a la proteina SARS-CoV-2 S.
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a mAbs potenciales dirigidos a varios epitopos de la proteina S. b Resumen de
los inhibidores actuales del SARS-CoV-2.

Imagen a tamafio completo

Anticuerpos basados en la proteina SARS-CoV-2 S

La proteina S es el principal componente del antigeno en todas las proteinas
estructurales del SARS-CoV-2. A diferencia de otras proteinas funcionales de
SAS-CoV-2, es responsable de inducir la respuesta inmune del huésped, y los
nAbs dirigidos a la proteina S pueden inducir inmunidad protectora contra la
infeccidn viral. Al igual que el SARS-CoV y el MERS-CoV, la investigacidon sobre
los nAbs del SARS-CoV-2 incluye principalmente mAbs, fragmentos de unién
a antigenos, fragmentos de regiones variables de cadena unica y anticuerpos
de dominio Unico (Nbs), que se dirigen a las regiones S1 RBD, S1-NTD o S2
para prevenir la fusidén mediada por S2 [53, 54]. Por otro lado, se estan
desarrollando multiples tipos de vacunas contra el SARS-CoV-2, incluidas
formulaciones basadas en ARN / ADN, epitopos virales recombinantes,
vectores basados en adenovirus y virus inactivados purificados [55].

La secuencia y la sorprendente similitud estructural entre las proteinas SARS-
CoV-2 y SARS-CoV S enfatizan la estrecha relacion entre estos dos virus, lo
gue brinda la posibilidad de tratar covid-19 con anticuerpos dirigidos a la
proteina SARS-CoV S [56]. En comparacion con el SARS-CoV-2 RBD, el SARS-
CoV-2 interactua con hACE2 a través del dominio C-terminal (SARS-CoV-2-
CTD), mostrando una mayor afinidad por la unién al receptor. RBD puede
inducir respuestas nAb altamente potentes y tiene el potencial de
desarrollarse como una vacuna de subunidades efectiva y segura contra el
SARS-CoV-2. Los anticuerpos policlonales del SARS-CoV S obtenidos de
ratones inmunizados inhibieron completamente la invasién del SARS-CoV S-
MLV (virus de la leucemia murina), mientras que la tasa de invasién del SARS-
CoV-2 S-MLV se redujo a ~10% [20]. El anticuerpo policlonal anti-SARS S1 T62
inhibe la entrada del SARS-CoV S pero no la de las particulas del pseudovirus
SARS-CoV-2 S [49]. Consistentemente, estudios recientes han reportado
resultados similares, mostrando que tres mAbs dirigidos por SARS RBD, S230,
m396 y 80R, no pudieron unirse a SARS-CoV-2 RBD [16, 20, 21].

Por otro lado, varios mAbs han mostrado resultados prometedores en la
neutralizacién del SARS-CoV-2. CR3022, un mAb humano especifico del SARS-
CoV, se une potentemente con el SARS-CoV-2 (K» de 6,3 nM, medido por BLI
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en OctetRED96), lo que sugiere que CR3022 tiene el potencial de ser
desarrollado como candidato terapéutico, solo o en combinacién con otros
nAbs, para la prevencidn y el tratamiento de la infeccidon por SARS-CoV-2
[57]. Recientemente se ha demostrado que un mAb dirigido a S1 preparado a
partir de ratones transgénicos inmunizados que expresan cadenas pesadas y
ligeras variables de Ig humana neutraliza las infecciones por SARS-CoV-2 y
SARS-CoV a través de un mecanismo desconocido que es independiente del
bloqueo de la interaccién RBD-hACE2 [58]. Recientemente, muchos mAbs de
blogueo humano (311mab-31B5, 311mab-32D4, 47D11, n3130, n3088, S309,
P2C-1F11, P2B-2F6, B38, H4) se han clonado con éxito a partir de células B de
Estos mAbs se unen especificamente al SARS-CoV-2 S para neutralizar
eficazmente la infeccion. Ademas, los sueros de pacientes con SARS durante
la rehabilitacién o animales especificamente inmunizados con SARS-CoV S1
pueden neutralizar el SARS-CoV-2 y reducir la entrada de SARS-CoV-2
mediada por la proteina S (Fig. 3) [18].

Inhibidores de la fusion

La estabilidad de la proteina SARS-CoV-2 S es menor que la del SARS-CoV S
[42]. El mapeo de multiples secuencias S del subgénero Sarbecovirus subraya
gue la regién de fusidn S2 estd mas conservada que la subunidad S1 y que la
subunidad S1 esta mas expuesta en la superficie viral [16]. La subunidad
SARS-CoV S2 desempefia un papel clave en la mediacidn de la fusién virus-
célula y su integracién en las células huésped, donde HR1 y HR2 interactuan
para formar 6-HB, lo que permite que el virus se unay se fusione con la
membrana celular [28].

La alineacidn de la secuencia muestra que el SARS-CoV-2 HR2 tiene la misma
secuencia que el SARS-CoV HR2. Por lo tanto, el SARS-CoV-2 HR2P (1168-
1203 residuos) fue disefiado para inhibir la fusién del SARS-CoV-2 vy la
entrada en una célula objetivo. Sorprendentemente, HR2P mostré actividad
inhibitoria contra la fusién mediada por SARS-CoV-2 Sy el pseudovirus SARS-
CoV-2, con valores de ICsc de 0,18 y 0,98 uM, respectivamente [13]. En
particular, EK1 es un inhibidor de la fusion de pancoronavirus dirigido al
dominio HR1 de HCoV S [22]. La estructura cristalina de rayos X del nucleo 6-
HB de los dominios HR1 y HR2 de la subunidad HR1 y HR2 del SARS-CoV-2 S2,
lo que indica que varios residuos mutantes en la region HR1 pueden estar
relacionados con una interaccion mejorada en la region HR2 [64].
Posteriormente, ek1C4, un lipopéptido derivado de EK1, fue generado y
verificado para inhibir la fusion célula-célula mediada por SARS-CoV-2 S.
Como era de esperar, la entrada del pseudovirus SARS-CoV-2 S también fue
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inhibida por EK1C4, con un ICs, de 15,8 nM, ~ 149 veces mas potente que el
péptido EK1 original. Otro inhibidor de la fusion de lipopéptidos basado en
secuencias, IPB02, inhibe poderosamente la fusion célula-célula mediada por
la proteina SARS-CoV-2 Sy la infeccidn por pseudovirus [65].

Ademas de los inhibidores de la fusidn peptidica, el mesilato de nelfinavir
(Viracept), un inhibidor de la proteasa contra el VIH actualmente prescrito,
suprime tanto el SARS-CoV-2 S como la fusion célula-célula mediada por el
SARS-CoV S. Viracept es el primer inhibidor de fusion de moléculas pequefias
reportado ademas de los inhibidores de fusion de péptidos. Ademas,
nelfinavir puede inhibir la funcién de TMPRSS2 involucrada en la activacion
de la proteina S [66]. Este descubrimiento hace posibles las aplicaciones
clinicas de la terapéutica anti-SARS-CoV-2, especialmente en la etapa
temprana de la infeccion.

Inhibidores de la proteasa dirigidos a los sitios de escision del SARS-CoV-2 S

La entrada al SARS-CoV-2 requiere la escisiéon de la proteina S en los sitios
S1/S2 y S2. La protedlisis por TMPRSS2 y catepsina By L juega un papel
importante en el cebado del SARS-CoV-2 S para la entrada. El mesilato de
camostato es un potente inhibidor de la serina proteasa de TMPRSS2.
Utilizando la investigacion sobre el mecanismo de entrada celular SARS-CoV y
SARS-CoV-2, se ha demostrado que la entrada celular sars-CoV-2 puede ser
blogqueada por el mesilato de camostato [18, 67]. Actualmente hay cinco
ensayos clinicos registrados para evaluar la eficacia del mesilato de
camostato (identificador de ClinicalTrials.gov: NCT04321096, NCT04353284,
NCT04338906, NCT04355052, NCT04374019). Ademas, las catepsinas en los
lisosomas son cruciales para la entrada del SARS-CoV a través de la
endocitosis. E-64d, un inhibidor de la catepsina L, bloquea la infeccion por
SARS-CoV y SARS-CoV-2 PsV [68,69,70]. Los ensayos futuros con pacientes
con COVID-19 pueden ayudar a confirmar la eficacia del tratamiento con E-
64d.

La fosfatidilinositol 3-fosfato 5-quinasa (PIKfyve) es la principal enzima que
sintetiza PI(3,5)P2 en endosomas tempranos [71]. Apilimod, un potente
inhibidor de PIKfyve35, puede reducir significativamente la entrada del
pseudovirus SARS-CoV S en células 293/hACE2 a través de endosomas
tempranos de manera dependiente de la dosis [49]. El tratamiento de las
células 293/hACE2 con otro inhibidor de PIKfyve, YM201636 [72], también
tuvo un efecto similar. Ademas, un importante efector aguas abajo de
PI(3,5)P2, subtipo 2 de canal de dos poros (TPC2) [73], es importante para la
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entrada de SARS-CoV-2, y la tetrandrina (un inhibidor de TPC2) inhibe la
actividad del pseudovirus SARS-CoV-2 S.

La furina (proproteina convertasa (PC) subtilisina kexina 3, PCSK3), como
miembro de la familia PC, cataliza la hidrdlisis de sustratos de péptidos y
proteinas en residuos basicos pareados [74]. Sorprendentemente, el SARS-
CoV-2 S alberga un sitio de escision de furinas (682-685 residuos) en el limite
S1/S2, lo que puede aumentar la eficiencia de la transmisién del SARS-CoV-2
[75]. El sitio de escision similar a la furina en la proteina S del SARS-CoV-2
puede tener implicaciones para el ciclo de vida viral y la patogenicidad. Por lo
tanto, los inhibidores de furina se pueden utilizar como una terapia
farmacoldgica para el SARS-CoV-2 [41]. La literatura de patentes desde 1994
describe el uso de furina o sus inhibidores en el tratamiento de
enfermedades, y algunos inhibidores de furina que se han reportado,
incluyendo a-1-PDX (al-antitripsina Portland) [76], hexa-D-arginina (D6R)
[77], inhibidor de la proteinasa de serpina 8 (PI8) [78], y un inhibidor de la
furina peptidomimética [79].

Aspectos futuros del desarrollo de farmacos antivirus
dirigidos a la proteina S del SARS-Cov-2

La proteina SARS-CoV-2 S se une al receptor de la célula huésped e induce la
fusion de la membrana del virus y la célula, que desempefia un papel vital en
el proceso de invasion del virus. Ademas, la alta afinidad entre la proteina Sy
ACE2 aumenta la infectividad del SARS-CoV-2. Los mamiferos, incluidos los
pangolines, las mascotas (perros y gatos) y los miembros de Cricetidae
pueden ser importantes para determinar los residuos clave para la asociacién
con S del SARS-CoV y el SARS-CoV-2 [80]. Una mayor comprension de la
estructura y funcion del SARS-CoV-2 S permitira obtener informacion
adicional sobre la invasion y patogénesis del virus, lo que apoyara el
descubrimiento de terapias antivirales y el disefio de vacunas de precision.

La informacion estructural también ayudara a evaluar las mutaciones de la
proteina S del SARS-CoV-2 y ayudara a determinar si estos residuos tienen
exposicion superficial y a mapear epitopos de anticuerpos conocidos de
proteinas S de otros coronavirus. Ademas, el conocimiento estructural
asegura que las proteinas producidas por los constructos sean homogéneas y
participen en la conformacién de prefusion, que debe mantener los epitopos
mas sensibles a la neutralizacion cuando se utiliza como vacuna candidata o
sonda de células B para aislar mAbs humanos neutralizantes. Ademas, los
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detalles a nivel atdmico permitiran el disefio y la deteccion de moléculas
pequeias que inhiben la fusién. Dado que los dominios SARS-CoV-2 y SARS-
CoV RBD comparten un 75% de identidad de secuencia de aminoacidos, sera
necesario trabajar en el futuro para evaluar si alguno de estos Abs neutraliza
el coronavirus recién surgido. En general, la interaccién entre la proteina S
del SARS-CoV-2 y la ACE2 debe estudiarse mas a fondo para contribuir a la
elucidacién del mecanismo de infeccion por sars-CoV-2. Del mismo modo,
centrarse en la alta expresién de la proteina S o su region de union al
receptor también es de gran importancia para el desarrollo de vacunas.

La subunidad S2 del SARS-CoV-2 muestra una homologia de secuencia del
88% con el dominio SARS-CoV S2 y se conserva estructuralmente. Por lo
tanto, el desarrollo de anticuerpos dirigidos a este motivo funcional puede
unirse y neutralizar estos dos virus y CoV relacionados. Los péptidos
antivirales previenen la fusiéon de la membrana del SARS-CoV-2 y
potencialmente se pueden usar para la prevencion y el tratamiento de la
infeccion. Vale la pena mencionar que ek1C4, que se dirige al dominio HR1
altamente conservado de la subunidad S2, se espera que tenga potencial
terapéutico contra el SARS-CoV-2. Mas importante aun, EK1C4 se puede usar
como una gota nasal, lo que aumenta sus propiedades medicinales, posee
una alta barrera genética a la resistencia y no induce facilmente mutaciones
resistentes a los medicamentos. Por otro lado, los inhibidores de la fusion de
péptidos pueden no ser ampliamente utilizados clinicamente y tienen baja
biodisponibilidad. Por lo tanto, el desarrollo de inhibidores orales de fusion
de moléculas pequefias es una direccién importante.

En el curso de epidemias de virus, la capacidad de adaptarse a la presidon
externa es un factor importante que afecta la propagacioén del virus. En
cuanto a la envoltura de la proteina S, la recombinacidon o mutacion en el gen
de su RBD puede ocurrir para promover la transmisidén entre diferentes
huéspedes y conducir a una mayor tasa de mortalidad [81]. La mutacion del
aspartato (D) en la posicidén 614 a la glicina (G614) da como resultado una
cepa mas patogena de SARS-CoV-2 [82], lo que dificulta el desarrollo deanticuerpos
0 vacunas que se dirijan a regiones no conservadoras. Para prevenir
eficazmente la enfermedad, se pueden evaluar combinaciones de diferentes
mAbs que identifican diferentes epitopos en la superficie del SARS-CoV-2 S
para neutralizar una amplia gama de aislamientos, incluidos los mutantes de
escape [83].

Actualmente, no se ha utilizado clinicamente ningun tratamiento o
profilactico especifico para tratar o prevenir la infeccion por SARS-CoV-2. Los
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medicamentos antivirales inespecificos, como ifn-a (IFN-alb humano
recombinante, IFN-a2a), remdesivir, cloroquina, favipiravir y lopinavir-
ritonavir (Aluvia), se han utilizado clinicamente para tratar la COVID-19 en
China [84]. Sin embargo, los cientificos del NIAID-VRC estan desarrollando
una vacuna candidata que expresa la proteina SARS-CoV-2 S en la tecnologia
de la plataforma de vacunas de ARNm. Se esperan ensayos clinicos de la
vacuna en los préoximos meses. El fortalecimiento continuo del monitoreo de
la proteina SARS-CoV-2 S es de gran importancia para el posterior desarrollo
de nuevos medicamentos y la proteccién contra COVID-19.
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