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Resumen

La aparicion del nuevo coronavirus SARS-CoV-2 a finales de 2019 ha resultado en una pandemia
internacional debido a la multitud de contagios y muertes documentadas. Los coronavirus provocan
enfermedades respiratorias de gravedad gradual, llegando a producir lesiones pulmonares graves e
incluso fallo multiorganico. A pesar de que diferentes tipos de coronavirus han infectado a humanos con
anterioridad, es necesaria una investigacion en profundidad del SARS-CoV-2 para poder abordar
diferentes estrategias terapéuticas frente a la infeccion que produce. En este articulo, se presentan las
caracteristicas fundamentales del SARS-CoV-2 que favorecen la elevada infectividad y transmisibilidad
del virus, asi como sus diferencias principales con los coronavirus que le preceden. En este sentido, este
virus utiliza el receptor ECA-2 para su entrada en las células y, en el proceso infectivo, es fundamental la
participacion de una glucoproteina de espiga (S) que se encuentra anclada a la envoltura de SARS-CoV-
2. Gracias a varios estudios independientes, se ha podido determinar el mecanismo por el que se produce
el reconocimiento entre el virus y su receptor celular, en el que interviene fundamentalmente la proteina S.
Asimismo, se ha encontrado que esta proteina alberga un sitio de escisiéon de furina, una proteasa
encargada del procesamiento proteolitico de las subunidades de la proteina S y cuyo papel es primordial
para que se produzca la fusion de membranas virica y celular. Finalmente, en base al estudio realizado,
se proponen diversos inhibidores basados en el bloqueo de la interaccion virus-receptor y de la fusién de
membranas, que se fundamentan en la implicacion del dominio de unidn con el receptor (RBD) de la
proteina S y en la proteasa furina como principal desencadenante del proceso de fusiéon a través de la
escision proteolitica.
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Introduccién

A finales de diciembre de 2019 se reportaron casos de un nuevo coronavirus (COVID-19) en Wuhan,
China. Este virus se denomina SARS-CoV-2 o coronavirus del sindrome respiratorio agudo severo 2 y
pertenece a la familia Coronoviridae, una familia de virus caracterizada por poseer un genoma de ARN
monocatenario de sentido positivo [1]. Desde que se produjo el primer caso de infeccion, el nimero de
afectados asciende de forma notoria y la Organizacion Mundial de la Salud declar6é la emergencia
sanitaria provocada por el brote del nuevo coronavirus a nivel de pandemia internacional el 11 de marzo
de 2020. A dia 2 de junio, se han reportado 6,194.533 numero de afectados y la enfermedad se registra en
mas de 214 territorios provocando 376.320 muertes [2].

Sin embargo, el SARS-CoV-2 no ha sido el primer tipo de coronavirus registrado en lo que llevamos de
siglo. Los coronavirus humanos se describieron por primera vez en la década de 1960 y en el periodo
2003-2005 fueron identificadas cinco nuevas cepas de coronavirus relacionadas con infecciones
respiratorias en humanos [3]. Actualmente existen siete cepas que afectan al ser humano, al incorporarse a
la lista el coronavirus del sindrome respiratorio de Oriente Medio o MERS-CoV en 2012 y el coronavirus
del sindrome respiratorio agudo severo 2 o SARS-CoV-2 en 2019 [1, 4]. Las cepas HCoV-229E,
HCoV-0C43, HCoV-NL63 y HKUI son coronavirus que provocan una enfermedad leve de las vias
respiratorias superiores. No obstante, las cepas SARS-CoV y MERS-CoV ganan importancia debido a
que infectan el tracto respiratorio inferior y pueden provocar una grave enfermedad respiratoria en
humanos [4].

El SARS-CoV surgi6 en Guangdong a finales del 2002 y, desde que se reportd el primer caso, se
desarroll6 una epidemia que afect6 a mas de 8.000 personas distribuidas en 23 paises diferentes en el afio
2003, provocando un total de 774 muertes. La infeccién por este coronavirus provoca sintomas tales
como fiebre, malestar general, dolor de cabeza, escalofrios o tos, aunque puede dar lugar a
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complicaciones que conllevan una dificultad en la capacidad respiratoria. No obstante, finalizada la
epidemia en julio de 2003, actualmente no se reportan casos de transmision del virus [5]. Por otro lado, en
el caso del MERS-CoV, éste fue documentado en 2012 y desde entonces se han notificado 2.494 casos de
infeccion y 858 muertes en 27 paises en los que ha sido reportado [6]. El primer caso por coronavirus
MERS-CoV aparecio en Jeddah, Reino de Arabia Saudita, en junio de 2012 y en la mayoria de los casos
provoca enfermedades respiratorias, neumonia, dificultad respiratoria aguda y fallo multiorganico [7]. En
este sentido, la infecciéon por el nuevo coronavirus SARS-CoV-2 provoca sintomas que varian desde
fiebre o tos hasta neumonia, insuficiencia respiratoria, lesiones cardiacas, lesiones renales y muerte,
ademas de mostrar una transmisibilidad superior a los anteriores [8].

De este modo, a pesar de la similitud existente entre los diferentes tipos de coronavirus que han surgido
en este siglo, entre éstos también existen diferencias relevantes. El SARS-CoV surgi6 tras la transmision
zoonotica de murciélagos, lo que parece coincidir con la procedencia del SARS-CoV-2 [9]. No obstante,
recientes estudios sugieren que el origen de este coronavirus se debe a la recombinacion entre una cepa de
murciélago y otra de pangolin [10]. Sin embargo, el MERS-CoV se debe a la transmision a través de
camellos dromedarios. Todas estas infecciones viricas conducen a un cuadro clinico en el que se presenta
fiebre y tos y conducen normalmente a enfermedades del tracto respiratorio. No obstante, el brote de
SARS-CoV quedd contenido en 2003, mientras que el MERS-CoV sigue en curso hoy en dia. Por otro
lado, la elevada transmisibilidad de SARS-CoV-2 ha provocado una importante propagacion de la
infeccion que ha derivado en un numero de muertes muy superior a las producidas por las infecciones
virales anteriores [9].

En el caso de la infeccion producida por SARS-CoV-2, al igual que en las diferentes infecciones
producidas por coronavirus, los sintomas son variables en funcion de la fase de la enfermedad. En primer
lugar, se produce el periodo de incubacion, que para el caso del nuevo coronavirus se sitlia en 14 dias
como el tiempo mas largo pronosticado. En este periodo se facilita la propagacion de la infeccion, por lo
que es necesario el aislamiento a lo largo de esta etapa para lograr la contencion [11], debido a que la
transmision de persona a persona es notablemente considerable. No obstante, la supresion de todas las
posibles vias de transmision permite un control mas exhaustivo de la patologia en la poblacion [12].

Una vez superada la fase de incubacion, se da lugar a una infeccion cuya gravedad queda clasificada en
tres tipos diferentes. En el caso de menor gravedad se encuentra la infeccion precoz, en la que se
presentan sintomas no especificos como fiebre, tos seca y malestar general. El siguiente nivel corresponde
a una fase pulmonar de gradualidad variable en la que los pacientes pueden padecer insuficiencia
respiratoria con o sin hipoxia. Por ultimo, se encuentra la fase de inflamacion extra-pulmonar sistémica,
debida a la respuesta del huésped, en la que se origina una hiperinflamacion. En los casos mas graves se
produce distrés respiratorio agudo, disfuncion organica y shock séptico [13].

Taxonomia y estructura

Los coronavirus son un grupo de virus de cadena de ARN no segmentada y sentido positivo. Su nombre
se le atribuye a la forma de corona que presentan en la visualizacion por microscopia electronica. Los
coronavirus se clasifican en el orden Nidovirales y pertenecen a la familia Coronoviridae. Dentro de ésta,
se engloban en la subfamilia Orthocoronavirinae, que a su vez se clasifica en cuatro géneros:
Alfacoronavirus, Betacoronavirus, Deltacoronavirus y Gammacoronavirus. El género beta se divide en
cinco subgéneros y los murci¢lagos y roedores son reservorios de este tipo. Esta familia de virus causa
enfermedades respiratorias agudas en diversos animales y, como se ha mencionado anteriormente, se han
identificado siete tipos de coronavirus con capacidad de infectar a humanos. De este modo, el SARS-
CoV-2 es un tipo de Betacoronavirus de forma redonda que posiblemente surgié de la progresion
evolutiva de una cepa existente en murciélagos en la que se producirian diversas mutaciones [14]. Sin
embargo, recientes estudios sitiian al pangolin como otro de los reservorios de SARS-CoV-2, y el origen
puede deberse a una seleccion natural en el animal de origen o en la transmision humana [15].

El virion presenta cuatro proteinas esenciales que desempefian un papel de vital importancia en la
estructura virica: proteina de la nucleocapside (N), proteina transmembrana (M), proteina de la envoltura
(E) y proteina de espiga (S). En primer lugar, la proteina N tiene la funcion de unirse al ARN genomico
del virus y formar la nucleocéapside. Ademas, participa en el proceso de replicacion viral y en la respuesta
del huésped a la infeccion. La proteina M se encarga de dar forma a la envoltura del virus, mientras que la
proteina E participa en la maduracion y en el ensamblaje. Por ultimo, la proteina S es la encargada del
reconocimiento de los receptores celulares y posibilita la entrada del virus en el huésped mediante un
proceso de fusion de ambas membranas [13, 16].
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Figura 1.- Estructura de SARS-CoV-2. Adaptado de [14]. (Contribuido por Rohan Bir Singh;
elaborado con Biorender.com)

Elementos esenciales en el reconocimiento virus-célula

La unién del virus a los receptores celulares del huésped es mediada a través de la proteina S. Esta
proteina pesa entre 180 y 220 kDa, esta anclada a la envoltura y es la que proporciona la apariencia de
corona del virus por su forma de espiga o espicula [17]. La proteina S es una proteina trimérica y esta
relacionada con la fusion de las membranas de las células huésped y del virus y con la infectividad y la
funcionalidad del mismo [18]. De este modo, se trata de una glucoproteina de membrana tipo 1 [4] y se
divide de forma funcional en los dominios S1 y S2. El dominio S1 es el encargado del reconocimiento y
union al receptor, mientras que el dominio S2 es responsable de la fusion de las membranas viricas y
celulares [19]. La interaccion entre el receptor celular, en este caso la enzima convertidora de
angiotensina 2 (ECA-2), y el SARS-CoV-2 se produce gracias a la proteina S a través de su dominio de
unioén al receptor (RBD) situado en el extremo C-terminal de S1 [5]. Del mismo modo, ECA-2 es también
uno de los receptores celulares para SARS-CoV, ademas de la aminopeptidasa N y la dipeptidil peptidasa
4. No obstante, el SARS-CoV-2 no utiliza estos dos tltimos receptores y su union a ECA-2 se realiza con
una afinidad de hasta 20 veces mayor que en el caso de SARS-CoV, lo que podria explicar la elevada
infectividad del virus [19]. Los dominios RBD de SARS-CoV y SARS-CoV-2 presentan una elevada
similitud de secuencia y ambos coronavirus se ensamblan en el mismo punto del receptor ECA-2 humano
[18]. Ademas de ello, los diferentes cambios que puedan producirse en los residuos que intervienen en la
union entre ambas proteinas facilitan el salto de huésped y la transmision entre personas [20].

La enzima convertidora de angiotensina 2 (ECA-2) es una monocarboxipeptidasa cuya funciéon es
eliminar aminoacidos del extremo C-terminal del sustrato [21]. Este receptor es imprescindible para
permitir la entrada del virus en el huésped y la replicacion del mismo. El receptor se encuentra
ampliamente distribuido en las células epiteliales alveolares tipo I (AECII) del pulmédn, lo que favorece
que este organo presente mayor vulnerabilidad a la infeccion viral. No obstante, la expresion del receptor
ECA-2 se encuentra también en otros tejidos como el corazdn, los rifiones y especialmente en la
superficie de las células epiteliales intestinales. Debido a ello, el intestino es otra zona de vital
importancia para la entrada del SARS-CoV-2 [22].

La principal funcion del ECA-2 es la maduracion de la angiotensina, una hormona esencial para controlar
los procesos de vasoconstriccion y presion arterial. Esta enzima consta de un dominio peptidasa (PD) en
el extremo N-terminal, un dominio C-terminal similar a colectrina (CLD) y un tramo intermedio de
aproximadamente 40 residuos. Esta enzima convierte la angiotensina (Ang) I en Ang-(1-9), la cual es
escindida por otras enzimas dando lugar a Ang-(1-7). Ademas, ECA-2 puede realizar la conversion
directa de Ang-(1-7) a partir de Ang II.

La unién de S1 al receptor es mediada a través del dominio RBD, que interacciona de forma directa con
el dominio peptidasa (PD) de ECA-2. En esta asociacion cobran importancia las interacciones polares y
cada dominio RBD de SI1 interacciona con un dominio PD de ECA-2 [23]. La interaccion pone en
contacto 17 residuos del dominio RBD con 20 residuos de ECA-2. Dentro del dominio RBD, el bucle de
union al receptor es el motivo RBM [20]. Aunque SARS-CoV y SARS-CoV-2 comparten 8 residuos
idénticos en RBM para la unién con el receptor, existen otros 6 residuos que se encuentran modificados
entre ambos y que, presumiblemente, son responsables de sus diferencias a nivel de afinidad [24]. En todo
caso, una vez establecido el reconocimiento, el dominio PD de ECA-2, formado por dos 16bulos, sufre un
cambio de conformacién que acerca a los mismos para el correcto acoplamiento del sustrato [20]. De esta



manera, el dominio RBD en S1 de SARS-CoV-2 interacciona, gracias a una estructura concava externa,
con el 1obulo pequefio de ECA-2, acoplando el N-terminal del receptor [24].

La interaccion entre la proteina S y el receptor ECA-2 conduce a una sucesion de procesos que permiten
la entrada celular. En este sentido, es importante la configuracion de la proteina S, ya que ésta puede
encontrarse en dos formas diferentes. Una de las formas puede observarse en el caso de viriones maduros
en el momento previo a la fusion, en el que la proteina S presenta una estructura heterotrimérica en la que
tres subunidades S1 quedan soportadas por una subunidad S2. La segunda forma aparece una vez
producida la fusién de las membranas, en la que la estructura presenta una apariencia en espiral en la que
solo estd presente S2. Diversos estudios enfocados en la interaccion con el receptor demuestran que esta
unién permite la estabilizacion del dominio C-terminal (CTD) de S1 y es entonces cuando se produce la
disociacion de S1 'y S2 [25]. Esto facilita la fusion de membranas al permitir que S2 pase a un estado mas
estable de post-fusion a partir del estado metaestable previo a la fusion en el que se encontraba [24].

Elementos esenciales para la invasién del virus:
fusion de membranas del virus y la célula

El SARS-CoV-2 es un virus con envoltura, por lo que para poder llevar a cabo la infeccion y la
introduccion del genoma virico en la célula huésped es necesario un proceso de fusion de ambas
membranas. Para la activacion de este proceso entran en juego numerosos factores entre los que destaca la
protedlisis, que provoca cambios estructurales en las proteinas viricas que intervienen en el proceso de
fusion.

Con el objetivo de llevar a cabo la infeccion y, previamente al proceso de fusion, este virus utiliza la
endocitosis como mecanismo principal de entrada en la célula, proceso que puede estar mediado por
clatrina y caveolas, como en el caso de SARS-CoV, o ser independiente de éstas [26]. Por tanto, el
mecanismo de entrada puede variar dependiendo del tipo de virus y de las células afectadas [27]. Por
ejemplo, el SARS-CoV utiliza la endocitosis para su ingreso en las células y es la escision proteolitica de
la proteina S la que desencadena el proceso de fusion de membranas. En esta escision estan implicadas
determinadas proteasas de la célula huésped como tripsina o catepsina, cuya accién es un requisito
fundamental en el proceso de fusion viral [28]. En el caso del coronavirus de la hepatitis de raton (MHV),
éste utiliza la endocitosis mediada por clatrina como mecanismo de entrada y la escision proteolitica de la
proteina de fusion es dependiente del trafico a los lisosomas, ya que estos organulos son los encargados
de promover sefiales determinantes para la fusion de las membranas virica y celular [26].

Los factores que determinan el proceso de infeccion presentan variabilidad dependiendo del tipo de
proteina de fusion implicada, ya que algunas son dependientes de bajos valores de pH y, en cambio, otras
actan de manera independiente a estos valores, por lo que la mera union al receptor desencadena la
fusion. No obstante, la fusion de membranas en SARS-CoV-2, al igual que en diferentes coronavirus, esta
promovida por la escision entre las subunidades S1 y S2 de la glucoproteina S [29]. De este modo, en el
proceso de fusion esta implicada la subunidad S2, mientras que la subunidad S1 ocupa un papel relevante
en el reconocimiento y union al receptor. En consecuencia, la subunidad S2 se caracteriza por contener en
su estructura un péptido de fusion (PF), dos dominios con repeticiones de 7 residuos (HR1 y HR2) y un
dominio transmembrana (TM) que intervienen en este proceso [26].

El proceso de invasion celular se inicia con el reconocimiento del receptor por la subunidad S1 de la
proteina S, tras el cual, mediante un proceso de endocitosis, tiene lugar la internalizacion del virus. Una
vez que el virus ha entrado en la célula debe efectuarse la liberacion de su material genético en el
citoplasma. En este sentido, se requieren diversos cambios de conformacion que permitan el acercamiento
de las membranas viral y endosomal y la fusion de las mismas, con el objetivo de que posteriormente el
genoma virico sea liberado y se produzca la replicacion viral [30].

Los cambios de conformacion que provocan que ambas membranas se aproximen y fusionen vienen
determinados por la escision proteolitica de la proteina S. Ambas subunidades de la proteina se
encuentran en un estado de prefusion [31] y la escision proteolitica entre ambas subunidades conlleva que
la subunidad S2 sufra reorganizaciones conformacionales que permiten el acercamiento de las
membranas, pasando a un estado de post-fusion estable. En concreto, los reordenamientos estructurales en
S2 exponen el sitio de escision en esta subunidad (S2’), que es cortado por proteasas. Esta misma
reorganizacion deja también accesible el péptido de fusion PF, lo que induce la formacion de un paquete
de 6 hélices (6-HB) que favorece el acercamiento entre las membranas [32]. La formacion del paquete 6-
HB viene mediado por la interaccion de los dominios HR1 y HR2 de esta subunidad, los cuales se
organizan de manera antiparalela. Esta configuracion permite que el péptido PF se incluya en la
membrana celular, mientras que el dominio TM se encuentra insertado en la membrana viral. De este
modo, la formacion del paquete 6-HB tras la escision proteolitica induce el acercamiento de las
membranas que, finalmente, permite la fusion de las mismas [33]. No obstante, la interaccion entre HR1 y
HR2 puede suftrir variaciones, ya que en comparacion con el SARS-CoV, el dominio HR1 de SARS-



CoV-2 difiere en 8 residuos, a pesar de que entre ambos coronavirus existe una elevada homologia de
secuencia [34].
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Figura 2.- Esquema de la estructura primaria de la proteina S de SARS-CoV-2. SS: secuencia seiial,
NTD: dominio N-terminal, RBD: dominio de unioén al receptor, S1: subunidad S1, S2: subunidad S2,
S1/S2: sitio de escision de proteasa S1/S2, S2°: sitio de escision de proteasa S2°, HR1: dominio con
repeticiones de 7 residuos 1, CH: hélice central, CD: dominio conector, HR2: dominio con
repeticiones de 7 residuos 2, TM: dominio transmembrana, CT: cola citoplasmatica. Adaptado de
[35].

Importancia de la escision en el limite S1/S2 por proteasas

Como se ha mencionado, la escision proteolitica es un paso de vital importancia para producirse la
infeccion, ya que determina el acercamiento de membranas y la fusion de las mismas. La proteina S de
SARS-CoV-2 presenta dos sitios de escision determinantes. En primer lugar, contiene un sitio de corte
S1/S2 entre ambas subunidades y, ademas, la presencia de otro sitio de escision en la subunidad S2 (S27)
es otro punto fundamental para llevar a cabo el proceso [32]. Este segundo sitio de escision en SARS-
CoV-2 es equivalente al que se encuentra en SARS-CoV, mientras que el sitio de escision S1/S2 puede
contener diferentes motivos en funcién de cada tipo de coronavirus [36].

En el reconocimiento del receptor celular interviene la subunidad S1, en cuya estructura se diferencian 4
dominios (N-terminal o NTD y C-terminal o CTD subdividido en CTD1, CTD2 y CTD3). La
conformacion del dominio CTDI, implicado en el reconocimiento, es clave para el proceso, ya que la
subunidad queda activa para la unién con el receptor ECA-2 al encontrarse en una conformacion “hacia
arriba”. Una vez realizado el reconocimiento y, tras la internalizacion, se produce la escision de la
subunidad S1. Esto permite que se promuevan cambios de configuracion que inducen la exposicion del
sitio de escision en S2, previamente oculto, con el objetivo de que las proteasas actlen a este nivel [32].
En consecuencia, la escision proteolitica de la proteina S permite la fusién de las membranas virica y
celular y se produce entonces la liberacion del ARN gendémico del virus en el citoplasma de la célula
huésped [33].

Por tanto, la escision proteolitica ejercida por proteasas es fundamental en el proceso infectivo. En el caso
del SARS-CoV, diversas proteasas intervienen en la escision una vez producido el reconocimiento y la
entrada del virus en los endosomas. Entre ellas se encuentran la catepsina L, que podria actuar de forma
equivalente en SARS-CoV-2 [37] y la proteasa transmembrana serina 2 (TMPRSS2), cofactor del
receptor ECA-2 [38]. En relacion con el SARS-CoV-2, éste presenta un sitio de corte por furina en S1/S2,
que no se ha observado en el SARS-CoV y que influye de manera directa en el acceso a la célula [37].
Este motivo de escision por furina surge debido a cuatro residuos en este punto que generan un sitio de
escision polibasico, lo que podria esclarecer el hecho de que el nuevo coronavirus presente una elevada
capacidad de transmision [31]. En este sentido, SARS-CoV-2 utiliza un mecanismo de activacion en el
que, en primer lugar, se produce una escision proteolitica en S1/S2 por furina y, posteriormente, se
completa la activacion de la proteina S por la proteasa TMPRSS2, cuya actuacion es dependiente de la
escision por furina, consiguiéndose asi la infeccion de las células [39].

En consecuencia, es evidente el hecho de que la mera interaccion del virus con el receptor ECA-2 es
insuficiente para la infeccion de las células huésped por el virus. De este modo, es necesaria la activacion
de la proteina S, que conlleva la escision de ambas subunidades mediante proteasas, requisito previo al
proceso de fusion de membranas. En el caso de SARS-CoV, que presenta un sitio de escision por
catepsina L en el limite S1/S2, se ha observado que la inclusion de un sitio de escision por furina permite
una fusion mas potente [40]. Por tanto, la escision proteolitica por furina no tiene un papel importante en
el proceso de entrada, pero es fundamental para potenciar la actividad de fusion entre la membrana viral y
la celular [41].

Papel de la furina en la infeccion

La furina es una proproteina convertasa (PC) que se engloba dentro de una familia de nueve proteasas
[36] que intervienen en gran cantidad de procesos como la propagacion de virus, activacion de toxinas o
cancer [42]. Esta enzima se encuentra en la superficie celular asociada a la membrana, aunque se ha
observado que también estd presente en el complejo de Golgi [43]. Se encarga de metabolizar
proteoliticamente a sus sustratos en la via secretora [44], participa en la activacion de proteinas mediante



proteolisis y, debido a su colaboracion en la escision de glucoproteinas de la envoltura virica, permite la
fusion de membranas en el proceso de infeccion viral [36].

El sitio de escision por furina esta presente en otros tipos de coronavirus, como en el caso del MERS-
CoV, cuya secuencia se encuentra aguas arriba del péptido de fusion. La presencia de este sitio de
escision conlleva que no se requiera un transporte a los lisosomas para producirse la liberacion del ARN
viral, pero sigue siendo dependiente de un mecanismo de endocitosis mediado por clatrina y de la escision
por furina para una infecciéon exitosa. A diferencia de lo descrito para SARS-CoV-2 y MERS-CoV, el
coronavirus MHV requiere de la fusion entre endosomas y lisosomas para la escision de la proteina S y la
induccion de los cambios conformacionales que permiten la fusion. Sin embargo, la introduccion de un
sitio de escision por furina en MHV suprime la necesidad de esta incorporacion de los lisosomas y la
entrada viral se produce gracias a la escision proteolitica por furina [26].

Tanto el MERS-CoV como el SARS-CoV-2 contienen una secuencia reconocible por furina: RSVR (Arg-
Ser-Val-Arg) para el coronavirus del sindrome de Oriente Medio y RRAR (Arg-Arg-Ala-Arg) para el
nuevo coronavirus [45] o motivo PRRA (secuencia PRRAR) [36]. Ademas de ello, motivos similares
aparecen en otros géneros de coronavirus, por lo que este sitio de escision en el limite S1/S2 puede
provenir de la existencia del mismo en diferentes tipos de coronavirus ya existentes [45]. La escision por
furina se produce principalmente en motivos RXRR o RXKR (Arg-X-Lys-Arg) y la secuencia minima
para esta escision debe ser RXXR [46].

La proteina S de SARS-CoV-2 presenta un motivo PRRA de escision por furina que posibilita la entrada
del genoma viral al citoplasma. Asimismo, la escision proteolitica de la proteina S en este sitio de corte
puede conducir a una afinidad mas elevada en la union del virus con el receptor ECA-2. Este hecho
determina la infectividad viral, principalmente porque una mayor afinidad por el receptor puede
contribuir a un mayor nivel de patogenicidad. Adicionalmente, se ha demostrado que la furina puede ser
secretada y, de este modo, puede actuar a nivel extracelular ejerciendo su papel en células en las que la
expresion de furina es ausente, lo que puede influir de manera significativa en la elevada transmisibilidad
del virus en los humanos. El motivo PRRA de corte por furina no esta presente en el SARS-CoV, lo que
es de vital importancia ya que el bloqueo de catepsina L y TMPRSS?2 es suficiente para impedir la entrada
de este coronavirus en las células [38]. En este sentido, para impedir la infecciéon por SARS-CoV-2 podria
ser necesario una inhibiciéon conjunta de furina y de TMPRSS2 [39].

Elementos clave en la elevada infectividad de SARS-CoV-2

Segun este estudio, es importante resaltar la importancia de dos elementos fundamentales que determinan
la infectividad del SARS-CoV-2 y su alta transmisibilidad.

En primer lugar, el dominio RBD presenta una elevada afinidad de unioén a los receptores ECA-2. Se ha
observado que la secuencia de este dominio presenta variaciones entre SARS-CoV-2 y SARS-CoV, por lo
que la elevada afinidad del nuevo coronavirus podria explicarse mediante un proceso de seleccion natural
[47]. Como se ha expuesto, el motivo RBM, de unidén al receptor en el RBD, presenta diferencias entre
ambos coronavirus. En concreto, 6 residuos estan modificados en SARS-CoV-2 y estos cambios podrian
provocar una transmision mucho mas eficaz [24]. Por consiguiente, debido a las diferencias estructurales,
el motivo RBM de SARS-CoV-2 presenta puntos de contacto mas fuertes con el dominio PD de ECA-2,
lo que favorece en mayor medida la union entre ambos [48]. Ademas de ello, determinados estudios
confirman que la combinacién de residuos en RBD que mejoran la unioén al receptor, provocan un
aumento de la afinidad y una entrada mas eficiente [49]. De este modo, son las variaciones en la
secuencia y, consecuentemente, en la organizacion estructural, las que contribuyen a un cambio en la
afinidad por el receptor [50]. En este sentido, la similitud entre ambos coronavirus en el RBD es de un
76%, mientras que para el motivo RBM es tan solo del 53%. Estos niveles de similitud explican que
ambos virus reconozcan al mismo receptor ECA-2, pero con diferente nivel de afinidad [49]. De este
modo, estas variaciones en la secuencia provocan que la proteina S de SARS-CoV-2 presente una
afinidad significativamente mayor por el receptor, en comparaciéon con la proteina S de SARS-CoV, lo
que puede influir en aumentar la transmision entre humanos [19].

No obstante, la elevada afinidad de SARS-CoV-2 por el receptor celular no es suficiente para explicar la
alta transmisibilidad entre humanos. De este modo, es necesaria la intervencion de otros factores para una
propagacion eficaz. En este sentido, el sitio de escision por furina en S1/S2 contribuye a facilitar la
transmision, ya que el corte por esta proteasa es fundamental para la capacidad infectiva del virus. Este
sitio de corte no ha sido observado en coronavirus como el SARS-CoV pero, tal y como se ha demostrado
experimentalmente, su insercion artificial ha mejorado enormemente la unién intercelular y la capacidad
de transmision de este virus [47]. Asimismo, la escision proteolitica es un paso fundamental en la
infeccion, por lo que el sitio de escision por furina interviene en la transmision y patogenicidad del virus
[31]. En concreto, es esta escision por furina la que permite la fusion de las células y, consecuentemente,
la liberacion del ARN genomico del virus en el citoplasma de la célula huésped [39]. Ademas de ello,
diversos estudios indican que el sitio de corte por furina determina una vulnerabilidad mayor de las



células a la infeccion ya que, adicionalmente, la actuacion de la furina provoca reorganizaciones
estructurales de la proteina S que determinan una afinidad de unién mayor y una fusiéon de membranas
mas eficiente [38]. Ademads, la presencia de este sitio de escision suprime el requisito de fusion entre
endosomas y lisosomas, por lo que la actuacion de la furina en el endosoma temprano provoca la escision
de las subunidades de la proteina S y desencadena el proceso de fusiéon de membranas [39]. De este
modo, la secuencia reconocida por furina es fundamental en el proceso y es de vital importancia en la
capacidad de infeccion [31].

Dominio RBD y furina como dianas terapéuticas:
busqueda de inhibidores

En base al estudio propuesto, tanto el dominio RBD de la subunidad S1 como la proteasa furina ejercen
un papel fundamental en la infeccion por SARS-CoV-2. Por tanto, se proponen ambos como dianas
terapéuticas identificadas, ya que la actuacion de las mismas es un requisito primordial para la progresion
de la infeccion por este coronavirus. De este modo, cualquier posible alteracion en la estructura o en el
mecanismo de accion de estas proteinas puede conducir a un efecto terapéutico.

La proteina S interacciona a través de su dominio RBD, situado en la subunidad S1, con el dominio PD
del receptor ECA-2 [23]. Esta interaccion permite la entrada celular y, posteriormente, se induce la
escision proteolitica en S1/S2 desencadenando la fusion de membranas [25]. Por tanto, el primer requisito
fundamental para llevar a cabo la infeccion es el reconocimiento del SARS-CoV-2 a su receptor celular
ECA-2, unién que se produce con una afinidad muy elevada, lo que contribuye a aumentar la infectividad
viral [19].

Es importante destacar que el receptor ECA-2 se encuentra principalmente en las células epiteliales
alveolares tipo II, ejerciendo una proteccion al pulmon frente a diversos dafios, por lo que la infeccion por
SARS-CoV-2 produce una grave patologia pulmonar [51]. De este modo, se puede seguir una estrategia
de inhibicion de esta unién que impida el reconocimiento y, consecuentemente, la infeccion. Para ello,
podria ser posible utilizar la forma recombinante humana soluble del receptor ECA-2 (thsECA-2) como
inhibidor, impidiendo la entrada del virus en la célula al bloquear la interaccion entre el dominio RBD de
S1y el receptor ECA-2 [1]. La forma soluble de ECA-2 carece del dominio transmembrana, por lo que no
puede anclarse a la membrana plasmatica. En este sentido, thsECA-2 puede actuar como un inhibidor
competitivo que evita la union de SARS-CoV-2 al receptor ECA-2 [52]. La interaccion entre la proteina S
de SARS-CoV-2 y el receptor ECA-2 ha sido estudiada por varios grupos de investigacion. Diversos
estudios in vitro confirman que rthsECA-2 impide la infeccion por este coronavirus en las primeras etapas
y el grado de inhibicion depende de manera directa de la dosis utilizada [51]. Ademas, diversas
estrategias terapéuticas se enfocan en impedir la interaccion virus-receptor y, en este sentido, estd en
investigacion la utilizacion de péptidos derivados de la subunidad S1 que ocupen el sitio de unién al
receptor ECA-2 [53].

En el caso de la furina, esta enzima participa en el procesamiento proteolitico de la glucoproteina S,
ejerciendo su accion en motivos polibasicos. La escision proteolitica de la glucoproteina S es fundamental
para llevar a cabo la infeccion por SARS-CoV-2 y, consecuentemente, una estrategia terapéutica seria la
utilizacion de inhibidores de furina [54]. Determinados estudios confirman que los péptidos que contienen
poliarginina son inhibidores de esta proteasa. Esta inhibicion se basa en el conocimiento de que el sitio
activo de esta enzima contiene en su motivo de uniéon al sustrato numerosos residuos cargados
negativamente, por lo que los péptidos con poliarginina, que se encuentran cargados positivamente, son
potentes inhibidores debido al cardcter acido del sitio activo de la furina, y su potencial inhibitorio
aumenta en funcion de la cantidad de residuos basicos en la estructura de los mismos. Diversos factores
intervienen en la capacidad inhibitoria, ya que ademas de la longitud de la cadena, son importantes las
modificaciones en los extremos del péptido. En concreto, se ha demostrado que la introduccién de un
grupo amida en el C-terminal de D-poliargininas provoca un aumento de la capacidad inhibitoria, por lo
que el estudio de posibles modificaciones puede conducir a la obtenciéon de inhibidores mas potentes. En
concreto, la D9R o nona-D-arginina ha demostrado ser un inhibidor eficaz de furina, que presenta una
elevada estabilidad y especificidad [55].

Del mismo modo, se han desarrollado inhibidores de furina analogos de sustrato en los que se introducen
péptidos miméticos de arginina descarboxilados, como 4-amidinobencilamida, y este reemplazo muestra
una alta potencia inhibitoria frente a esta proteasa [42]. En el caso del SARS-CoV, la infeccion puede ser
bloqueada utilizando péptidos inhibidores de catepsina L, ya que esta enzima es la que cataliza la escision
proteolitica en este coronavirus [41]. Asi, la utilizacion de inhibidores de furina, la cual no interviene en
la escision proteolitica de la proteina S de SARS-CoV pero si actua en el caso del MERS-CoV vy el
SARS-CoV-2, ha demostrado bloquear la disociacién y, consecuentemente, la infecciéon en los
coronavirus que requieren de esta proteasa [39].

Por otro lado, existe una gran variedad de estrategias terapéuticas en investigacion y, en el caso de las
vacunas, parece ser prometedor el uso de anticuerpos monoclonales neutralizantes anti-SARS-CoV-2.



Estos anticuerpos pueden ir dirigidos contra la proteina S de SARS-CoV-2, y se espera que sea una
estrategia terapéutica prometedora [33]. En relacion con otras posibles dianas que no han constituido el
objeto de estudio de este trabajo, es de destacar el uso de farmacos como remdisivir y favipiravir. Estos
farmacos se basan en la inhibicion de la ARN polimerasa, por lo que se produce un bloqueo de la
replicacion viral [1]. No obstante, actualmente no se ha encontrado ningtin farmaco que exhiba una gran
especificidad y eficacia frente a esta diana, por lo que es fundamental realizar una investigacién en
profundidad que permita la identificacion y caracterizacion de nuevas dianas terapéuticas y el desarrollo
de sus correspondientes inhibidores de cara a conseguir un tratamiento mas efectivo contra la infeccién
[16].
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