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RESUMEN

Flaviviridae se trata de una familia de virus entre la que se encuentra el género Flavivirus. Este
género cuenta con especies de ARN de polaridad positiva, cuyo genoma codifica para una
poliproteina que una vez escindida da lugar a proteinas estructurales y no estructurales cuyas
funciones se explican en esta revision. Este género resulta interesante de estudiar e investigar
ya que en la ultima década, las especies que lo componen han sido las responsables de causar
numerosas enfermedades emergentes en todo el mundo, sobre todo en areas subtropicales.
En esta revisidn bibliografica se muestra la actualidad en cuanto a las vacunas comercializadas
y aquellas que se encuentran en ensayos clinicos frente a ZIKV, DENV, TBEV, WNV, JFV y YFV.
Hoy en dia, para el ZIKV no existe ninguna vacuna comercializada, pero si que existen frente a
DENV, YFV, JFV y TBEV aunque algunas con limitacion a la hora de su administracién por lo que
hay que seguir investigando para conseguir vacunas efectivas frente a todas las especies de
este género, aunque resulta una tarea complicada debido a la similitud gendmica entre todas

ellas.

El objetivo principal de esta revision es encontrar evidencias cientificas sobre tratamiento
antiviral y vacunas para conseguir paralizar las epidemias causadas por estos virus y evitar unas

posibles futuras epidemias.

Para realizar la revision se ha hecho uso de diferentes bases de datos tales como: PubMed,

Scifinder, Scopus y Google Scholar.

En cuanto al tratamiento, no existe tratamiento antiviral que combata la infeccién de algunas
de estas especies, aunque lo que se estd utilizando recientemente es una estrategia
denominada reposicionamiento de farmacos, en la que se utilizan fdrmacos ya comercializados
ahorrando tiempo y dinero. En el apartado de Resultados y Discusién se explican algunos de

estos farmacos aprobados por la FDA.

Palabras clave: Flavivirus, poliproteina, tratamiento antiviral, vacunas, reposicionamiento.
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GLOSARIO DE ABREVIATURAS

ADE - Antibody Dependent Enhancement (mejora dependiente de anticuerpos)

ARN - Acido ribonucleico

ATPasa - Adenosin trifosfatasa

C - Proteina de la capside

CHIKYV - Virus chikungunya

DENV - Dengue virus (Virus del Dengue)

DENV-1 - Serotipo 1 del virus del Dengue

DENV-2 - Serotipo 2 del virus del Dengue

DENV-3 - Serotipo 3 del virus del Dengue

DENV-4 - Serotipo 4 del virus del Dengue

E - Proteina de envoltura

EGCG - Galato de epigalocatequina

FDA - Food and Drug Administration (Administracion de Medicamentos y Alimentos de los

Estados Unidos)

HMG-CoA - 3-hidroxi-3-metil-glutaril-CoA

ICTV - Comité Internacional de Taxonomia de Virus

IFN - Interferdn

JEV - Japanese Encephalitis virus (Virus de la encefalitis japonesa)

M - Proteina de membrana

Mscbs - Ministerio de sanidad, consumo y bienestar social.

NCR - Regidén no codificante

NI - Inhibidores de nucledsidos

NMDAR - Receptor N-metil-D-aspartato
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NNI - Inhibidores de no nucledsidos

NS- Non Estructural (no estructural)

NS1 - Proteina no estructural 1

NS2 - Proteina no estructural 2

NS3 - Proteina no estructural 3

NS4 - Proteina no estructural 4

NS5 - Proteina no estructural 5

NTP - Nucledtido trifosfato

OMS - Organizacién Mundial de la Salud

OPS - Organizacion Panamericana de la Salud

prM - Proteina precursora de membrana

RdRp - RNA polymerase dependent of RNA (ARN polimerasa dependiente de ARN)

RE - Reticulo endoplasmatico

SAM - S-adenosilmetiltransferasa

SVP - Particulas subvirales

TBEV - Virus de la Encefalitis transmitido por garrapatas

VHC - Virus de la Hepatitis C

VIH-1 - Virus de la Inmunodeficiencia Humana 1

WNYV - West Nile Virus (Virus del Nilo Occidental)

YFV - Yellow Fever Virus (Virus de la Fiebre Amarilla)

ZIKV - Zika virus (Virus del Zika)
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1. INTRODUCCION

1.1. Enfermedades emergentes

Las enfermedades virales emergentes son aquellas infecciones virales que aparecen como
nuevas en una determinada poblacion. Ademds existe otro término que es el de las
enfermedades virales re-emergentes que son aquellas infecciones virales no nuevas que ya
existian pero que recientemente han aumentado su incidencia o se han extendido a otras

areas geograficas en las que no eran usuales.

Una gran parte de las enfermedades emergentes y re-emergentes son transmitidas a través de
animales, lo que se conoce como zoonosis. Los virus transmitidos por mosquitos son un
importante problema de salud publica en muchos paises tropicales y subtropicales, y algunos
de los patégenos humanos mas importantes pertenecen al género Flavivirus (Hitakarun et al.,

2020).

Los principales causantes de estas enfermedades son los virus de acido ribonucleico (ARN)
debido a que se replican con mucha rapidez y a que presentan alta capacidad de mutacion ya
gue la actividad ARN polimerasa dependiente de ARN (RdRp) que se encuentra en la proteina
no estructural 5 (NS5) no puede leer después de completar el ciclo de replicacion lo que
conlleva a altas tasas de mutacion y lo que provoca la limitacion del nimero de nucledtidos. La
alta tasa de mutacién conduce a una diversidad significativa, asi como a la posibilidad de la

aparicion repentina de variantes con potencial patogénico mejorado (Hitakarun et al., 2020).

Algunos factores que pueden afectar al desarrollo de enfermedades emergentes y re-
emergentes son aquellos relacionados con la poblacién y con el medio ambiente; asi como la
sanidad y la globalizaciéon. Otras de las razones por las cuales se han producido expansiones a
nivel mundial de ciertos virus son: urbanizaciones masivas, aumento en la frecuencia de viajes
internacionales, el comercio mundial y la falta de medidas efectivas contra mosquitos vy
garrapatas, que son generalmente los vectores que transmiten dichas enfermedades

(Khetarpal, Khanna, 2016).

La incidencia de arbovirus, que son aquellos virus transmitidos por artrépodos, ha estado en
aumento durante los ultimos afios por casi todas las regiones del mundo, pero no existen
tratamientos especificos para la mayoria de estas enfermedades (Garg et al., 2020). Al no
existir tratamientos especificos, se tratan de tomar medidas de control de los vectores aunque
debido a la resistencia a los insecticidas y como dependen del cumplimiento humano y de los

recursos disponibles, éstas han resultado ser poco efectivas (Diosa-Toro et al., 2020).
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Los agentes mas comunes que estan causando estas enfermedades en las Ultimas décadas
estan siendo los pertenecientes al género ya mencionado anteriormente, Flavivirus (Norman
et al; 2020) y es por ello por lo que se ha elegido este género de virus para realizar la revision

bibliografica.

Segun el Comité Internacional de Taxonomia de Virus (ICTV), dentro de la familia Flaviviridae
se encuentran los siguientes cuatro géneros: Flavivirus, Hepacivirus, Pegivirus y Pestivirus

(Chen et al., 2017). (Figura 1).
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Figura 1. Géneros y especies que se encuentran dentro de la familia Flaviviridae segun el Comité

Internacional de Taxonomia de Virus (ICTV) (Chen et al., 2017).

El género Flavivirus se clasifica dentro del grupo IV en el sistema de clasificacion de
Baltimore (Hitakarun et al., 2020), ya que posee un genoma de ARN monocatenario de
polaridad positiva envuelto de 9500-12500 nucleétidos. Cuenta con mas de 53 especies entre
las que se encuentran: Virus del Dengue (DENV), Virus del Zika (ZIKV), Virus del Nilo occidental
(WNV), Virus de la encefalitis japonesa (JEV), Virus de la Encefalitis transmitido por garrapatas

(TBEV) y Virus de la Fiebre Amarilla (YFV) (Garcia et al., 2017).

Los virus que se transmiten por vectores artropodos se denominan arbovirus, por lo que los
flavivirus serian arbovirus, ya que se transmiten en su gran mayoria por mosquitos. En cuanto
a su importancia médica, dentro de este género destacan: DENV (Virus del Dengue), YFV (Virus

de la fiebre amarilla), ZIKV (Virus del Zika) y WNV (Virus del Nilo Occidental).
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1.1.1. Virus del Dengue

El Dengue es una enfermedad virica transmitida por mosquitos hembra del género Aedes,
principalmente la especie Aedes aegypti. Tiene un periodo de incubacion de 4 a 10 dias. Se ha
expandido en los ultimos aifios con mucha rapidez por casi todas las regiones del mundo. Su
expansién se asocia a los factores que favorezcan el crecimiento del mosquito. Se considera la
fiebre hemorragica mas distribuida a nivel mundial. Mds de un tercio de la poblacién mundial
se encuentra en dareas de riesgo de infeccién por DENV (Chen et al., 2017). Segun una
estimacion reciente de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) alrededor de 400 millones
de infecciones por Dengue se notifican en el mundo cada afio. Presenta 4 serotipos: DENV-1,
DENV-2, DENV-3 y DENV-4. Una primera infeccion por DENV suele ser leve y se cree que
genera inmunidad homotipica de por vida e inmunidad heterotipica temporal; es decir, cuando
una persona se infecta por un solo serotipo, desarrolla anticuerpos e inmunidad para siempre
frente a ese serotipo en concreto, pero no frente a los demds, solo de manera temporal (Bell
et al., 2019). Una posterior infeccidon por otro serotipo podria aumentar la gravedad de los
sintomas llevando a complicaciones graves del Dengue hemorragico. Al igual que aumentar la
gravedad de dichos sintomas, la inmunidad frente a cualquiera de los cuatro serotipos del
Dengue aumenta el dafio en embarazadas de la infeccidén por el Virus del Zika (Brown et al.,

2019).

El desarrollo de un antiviral o de una vacuna en este caso es complicado debido a la presencia
de los 4 serotipos. Una vacunacién efectiva contra el dengue para personas que vayan a viajar
a zonas endémicas podria brindar proteccion a los viajeros y, por lo tanto, reducir el riesgo de
transmisién autdctona (Redondo-Bravo et al., 2019). Recientemente se ha aprobado una
vacuna tetravalente para Dengue, aunque su uso es limitado (Garg et al., 2020). Los sintomas
generales del dengue son: fiebre elevada (40°C), dolor intenso de cabeza, dolores musculares,
nauseas, vémitos y erupcidn maculopapular. Dependiendo de la edad del paciente, van a
variar las manifestaciones clinicas. Los nifios pequenos suelen presentar fiebre y erupcion
maculopapular, mientras que en los adultos la fiebre generalmente es mas alta y presentan
ademas dolor de cabeza, musculos, articulaciones, vomitos y petequias (Khetarpal, Khanna,
2016). Dichos sintomas duran entre 2 y 7 dias y pueden confundirse con los de otras
infecciones provocadas por otras especies de flavivirus. Existe una complicacién
potencialmente mortal que es el "dengue hemorrdgico o dengue grave" que cursa con
hemorragias, dificultad respiratoria y fallo multiorgdnico. Se ha demostrado en un estudio muy
reciente realizado por Lee et al, que los pacientes con Diabetes Mellitus 2 presentan mayor

riesgo de desarrollar dengue hemorragico; lo que puede resultar importante a tener en cuenta
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en zonas endémicas (Lee et al., 2020). Hay que observar los signos que pueden resultar
alarmantes entre los 3 y 7 dias después de la infeccién como un descenso de la temperatura
corporal, dolor abdominal intenso, y sangre en el vomito; entre otros. Estos sintomas son los
que diferencian esta enfermedad de la provocada por el virus del Zika, ya que los sintomas

leves son muy parecidos.
1.1.2. Virus de la fiebre amarilla

Se trata de una infeccidn viral transmitida por mosquitos que produce alteraciones en rifiones
e higado (OMS, 2019). Se transmite por las especies de mosquitos Aedes y Haemagogus
(Rollins et al., 2017). Su reservorio natural son los primates y puede pasar al hombre por la
picadura del mosquito. Un reciente brote en Africa causé aproximadamente 600 muertes
(Gwon et al., 2020). Sus manifestaciones clinicas se podrian separar en 3 etapas: periodo de
infeccidn (3-4 dias), periodo de remision (1-2 dias) y periodo de intoxicacion. Durante el primer
periodo los sintomas son leves: dolor de cabeza y extremidades, nauseas, vémitos, mareo...
Durante la siguiente etapa en la mayoria de las personas infectadas los sintomas remiten,
aunque aproximadamente un 15% entra en la tercera etapa, donde los sintomas si que son
mas graves, entre los que se encuentran: ictericia, oliguria, didtesis hemorrdgica y postracién
(Rollins et al., 2017). Actualmente existe una vacuna viva atenuada para este virus (Shan et al.,
2016), que se encuentra contraindicada en pacientes inmunodeprimidos (Burkhard et a.,

2020).
1.1.3. Virus del Zika

El virus del Zika se aislé por primera vez en 1947 en el bosque de Zika (Uganda, Africa) y no fue
hasta 2007 cuando se produjo una gran epidemia en una isla de Micronesia, donde mas del
75% de la poblacion resultd infectada (Shan et al., 2016). A partir de ese afio y hasta la fecha,
se han seguido describiendo casos en diversos paises y territorios de América (OMS, 2020).
Durante los afios 2013 y 2014 se extendid por la Polinesia Francesa y otras zonas del Pacifico
Sur. Un afio mas tarde (en 2015) llegé a América causando alrededor de 1.5 millones de casos
en Brasil (Organizacion Panamericana de la Salud, OPS). Hubo un gran aumento de casos de
microcefalia de 2014 a 2015 en América, que coincide con la llegada del virus a esta zona, por
lo que se ha visto que guarda relacién con este virus (Shan et al.,, 2016). La Organizaciéon
Mundial de la Salud declaré a finales de 2016 el virus del Zika como emergencia de salud
publica por su elevada teratogenecidad y su capacidad de expansion (Zou, Shi, 2019). La fiebre
del Zika es una enfermedad viral transmitida por mosquitos del género Aedes infectados por el

virus Zika (ZIKV). La sintomatologia que presenta suele ser leve: erupcion maculopapular
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difusa, dolor de cabeza y/o articulaciones, dolor muscular, astenia, dolor retroorbital y
conjuntivitis (Maslow et al., 2019). La mayoria de las personas infectadas son asintomaticas
(80%) pero las que si presentan sintomas, éstos pueden durar entre dos y siete dias
aproximadamente; sin embargo, pueden surgir complicaciones neurolédgicas graves como el
sindrome de Guillain-Barré (donde el propio sistema inmune ataca al sistema nervioso) y el
sindrome congénito de Zika (Tan et al., 2020). El sindrome de Guillain-Barré es una
polirradiculopatia aguda autoinmune que afecta a nervios periféricos y raices nerviosas de la
médula espinal (Del Carpio et al., 2020). Se ha demostrado recientemente la presencia del
virus en el liquido amniético, lo que relaciona este virus con casos de microcefalia en fetos en
un brote en Brasil (Carneiro et al., 2016). Hasta la fecha no se ha obtenido ninguna vacuna
para frenar este virus, aunque es cierto que se esta investigando sobre vacunas dirigidas a
multiples arbovirus. Tanto las que estdn en investigacién como las que ya existen para estos
virus son en su mayoria de tipo vivas y atenuadas, lo que impide la vacunacion a personas
inmunodeprimidas y a embarazadas, que en el caso del virus del Zika la poblacidon objetivo

seria en gran medida las mujeres embarazadas (Garg et al., 2020).
1.1.4. Virus del Nilo Occidental

El virus del Nilo occidental fue aislado por primera vez en 1937 en el distrito del Nilo
Occidental (Uganda) y desde entonces se han descrito graves epidemias en Estados Unidos,
Grecia, Israel, Rumania y Rusia. Existen varios linajes de este virus, y algunos son capaces de
causar enfermedad en humanos que son el linaje 1 (Europa, Africa, India, Australia y América),
el subtipo 1a (del Mediterraneo) y el linaje 2 (Africa subsahariana, Madagascar y Europa
Central) (Mscbs, 2017). Causa una enfermedad del sistema nervioso llamada encefalitis del
Nilo Occidental, que puede llegar a ser mortal, y se considera la principal causa de encefalitis
por arbovirus en las Américas. Esta especie normalmente circula entre aves y mosquitos
(Kampen et al., 2020) y se puede trasmitir a humanos y a caballos mediante artrépodos, en
este caso, mosquitos, principalmente del género Culex. Aun no existen vacunas o terapias para
tratar y/o prevenir esta enfermedad en humanos, aunque si que han sido desarrolladas para
caballos (Kobayashi et al., 2020). Al igual que en casi el resto de las especies de esta familia, la
mayoria de las personas infectadas resultan ser asintomaticas (80% aproximadamente). El
periodo de incubacion es de 3 a 14 dias. Los humanos infectados que si presentan sintomas
pueden desarrollar la fiebre del Nilo occidental o la enfermedad neuroinvasiva del Nilo
occidental (Kampen et al., 2020). Cuando si hay sintomas y son leves, éstos suelen ser: fiebre,
dolor de cabeza y corporal, nauseas y vomitos, exantema y cansancio. Puede ser que se

compliquen los sintomas y que se dé lugar a una enfermedad neuroinvasiva que solo se da en
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menos del 1% de los casos, presentada como encefalitis, meningitis o pardlisis flacida aguda

(Christova et al., 2020).

1.2. Importancia del desarrollo de antivirales y vacunas

La aparicion de epidemias mortales de forma repetida durante los ultimos afios, hace que
aparezca la necesidad de actuar contra los virus causantes de estas enfermedades
desarrollando tanto vacunas para profilaxis como antivirales para el tratamiento (Girard et al.,
2020). Se ha informado de la propagacion de muchas especies del género Flavivirus, lo que
representa una amenaza emergente para la salud animal y humana (Garcia-Bocanegra et al.,

2016). Es urgente y necesario un control sobre este tipo de patdgenos (Girard et al., 2020).

No existen tratamientos especificos ni vacunas para todas las especies de este género
causantes de enfermedades en humanos. Actualmente existen vacunas sélo para 4 de ellas:
YFV (vacuna viva atenuada), TBEV (vacuna inactiva) JEV (vacuna inactiva y vivo atenuada),
DENV (recombinante). Como no hay vacunas para todos los virus, y como algunas de las que
hay presentan uso limitado, ha aumentado la prevalencia de muchos de ellos. Algunos
ejemplos son: aumento de casos de DENV en zonas tropicales y subtropicales del mundo,
aparicién del Virus del Nilo Occidental en el norte de América, propagacién del Virus de la
encefalitis japonesa en una gran parte de Asia y Oceania y una reciente epidemia de ZIKV

(OMS, 2020).

Las campafias de vacunacién en estos meses debido a la pandemia "Covid-19" estdn siendo
paralizadas en muchos paises en las que son necesarias. Alrededor de 13,5 millones de
personas han dejado de ponerse vacunas, entre las que se encuentra la vacuna contra el virus
de la fiebre amarilla. Esto supone un grave problema, ya que el nUmero de contagiados y el
impacto que tendra a nivel mundial serd mucho mayor si no se reanudan pronto las campafias

de vacunacion (Roberts, 2020).

A su vez, resulta también importante el diagndstico de estas enfermedades, para conocer el
nimero mas proximo al exacto de contagios y poder controlar y/o prevenir de alguna forma
un brote epidémico, o lo que es peor, una epidemia o pandemia. Es por ello que se
recomienda realizar diagndsticos. De manera general, existen dos tipos de diagndstico: uno
gue detecta si la persona ha desarrollado anticuerpos frente a ese patégeno, es decir; si ha
pasado la enfermedad y es inmune frente a ella. Y otro que detecta partes del virus (como la
PCR que en este caso identificaria fragmentos de ARN viral). Este ultimo resulta importante de

realizar, sobretodo en zonas endémicas para casos en los que se va a proceder a realizar
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donaciones de sangre y/o trasplantes (Shan et al.,, 2016). Ademas existen otros ensayos de
diagndstico como inmunoensayos para detectar antigenos, método ELISA, ensayo de

neutralizacién de virus... (Girard et al., 2020).

Llevando el tema a la actualidad, resulta interesante conocer lo siguiente. Los sintomas de la
enfermedad causada por DENV y COVID-19 son muy similares, por lo que el diagndstico es
complicado, sobre todo en zonas endémicas de DENV. A su vez, también pueden ser
confundidos a la hora de realizar test serolégico. De hecho, se han notificado dos falsos
positivos de DENV en pacientes que resultaron ser positivos en COVID-19 después de hacer
una prueba de hisopo nasofaringeo (Yan et al., 2020). Esto ocurrié en Singapur (Yan et al.,
2020). En Tailandia se ha notificado un caso de co-infeccion de Dengue y COVID-19 (Wu et al.,
2020). Tanto en 2019 como en 2020, han aumentado notablemente los casos diagnosticados
de Dengue en paises como Ecuador. La llegada a América del Sur de la pandemia ocasionada
por el virus COVID-19 ha supuesto una complicacidon tanto para el diagndstico como para el
control de ambas epidemias, ya que generalmente se trata de una zona con pocos recursos y
su sistema de salud podria verse afectado (Navarro et al., 2020). El principal problema es que
comparten caracteristicas clinicas, ademas de que pueden notificarse falsos positivos, y esto
sugiere que deben realizarse urgentemente test fiables para ambos virus, ya que la no
identificacion de personas infectadas por COVID-19 podria provocar unas consecuencias
graves, como la propagacion del virus (Navarro et al.,, 2020). Se recomienda, que como en
zonas endémicas fallan los test rapidos y pueden dificultar el diagnéstico utilizar una prueba

sensible y accesible como es la PCR (Wu et al., 2020).

2. OBJETIVOS

1. Describir la importancia de las enfermedades emergentes en la actualidad y la
urgencia que supone el desarrollo de medidas preventivas y/o tratamiento.

2. Analizar las caracteristicas estructurales de diversos virus pertenecientes al género
Flavivirus, asi como su ciclo de reproduccién y genoma.

3. Realizar un estudio cronolégico acerca de las diferentes vacunas que han sido
desarrolladas a lo largo de la dltima década como profilaxis del Virus del Dengue vy el
Virus del Zika.

4. Detallar el reposicionamiento de farmacos utilizado frente a patologias causadas por

virus del mismo género y los avances que se han logrado.
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3. METODOLOGIA

Se ha realizado una revision bibliografica sobre el género Flavivirus y los virus que pertenecen
a él, asi como sobre las enfermedades emergentes y re-emergentes relacionadas con ellos de

importancia actual en salud publica.

La busqueda de estos articulos se llevé a cabo mediante la utilizacion de diferentes bases de
datos de tipo médicas y quimicas como son: Scopus, Web of Science, Scifinder, PubMed vy
Science Direct. Se ha hecho uso de la Biblioteca virtual de la Universidad de Sevilla (BIBUS), y
también de la herramienta Google Scholar (Google académico). Las palabras clave en inglés
utilizadas en las bases de datos antes mencionadas fueron las siguientes: 'flaviviruses',
'arboviruses', 'emergent', 'Zika virus', 'Dengue virus', 'Yellow Fever virus', 'West Nile Virus',
'ZIKV', 'DENV', 'NS2B-NS3', 'NS3', 'NS5', 'inhibit', 'protease inhibitors', 'target', 'drug', 'drug
development', 'drug target’, 'vaccine', 'vaccine development’, 'treatment’, 'antiviral', 'dengue
serotype', 'dengue tratments', 'antidengue drugs', 'review anti dengue', 'Antibody dengue' y
'screening flavivirus'. En todas las bases de datos se han utilizado los marcadores booleanos
AND, OR y AND NOT y combinar los términos nombrados y de este modo refinar mas los

resultados y encontrar los articulos oportunos para cada uno de los apartados.

Se han tenido en cuenta criterios de inclusién y criterios de exclusién a la hora de realizar la
busqueda. Los criterios de inclusidon utilizados fueron: publicaciones en idioma inglés o
espanol, publicaciones posteriores a 2016 (si bien es cierto que se incluyeron algunos estudios
anteriores a ese afio que han sido considerados fundamentales) y publicaciones de acceso
abierto ('free full text'). Por el contrario, se excluyeron aquellas publicaciones en idioma
diferente al espafiol o inglés y la informacidn presente en otros trabajos de fin de grado o
master. También resultaron de utilidad documentos elaborados por la Organizacion Mundial
de la Salud (OMS) y por la Organizacion Panamericana de la Salud (OPS). Para buscar
informacién acerca de algunos farmacos que se nombran en los resultados se ha utilizado la
pagina web de Vademécum y la pagina web de la Agencia Espafola del Medicamento vy

Productos Sanitarios (AEMPS).

Por Ultimo también se han consultado dos libros cuyos titulos son: "Viral Polymerases.
Structures, Functions and Roles as Antiviral Drug Targets" y "Recent Advances in the Discovery
of Dengue Virus Inhibitors". Para realizar las estructuras quimicas de los compuestos en el
apartado "Resultados y discusién" se ha utilizado un programa informatico denominado

ChemDraw especializado en quimica organica
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Generalidades Flavivirus

4.1.1. Ciclo de replicacion

Cuando se produce la infeccidn, la proteina de la envoltura (proteina E) se une a los receptores
de las células hospedadoras y permiten que el virus penetre por endocitosis. El hecho de que
en los endosomas se encuentre acidificado el medio es lo que va a permitir que la fusion se
realice correctamente (Chen et al., 2017), ya que induce cambios conformacionales en la
proteina E (Diosa-Toro et al., 2020). Como se puede observar en la Figura 2, se libera el ARN
viral en el citoplasma de la célula infectada (Tan et al., 2020) y posteriormente dicho ARN se
transporta al reticulo endoplasmatico (RE) donde tiene lugar la traduccion (Diosa-Toro et al.,
2020). Se traduce como un Unico marco de lectura abierto que resulta ser precursor de una
cadena polipeptidica (Patil et al., 2019). Esa cadena abarca todas las proteinas virales: [C-prM-

E-NS1-NS2A-NS2B-NS3-NS4A-NS4B-NS5].

La traduccidon y el procesamiento de dicha poliproteina unida al reticulo endoplasmatico
genera tres proteinas estructurales (C, prM/M vy E) y siete proteinas no estructurales (NS):
NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B y NS5 (Diosa-Toro et al., 2020). Las proteinas no estructurales
participan en la replicacién del ARN y en el ensamblaje del viridon, que ocurre en las
invaginaciones del RE. Una vez que se replica, el ARN viral se empaqueta junto con la proteina
C y posteriormente se envuelve en una bicapa lipidica derivada de la célula hospedadora
(Hitakarun et al., 2020). La particula viral inmadura que contiene proteina E y prM sale a la luz
del RE y se transporta por el aparato de Golgi, donde se producen cambios conformacionales
en Ey prM, que provoca la escision de prM gracias a la accidén de la proteasa furina librandose
asi la proteina M. Una vez madura la particula viral sale al medio extracelular (Diosa-Toro et

al., 2020).
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Figura 2. Ciclo de replicacién del género Flavivirus (Sampath, Padmanabhan, 2009).

4.1.2. Genoma y proteinas

En la Figura 3 se representa de manera esquematica la region del genoma de ARN
monocatenario que codifica a la poliproteina. Esta region esta flanqueada por dos regiones no

codificantes (NCR), una 5' terminal y otra 3' terminal.

En color celeste se encuentran las proteinas estructurales y en color gris las proteinas no
estructurales. Los tridngulos de diferentes colores indican los lugares en los que se escinde la
poliproteina (Chen et al., 2017). El extremo amino terminal (N- terminal) del genoma codifica
3 proteinas estructurales que forman la particula viral y el genoma restante codifica para las

demas proteinas no estructurales (Chen et al., 2017).
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Figura 3. Representacion esquematica del genoma viral de los cuatro géneros pertenecientes a la familia

Flaviviridae: Flavivirus, Hepacivirus, Pestivirus y Pegivirus (Chen et al., 2017).

En la Figura 3 se puede observar la similitud que existe entre los 4 géneros en cuanto a su
genoma, lo que podria explicar que el uso de un antiviral pueda ser activo frente a mds de un
género de esta misma familia. Las proteinas estructurales se utilizan para ensamblar nuevas
capas de virus, mientras que las proteinas no estructurales presentan una gran implicacidn en

la replicacion del ARN viral (Tan et al., 2020).

Tabla 1. Funciones principales de las proteinas estructurales.

Proteinas estructurales Funcion principal
Proteina C Formacidn de la nucleocapside
prm Precursor de la proteina M
Proteina M Formacidn del canal iénico
Proteina E Reconocimiento, unidn, fusion y entrada del virus

La proteina C, también llamada proteina de la cédpside interacciona con el ARN gendmico para
formar la nucleocapside (Sampath, Padmanabhan, 2009). El precursor de membrana (prM)
protege al péptido para que no se produzca una fusidon prematura (Garcia et al., 2017). La
escision del precursor prM a M produce un cambio conformacional irreversible en la proteina
E (proteina de envoltura), imprescindible para que se produzca un ensamblaje eficaz (Diosa-
Toro et al.,, 2020). La proteina M una vez escindida forma un canal idnico. La proteina E

presenta como funcién principal el reconocimiento de la célula huésped y su posterior unién,
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ademds permite la fusion de membranas (Khetarpal, Khanna, 2016). En la Tabla 1 se

encuentran recogidas las principales funciones de cada proteina estructural.

Tabla 2. Funciones principales de las proteinas no estructurales del género Flavivirus.

Proteinas no estructurales Funcidn principal

NS1 Replicacion de ARN viral

NS2A Transporte de ARN recién sintetizado
NS2B Cofactor de proteasa NS3

NS3 Proteasa y helicasa/NTPasa
NS4A Alteracion de membrana

NS4B Escape del sistema inmune

NS5 ARN-polimerasa y metil-transferasa

En cuanto a las proteinas no estructurales, ni NS1 ni NS2A tiene aun funcién especifica
definida. Estudios recientes afirman que NS2A se encarga de transportar ARN viral recién
sintetizado desde el complejo de replicacion hasta el lugar de ensamblaje (Diosa-Toro et al.,
2020), mientras que NS1 participa en la replicacién viral. NS2B es una proteina integral de
membrana que se une como cofactor a NS3 necesario para la maduracion del complejo de

replicacién (Garcia et al., 2017).

La proteasa viral se encuentra en el dominio N-terminal de la proteina NS3 que se encarga de
escindir la poliproteina viral (Patil et al., 2019). Esta formada por una triada catalitica de serina,
histidina y aspartato (Voss and Nitsche, 2020). En el dominio C-terminal de NS3 se encuentra la
actividad helicasa/NTPasa, cuya funcién también es imprescindible en el ciclo de replicacion.
Su accion se ve favorecida por un aporte de energia proporcionado por la enzima (adenosin
trifosfatasa) ATP-asa, que se encarga de la hidrdlisis de ATP, presente también en esta proteina

(Luo et al., 2015).

Ademas de su actividad esencial en la replicacién del genoma del virus, también interacciona
con el sistema inmune del paciente, en concreto es su dominio helicasa el que inhibe la via de
sefializacion de IFN-I, evitando asi la produccidn de genes antivirales por parte de la célula
hospedadora (Xiang Setoh et al., 2017). Por ultimo NS4A y NS4B se obtienen gracias a la
escision de la proteina NS4 mediante la actividad proteasa de la NS3 (Chen et al., 2017). NS4A
altera la membrana para mejorar la replicacion del virus y NS4B ayuda al virus a escapar de la

respuesta inmune de la célula hospedadora gracias al bloqueo de la sefial inducida por

19



Maria Bohérquez Cota

interferén a/B (IFN a/B) (Khetarpal, Khanna, 2016). Estos dos Ultimos no tienen mucha
relevancia en cuanto a la busqueda de inhibidores (Garcia et al., 2017), los que si tendrian mas
relevancia son NS3 y NS5 ya que poseen actividades enzimaticas (Li, Kang, 2020). NS5 es la mas
grande y conservada, se trata de una polimerasa esencial en la replicacién, que presenta dos
actividades enzimaticas independientes: SAM (S-adenosilmetiltransferasa) y RdRp (ARN-
polimerasa dependiente de ARN), que es el que inicia la sintesis de ARN. En la Tabla 2 se

establece un resumen con las principales funciones de cada proteina.

NS4A NS4B

ER lumen NS28

ER membrane

Cytoplasm

N-terminu

C-terminus

J NS2B/NS3 ‘ Furin J Signal peptidase NS5

Figura 4. Secuencia de la poliproteina traducida (Tan et al., 2020).

En la Figura 5 se pueden visualizar las funciones explicadas anteriormente de cada proteina.
Las proteinas estructurales (C, prM vy E) son las que forman la particula viral. NS5 es la que lleva
a cabo la replicacién como se puede ver en la parte inferior de la imagen, y NS3 es la proteasa
qgue lleva a cabo la escision de la poliproteina, ayudada de NS2B como cofactor. NS1
posteriormente se une a NS3 para el ensamblaje de nuevas particulas de virus (Diosa-Toro et

al,, 2020).
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Figura 5. Funciones de las proteinas de forma esclarecida (Diosa-Toro et al., 2020).
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4.2. Vacunacion frente a Flavivirus

Entre todos los flavivirus hay algunos que presentan una gran similitud en su secuencia
gendmica, donde nos encontramos ante un problema de reactividad cruzada de anticuerpos a
la hora del diagndstico y/o vacunacion, lo que dificulta la bdsqueda de antivirales y vacunas
(Diamond et al., 2019). Ademas, esto puede influir en la patogénesis de la enfermedad, que

puede llegar a resultar muy peligroso (Diamond et al., 2019).

4.2.1. Actualidad sobre la vacunacion frente al DENV

Como se ha comentado en la introduccion, DENV presenta cuatro serotipos, y cualquiera de
ellos puede causar la fiebre del dengue, el dengue hemorragico y terminar en shock o muerte.
Cuando se presenta la infeccion se produce una cantidad importante de anticuerpos, que
protege de forma homotipica (frente al mismo serotipo) a largo plazo, pero la proteccién
frente a los demas serotipos (heterotipica) sdlo dura aproximadamente 2 afios (Deng et al.,

2020).

Los anticuerpos que confieren proteccidon frente a la infeccién son los anticuerpos no
neutralizantes, no los neutralizantes o de reactividad cruzada (Khetarpal, Khanna, 2016). El
problema surge cuando un anticuerpo no neutralizante sintetizado frente al serotipo del que
ha sido infectado, reacciona con otro serotipo diferente cuando se produce una segunda
infeccion. Esta interaccién produce un aumento en el numero de células infectadas y es lo que
va a aumentar la carga viral en el paciente, desencadenando una produccidon masiva de
citocinas provocando la disfuncién endotelial tipica del dengue hemorragico (Caceres et al.,

2019).

A este fendmeno se le denomina amplificacion de la infeccién dependiente de anticuerpos,
cuyas siglas son ADE (Antibody Dependent Enhancement) y es por ello por lo que una segunda
infeccion presenta mas riesgos de desarrollar complicaciones como dengue grave o dengue
hemorragico e incluso la muerte (Deng et al., 2020). Es muy importante conocer el mecanismo
de la respuesta inmune frente al DENV para poder desarrollar una vacuna efectiva (Caceres et

al., 2019).

Encontrar una vacuna frente al Dengue se considera todo un desafio, tanto por el efecto ADE
explicado anteriormente como el desconocimiento del ciertos mecanismos (Deng et al., 2020).
Ademas la vacuna tiene que cumplir un requisito, y es que debe ser tetravalente, para generar

inmunidad equilibrada entre todos los serotipos del DENV evitando el fendmeno ADE, ya que
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no solo se produce por una previa infeccidn, sino también puede ser producido por la

inmunidad parcial que proporciona una vacuna (Caceres et al., 2019).

En la Figura 6 se esquematiza el proceso explicado con anterioridad.

DENV-2 Infecclon Secundarla

R \\9 2 — i Anticuarpos

@ “\ }: \ // " especificos

DENV-3 L2
Infeccion //:ncuerpos . // cﬁsmrﬁxg ¢
primaria especificos +,

subneutralizantes

D3

Mono:tlu

CELULAS
INFECTADAS

s
INHIBICION DE LA 8
RESPUESTA INMUNE
INNATA

. - —’—. E——
T SaES \dg)- P -

B, e . e G o, Ry

DANO ENDOTELIAL Y ® e et
FUGA PLASMATICA o o0 R,
° * o 3 o3
o o o ® . ®
e , o e o °

Figura 6. Esquema donde se intenta explicar el fenédmeno 'Mejora dependiente de anticuerpos' (Caceres

etal., 2019).

Se han intentado desarrollar hasta 5 tipos de vacunas contra el Dengue: viva atenuada,

inactivada, de subunidad recombinante, vectorizada y de ADN.

Para desarrollar cualquier vacuna de virus vivos atenuados, hay que utilizar una cepa que esté
debidamente atenuada para que produzca en el individuo una infeccién asintomatica pero que
sea segura, ademas de dotar al organismo de inmunidad frente a una posterior infeccién (Choy
et al., 2020). A principios de 2016 fue cuando se comercializé |la primera vacuna frente al DENV
en varios paises (Patil et al, 2019). Esta vacuna se trata de una vacuna viva atenuada
quimérica tetravalente denominada Dengvaxia que se basa en la vacuna 17D frente al YFV ya
comercializada. Fue comercializada en varios paises pero no ha resultado ser del todo eficaz, y

esto podria deberse a que posee el esqueleto de otro virus (Khetarpal, Khanna, 2016). Esta no
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protege frente a todos los serotipos, su uso es limitado debido a su incapacidad para

neutralizar el serotipo DENV-2.

Por el contrario, la vacuna de subunidad recombinante es mas probable de desarrollar
inmunidad frente a los cuatro serotipos, pero presenta problemas de toxicidad. La vacuna de
ADN presenta ventajas como su facil manipulacién genética y alto nivel de expresién en
proteinas, ademas de ser estables y de bajo costo, aunque también presenta inconveniente,

gue es su baja capacidad de inducir inmunidad (Deng et al., 2020).

Es necesario seguir la investigacién para dar con la vacuna que proteja frente a los cuatro
serotipos, y para ello es imprescindible conocer las bases genéticas y moleculares de la
atenuacidn del virus en cuestion (Caceres et al., 2019). En un reciente estudio realizado por
Milly et al, se utilizé la cepa DENV-2 PDK53, derivada de la cepa natural DENV-2 16681 aislada
de un paciente. En dicho estudio se sostiene que una mutacidn atenuante provoca una
errénea glicosilacién, que aumenta el estrés oxidativo, aumentando la expresion de IFN tipo 1.
Esta mutacion consiste en una sustitucién de aminodcidos en la proteina NS1, en concreto NS1
G53D (sustitucién de un residuo de Glycina en la posicidon 53 por un residuo de Aspartato),
aunque no es la Unica mutacién responsable de la atenuacién. Esto tiene como consecuencia
la limitacidn en la capacidad de propagacion del virus (Choy et al., 2020), que puede resultar

interesante para el desarrollo de una préxima vacuna.

4.2.2. Actualidad sobre la vacunacion frente al ZIKV

Durante el embarazo, la infeccion causada por el virus del Zika se ha asociado a casos de
microcefalia en fetos, ademas de déficit visuales y auditivos, asi como dificultades en el
aprendizaje. Se ha demostrado que el virus del Zika puede invadir directamente la placenta y

puede transmitirse a través de contacto sexual (Maslow, 2019).

No se considera necesaria la vacunacién en adultos, ya que generalmente resultan ser
asintomaticos y es muy poco probable que se den complicaciones neuroldgicas. Si que se
considera prudente la vacunacién en mujeres en edad fértil y en sus parejas, por el riesgo ya

mencionado (Maslow, 2019).

No existe aun una vacuna comercializada efectiva frente al ZIKV, aunque su investigacién no ha
cesado ya que continla con multiples candidatas en ensayos clinicos (Maslow, 2019). En la
mayoria de las vacunas que se encuentran en ensayos clinicos se han utilizado como antigenos
particulas subvirales (SVP). Se asemejan a virus auténticos pero solo contienen proteinas

estructurales que se repiten para inducir respuesta inmune humoral y celular (Hui Wong et al.,
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2019). Esto hace que se muestren como candidatas frente a multiples flavivirus, ya que

comparten muchas propiedades antigénicas (Diamond et al., 2019).

Se encuentran hoy en dia en ensayos clinicos cuatro tipos de vacunas: vacunas de ADN,
vacunas de ARNm, vacunas vectorizadas y vacunas inactivadas. De todas ellas sélo 1 se
encuentra en fase Il de los ensayos clinicos, una vacuna de ADN, VRC5283 (Diamond et al.,

2019).

En los ultimos afios la mayoria de las vacunas comercializadas han sido vacunas vivas
atenuadas, pero gracias a los grandes avances en biologia molecular se estan llevando a cabo
investigaciones sobre otros tipos de vacunas, como las vacunas basadas en particulas similares
a virus (VLP). En una investigacion llevada a cabo por Himanshu et al. se desarrolla un posible
candidato a vacuna basado en VLP dirigido al ZIKV, YFV, JEV y a un virus perteneciente al
género Alphavirus denominado Virus chikungunya (CHIKV). Esta vacuna tetravalente resulta
ser beneficiosa para su aplicacion en personas residentes de zonas endémicas (Garg et al.,
2020). En los resultados se ha confirmado que proporciona fuertes titulos de anticuerpos
neutralizantes en las lineas celulares utilizadas frente a los cuatro virus mencionados
anteriormente, es decir; gran cantidad de anticuerpos neutralizantes en sangre, aunque se
necesitan mds estudios en modelos animales apropiados para que la eficacia sea bien definida

(Garg et al., 2020).

4.3, Tratamiento antiviral

Para el estudio del tratamiento viral esta revision se centrard en ZIKV y DENV.

El reposicionamiento de farmacos es una estrategia que consiste en reutilizar farmacos ya
comercializados con indicacién para una o varias patologias, en enfermedades para las cuales
aun no existe tratamiento especifico o suficientemente eficaz (Pillaiyar et al., 2020). Resulta
muy importante utilizar esta estrategia en infecciones emergentes (Stefanik et al., 2020). Entre
los medicamentos y vacunas recientemente aprobados por la Administracién de
Medicamentos y Alimentos de los Estados Unidos (FDA) aproximadamente el 30% han sido
reutilizados con éxito frente a otras enfermedades. Esto aporta una reduccidén en costes y

tiempo (Pillaiyar et al., 2020).

Algunos medicamentos ya comercializados y aprobados por la FDA que se encuentran en

estudio para combatir al ZIKV, son: efavirenz, tipranavir y dasabuvir. Efavirenz es un
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medicamento antirretroviral (ARV) indicado en el tratamiento del Virus de |la
Inmunodeficiencia Humana 1 (VIH-1) en adultos (Chen et al., 2020), cuyo mecanismo de accién
es la inhibicidn de la enzima transcriptasa inversa del VIH-1 (Stefanik et al., 2020). Tipranavir
también estan indicado en el tratamiento antirretroviral combinado del VIH-1, pero su
mecanismo de accién es diferente. Este es un inhibidor no peptidico de la proteasa del VIH-1.
Por el contrario, dasabuvir no esta indicado en el tratamiento del VIH-1, sino en el de la
Hepatitis C crénica producida por el Virus de la Hepatitis C (VHC). Es un inhibidor no nucledsido
de la ARN polimerasa dependiente de ARN del VHC, por lo que impide que el virus se replique.
Valorando la similitud que existe entre las estructuras de las ARN polimerasas del VHC y de los

flavivirus, su mecanismo de accién frente a éstos podria ser analogo (Stefanik et al., 2020).

Después de un cribado in vitro de medicamentos aprobados por la FDA, se realizan ensayos de
acoplamiento para valorar la capacidad de inhibicién de la replicacion de flavivirus de estos
tres principios activos. Se estudia en tres lineas celulares diferentes, entre las que se
encuentran las células Vero (aisladas del tejido epitelial del rifidn de la especie primate
Chlorocebus sabaeus) infectadas con tres flavivirus: ZIKV, WNV y TBEV. Se obtienen como
resultados la unién de dasabuvir y tipranavir al dominio metiltransferasa de la proteina NS5, y
de efavirenz al dominio proteasa de la proteina NS3 con potencia antiviral contra ZIKV, WNV y

TBEV (Stefanik et al., 2020).

El ZIKV se replica en las neuronas de forma preferente produciendo neurodegeneracién, que
puede ser debida a la excitotoxicidad del glutamato. Para prevenir la muerte neuronal se
utilizan farmacos aprobados con la FDA antagonistas de los receptores N-metil-D-aspartato
(NMDAR). Un ejemplo es la memantina, aunque no reduce la carga viral, ya que solo evita la

muerte neuronal mejorando los sintomas neuronales (Baz, Boivin, 2019).

Lo mas importante en cuanto al desarrollo de medicamentos inhibidores de la replicacion del
DENV es que actue frente a los cuatro serotipos. Algunos medicamentos con diferentes
mecanismos de accidon se han utilizado para combatir el DENV como antipaltdicos,
antiparasitarios, antihistaminicos y estatinas. Dos de los medicamentos aprobados por la FDA
que han resultado ser seguros en pacientes infectados son Ivermectina y Ketotifeno, y se ha
visto que reduce los niveles de particulas virales en sangre y la temperatura corporal, por lo

gue combate la fiebre del DENV (Pillaiyar et al., 2020).

En definitiva, los agentes antivirales pueden actuar a diferentes niveles como inhibiendo la

entrada del virus en la célula hospedadora, las proteinas estructurales, o diferentes actividades
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enzimaticas de las proteinas no estructurales imprescindibles en la replicacién del virus. Este

ultimo se considera el enfoque mas exitoso (Patil et al., 2019).
4.3.1. NS5 como diana terapéutica

En la proteina NS5 existen dos actividades que pueden ser inhibidas: ARN polimerasa y
helicasa. La ARN polimerasa NS5 de DENV presenta dos tipos de inhibidores: inhibidores de
nucledsidos (NI) e inhibidores de no nucledsidos (NNI) (Garcia et al., 2017). El estudio de los NI
florecié a partir de su éxito frente al VIH (Chen et al., 2015) y su funcién es competir con el
sustrato natural de los nucledsidos trifosfato (NTP) para incorporarse a la cadena de ARN
causando mutacién y error (Patil et al., 2019). En cambio, los NNI no compiten con ningun
elemento, sino que bloquean a la enzima en su forma inactiva evitando asi que se produzca el
inicio o la continuacién de la sintesis de ARN. Un ejemplo de NNI es la Ivermectina (Garcia et
al., 2017). A diferencia de los NI que se incorporan directamente a la polimerasa viral, los NNI
necesitan una fosforilacién previa y convertirse en nucledsidos trifosfatos para unirse a la
cadena de ARN o ADN vy asi producir el error en la lectura (Chen et al., 2015). Puede existir un
problema, y es que los virus pueden hacerse resistentes frente a este tipo de inhibidores, que
podria evitarse segun Patil et al, administrandose en combinacién con un NI u otro fdrmaco de

accion directa.

Muchos han sido los NI desarrollados con buenas caracteristicas farmacocinéticas pero que no
han logrado superar los ensayos in vitro debido a su toxicidad, y como consecuencia han sido
descartados (Patil et al., 2019). Algunos de los ejemplos son los siguientes. Existen analogos de
adenosina que inhiben la replicacion de DENV como MK-0608, NITD-449, NITD-203 y NITD-008.
Estos mostraron actividad antiviral en células Vero ademas de frente el DENV, frente el ZIKV
(Baz, Boivin, 2019). Las diferencias estructurales entre estos compuestos se pueden observar

en las Figuras 7, 8 y 9.

HoN NH,
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Figura 7. Estructuras quimicas de los inhibidores NITD-008 y NITD-203.
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Figura 8. Estructuras quimicas de los inhibidores MK-0608 y NITD-449.
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Figura 9. Estructura quimica de la molécula adenosina, similar al inhibidor NITD-008.

Sinefungina es un fdrmaco antifungico aislado de Streptomyces griseoleus, que se une al
bolsillo hidrofébico del dominio metiltransferasa de la proteina NS5 de ZIKV y DENV (Baz,
Boivin, 2019). Esto es debido a que es un andlogo de SAM (S-Adenosil-L-Metionina), que
presenta en lugar de un azufre metilado un carbono unido a un grupo amino, que permite que
se una pero que no se establezcan las interacciones necesarias para continuar con su actividad
natural. Ensayos muestran que la afinidad del farmaco es mucho mayor que la del sustrato
natural (Garcia et al., 2017). Sin embargo, también ha resultado tener problemas relacionados
con la toxicidad por lo que se ha obstaculizado su uso clinico (Baz, Boivin, 2019). En las figuras

10y 11 se pueden observar las diferencias estructurales entre ambas moléculas.

H,N
(@] CH N \
HO . N N/

HO OH
Figura 10. Estructura quimica de SAM.
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HO OH

Figura 11. Estructura quimica del inhibidor Sinefungina donde se puede observar la diferencia

estructural que existe entre éste y la molécula SAM.

Debido a la similitud gendmica existente entre el VHC y algunos flavivirus, un NI del VHC ha
resultado efectivo frente al DENV, aunque tuvo que retirarse cuando llegd a la fase in vitro
debido también a problemas de toxicidad. Se investiga si su toxicidad puede ser mejorada
combinada con ribavirina, un inhibidor analogo de guanosina de amplio espectro capaz de
inhibir la sintesis de ADN y ARN de varios virus (Baz, Boivin, 2019). Otro ejemplo de inhibidor
andlogo de guanosina seria el INX-08189, con potencia mejorada debido a su estructura de

profarmaco de monofosfato (Chen et al., 2015).

Un estudio realizado por Baz y Boivin demuestra la actividad inhibitoria de la ribavirina en
ZIKV. Inhibe la sintesis de purinas, debido a su similitud estructural con el nucleésido natural
guanosina, paralizando la actividad del dominio metiltransferasa de la proteina NS5, frenando

asi la replicacion del virus (Garcia et al., 2017). En la Figura 12 se puede observar dicha

similitud.
o) o)
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Figura 12. Estructuras quimicas del inhibidor ribavirina y del nucledsido guanosina.

Ademads de los analogos de adenosina y guanosina se han utilizado andlogos de citidina como
el balapiravir (RG-1626) que es un profarmaco de un analogo de nucledsidos que debe ser

fosforilado para ser activo (Tayade et al., 2018). Originalmente se estudid para tratar el VHC
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aunque su toxicidad hizo que se interrumpieran los ensayos clinicos. Se ensayd in vitro y
presento actividad anti dengue aunque en humanos este compuesto no fue capaz de reducir la
viremia en comparacién con lo ocurrido en los ensayos anteriores. Esto podria ser debido a la
produccion de citocinas que disminuyen la capacidad de conversién del balapiravir en su forma
trifosfato (Chen et al., 2015). En la Figuras 13 se observan el antiviral balapiravir y su analogo

natural citidina.

" ‘ /K "
N 0]

HO OH

Citidina Balapiravir

Figura 13. Estructuras quimicas del inhibidor balapiravir y del nucledsido citidina.

En cuanto al dominio helicasa de la proteina NS5 de DENV y otros dos flavivirus, este resulta
ser inhibido por un farmaco antihelmintico denominado Ivermectina (NNI), que a su vez
también inhibe el dominio ARN polimerasa, por lo que va a frenar la replicacidn del virus. Se ha
demostrado que es muy efectivo, ya que produce una reduccién importante de la carga viral,
pero también presenta problemas de toxicidad (Garcia et al., 2017). Ketotifeno es un
antihistaminico H1 con eficacia comprobada frente al virus del Dengue (Pillaiyar et al., 2020).

Su lugar de unidn especifico es desconocido.

Otros que han sido examinados y comprobada su eficacia en tres lineas celulares son: acido
aminolevulinico, acido azelaico, clorhidrato de mitoxantrona (antineopldsico) y sulfato de

guinina (antimaldrico) (Pillaiyar et al., 2020).
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4.3.2. NS3 como diana terapéutica

La proteasa NS2B-NS3 ha sido objeto de estudio, ya que se trata de una enzima altamente
conservada dentro del género Flavivirus (Li et al., 2018), ademas presenta un papel esencial en
el proceso de replicacién gendmica del virus, por lo que puede suponer una diana muy
interesante para el desarrollo de farmacos antivirales (Kang et al., 2017). Ha sido muy
complicada la tarea de desarrollar inhibidores de esta enzima, aunque en las ultimas
investigaciones se estudia con esperanza la inhibicidon de las interacciones entre la proteina
NS3 y su cofactor NS2B vy la identificacién de sitios alostéricos en dicha proteina (Voss and

Nitsche, 2020).

En un articulo basado en una investigacién reciente realizada por Zhong et al, se estudia un
aditivo alimentario aprobado por la FDA, eritrosina B (E127), como potente inhibidor de la
proteasa NS2B-NS3 de ZIKV y DENV. Su mecanismo de accién es una inhibicién ortostérica de
las interacciones entre la enzima NS3 y su cofactor NS2B a través de un mecanismo no
competitivo. Los andlisis realizados informaron que no sélo inhibia la proteasa, sino que
también reducia notablemente la sintesis de ARN viral y la expresion de proteinas (Li et al.,
2018). La biodisponibilidad resultd ser baja, por lo que podria ser necesaria una formulacién
mejorada para aumentar dicha biodisponibilidad. Ademds la eritrosina B no ha resultado ser
dafiina en el embarazo, ya que se encuentra en la categoria C. Esto resulta interesante para su
administracion a pacientes con ZIKV ya que uno de los principales riesgos de la infeccidn por

ZIKV es microcefalia en fetos (Li et al., 2018).

Una serie de inhibidores tetrapéptidos han sido sintetizados y pueden unirse covalentemente
con la enzima NS3-2B. Estos son un derivado del acido bordnico y la trifluorometilcetona

(Green et al., 2012). En la Figura 14 se observan sus estructuras.

NH

HN)\H/\/\‘/’*

R = Bz-Mle-Lys-Arg X =B(OH)a
R = Bz-Nle-Lys-Arg ¥ =C0OCF,

Figura 14. Estructura quimica del derivado del acido bordnico y la trifluorometilcetona; respectivamente

(Greenetal., 2012).
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Las arilcianoacrilamidas, que son inhibidores de la tirosin quinasa, también tienen efecto
inhibitorio sobre la proteasa NS3-NS2B. Tanto el doble enlace como el grupo arilo le
proporcionan una densidad electrénica clave en su actividad. El compuesto cuya estructura
podemos ver en la Figura 15 es el inhibidor mas potente de esta serie de compuestos (Green

etal., 2012).

CN
OH

Figura 15. Estructura quimica del compuesto de tipo arilcianoacrilamida que ha demostrado poseer

mayor potencia.

Existen pocos estudios acerca de los inhibidores del dominio helicasa de la proteina NS3,
aunque un estudio reciente afirma que la suramina, un farmaco antiparasitario, ha resultado

ser un inhibidor no competitivo de dicha actividad (Mottin et al., 2018).
4.3.3. Proteina E como diana terapéutica

El compuesto BP34610 ha demostrado ser un inhibidor de los cuatro serotipos del DENV. Su
mecanismo de accién detallado estd aun por especificar, pero puede afectar a la entrada del
virus en la célula, ya que parece ser que afecta a la fusién de membrana mediada por la
proteina de envoltura E, una de las primeras etapas presentes en el ciclo de infecciéon de
flavivirus. Puede resultar una estrategia novedosa el hecho de combinar este inhibidor con
ribavirina para el tratamiento de la infeccidn por flavivirus. La combinacién resulta en una

accion antiviral sinérgica mejorada sin observacion de efectos téxicos (Yang et al., 2019).

El galato de epigalocatequina (EGCG) es un polifenol natural presente en gran cantidad en el té
verde que ha demostrado tener actividad antiviral frente a varios virus de diferentes familias
(Figura 16). En esta revision interesa conocer que presenta capacidad de interferir en la
entrada del ZIKV en la célula hospedadora en un estudio con células Vero E6. Su mecanismo de
accién podria estar relacionado con la interaccidn directa del farmaco con la envoltura lipidica,
es decir con la proteina E. Se ha demostrado que puede atravesar la barrera placentaria, por lo

gue podria minimizar el dafio al feto, dado que el ZIKV es un virus teratégeno (Carneiro et al.,
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2016). Este farmaco podria ser interesante tanto para la terapia como para la prevencion de la

infeccidn por ZIKV.

OH

OH OH

OH
HO (¢)

OH

Figura 16. Estructura quimica de la molécula con actividad antiviral EGCG (Carneiro et al., 2016).
4.3.4. Otras dianas terapéuticas

Los lipidos que derivan de la célula infectada constituyen aproximadamente un 17% del virus.
Se cree que los flavivirus modifican el metabolismo de la célula huésped para aumentar la -
oxidacion de los acidos grasos aumentando asi la produccidon de energia necesaria para la
replicacién. Ademads, se ha visto que los lipidos son esenciales para la correcta formacién de la
nucleocapside (Hitakarun et al., 2020). Esto puede resultar interesante para el desarrollo de

farmacos.

El orlistat (tetrahidrolipstatina), un medicamento aprobado por la Administracién de Drogas y
Alimentos de los Estados Unidos (FDA), inhibe el dominio tioesterasa de la sintasa de acido
graso (FASN), una enzima clave responsable de la sintesis de novo de acidos grasos de cadena
larga. Al inhibir las lipasas pancredticas se ha utilizado para bajar de peso. Debido a que los
altos niveles de 4cido graso de la biosintesis de lipidos pueden promover el rapido crecimiento
y la divisién de las células cancerosas, orlistat también se ha evaluado para la terapia de una

serie de canceres (Hitakarun et al., 2020).

A su vez, se ha descubierto que las estatinas presentan actividad anti-Dengue tanto en cultivo
celular como en células de ratén, ya que reducen los lipidos y por lo tanto la mortalidad en Ia
enfermedad cardiovascular al ser inhibidores de la enzima 3-hidroxi-3-metil-glutaril-CoA

reductasa (HMG-CoA reductasa) (Tayade et al., 2018).

Otra diana terapéutica posible podria ser el pH del endosoma. Aumentar el pH del mismo

podria suponer un desajuste en el mecanismo de fusién y entrada a la célula huésped de la
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particula viral. Este mecanismo de accién lo presenta la Cloroquina, un antipalidico con
actividad anti-Dengue por aumento de pH (Tayade et al., 2018). Otros compuestos que
presentan el mismo mecanismo de accidén son: quinacrina y mefloquina. Mas ejemplos de
farmacos en estudio que inhiben la entrada del virus en la célula son: obatoclax y

salifenilhalamida (Mottin et al., 2018).
4.3.5. Estudio de plantas medicinales con actividad antiviral

Desde la antigliedad, las plantas han sido una fuente importante de medicina tradicional, ya
gue son mas aceptables por los pacientes, a la vez que menos tdxicas y menos costosas. (Abd
Kadir et al., 2013). Algunas especies de plantas medicinales han sido utilizadas para combatir la
infeccion por DENV. Los profesionales creen que las hojas de "tawa-tawa" (Euphorbita hirta)
evitan que la fiebre pase a estados criticos porque previene el sangrado, y que las hojas de
Psidium guajava estimulan la produccidon de plaquetas, lo que ayuda en el curso de la
enfermedad. Ademds las hojas de guayaba contienen quercetina, un principio activo que actia
inhibiendo la formacion de ARNm viral. Carica papaya se ha utilizado también
tradicionalmente contra la fiebre del Dengue con capacidad de aumentar el recuento de
plaquetas, de glébulos blancos y de neutrdfilos (Abd Kadir et al., 2013). Una planta acudtica
como es Marina Zostera, también presenta actividad anti-Dengue gracias a un compuesto

derivado de ella denominado acido zostérico (Figura 17).

-0,S0 X _-CooH

Figura 17. Ejemplo de metabolito natural y su estructura quimica, Acido zostérico.

El extracto del rizoma de Curcuma longa muestra actividad inhibiendo la topoisomerasa | y Il.
Se obtienen 3 compuestos del extracto donde el mds potente es la curcumina Ill. Ademas el
aceite volatil de la misma presenta actividad mosquicida. Los galactomananos extraidos de las
semillas de Mimosa scabrella también han demostrado tener actividad anti-Dengue, pero en

este caso sélo sobre el serotipo | (Prakash et al., 2018).
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5. CONCLUSIONES

Las conclusiones extraidas una vez realizada la revisién bibliografica son las siguientes:

1. Las enfermedades emergentes causadas por las diferentes especies del género Flavivirus,
gue en su mayoria antes afectaban solo a ciertas dreas tropicales y subtropicales, han pasado a
afectar a casi toda la poblacién mundial, lo que supone un problema de salud publica. La
ausencia de tratamientos antivirales especificos frente al virus del Dengue, al virus del Zika y
otros del mismo género dificulta el control de la expansion del virus. Son arbovirus; es decir, se
transmiten por artrépodos, que en su mayoria son mosquitos, pero el simple control de la
poblacién de mosquitos no es suficiente, ya que no se dispone de los recursos suficientes en
todas las areas del mundo. Es por ello por lo que en esta revisidn se define como urgente la

busqueda de nuevas vacunas y nuevos farmacos que frenen la expansién de estos virus.

2. Presentan una poliproteina con proteinas estructurales y no estructurales importantes en su
ciclo de reproduccién. Su genoma se conserva en su gran mayoria en casi todas las especies
pertenecientes a este género, por lo que va a cobrar importancia el término ADE (mejora
dependiente de anticuerpos), que no es mas que un desajuste del sistema inmune por una

neutralizacién incorrecta de anticuerpos.

3. Esta revisidn se centra en el desarrollo de vacunas frente a DENV y ZIKV. Para desarrollar la
vacuna es muy importante conocer anteriormente el mecanismo de respuesta inmune del
hospedador. De todas las vacunas que se han ido estudiando para el género Flavivirus sélo
muy pocas han superado los ensayos clinicos. En el DENV, se comercializé una vacuna viva
atenuada cuyo uso es limitado porque no protege frente a los 4 serotipos. En el ZIKV, no existe

aun ninguna comercializada, aunque su investigacion no ha cesado.

4. Como bien se explica anteriormente, es urgente el desarrollo de vacunas y tratamiento. Es
por ello que para ahorrar tanto en costes como en tiempo se decide utilizar una estrategia
denominada reposicionamiento de fdrmacos, en la que se utilizan farmacos ya comercializados
buscando una reduccién notable de la carga viral en pacientes infectados con estos virus. Las
dianas terapéuticas en las que se estan basando la mayoria de estudios recientes e
investigaciones son proteinas sobretodo no estructurales como NS3 y NS5 que desempefian un
papel importante en la replicacion del virus, por lo que si se consigue inhibirlas se conseguira
paralizar la replicacion. Ademas también se estudian como posibles dianas terapéuticas

algunas proteinas estructurales como la proteina E, la proteina de envoltura.
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