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Antecedentes

Los miembros de la familia Coronaviridae son responsables de un amplio espectro
de enfermedades en animales y humanos. Hasta el afio 2003 atraian poco interés,
pero esto cambio draméticamente con el zoonoético SARS-CoV (coronavirus del
sindrome respiratorio agudo severo) y la aparicion una década mas tarde del
MERS-CoV (coronavirus del sindrome respiratorio de Oriente Medio) !, los cuales
han sido confirmados como causas importantes de enfermedades respiratorias
graves y de provocar dos epidemias que acumularon cerca de 10.000 casos. En el
caso del SARS-CoV, la epidemia duré siete meses, se detectd en 29 paises,
ocasiond mas de 8.000 casos y tuvo una tasa de mortalidad del 10%. Por otro lado,
el MERS-CoV sigue transmitiéndose en pequefios brotes desde el 2012 y ha sido
detectado en 27 paises, reportandose cerca de 2.500 casos, con una mortalidad del
37% 23. Actualmente se ha reportado un nuevo coronavirus, el SARS-CoV-2
causante del brote de la enfermedad de Coronavirus 2019 (COVID-19), que mas
tarde fue anunciado como pandemia de COVID-19 por la Organizacion Mundial de
la Salud (OMS). Esta pandemia todavia se esta extendiendo rapidamente en todo el
mundo en mas de 213 paises con 1.918.138 casos confirmados y 123.126 muertes,
al 10 de abril de 2020 4.

Diversidad de coronavirus

Los coronavirus son miembros de la subfamilia Coronavirinae en la familia
Coronaviridae y el orden Nidovirales (Comité Internacional de Taxonomia de virus).
Esta subfamilia consta de cuatro géneros: Alphacoronavirus, Betacoronavirus,
Gammacoronavirus y Deltacoronavirus . El SARS-CoV, MERS-CoV y SARS-CoV-2
pertenecen a los Betacoronavirus, que son causantes de epidemias e infecciones
respiratorias graves. Los Betacoronavirus a su vez se dividen en cuatro linajes (es
decir, A — D). El linaje B, que incluye SARS-CoV y el nuevo SARSCoV-2, mientras
gue linaje C, incluye el MERS-CoV °.

Estructura general de los coronavirus:

El genoma esta formado por un ARN monocatenario de sentido positivo, su tamafio
oscila de 26 a 32 kb, siendo el mayor ARN viral conocido. La capside viral esta
formada por cuatro proteinas estructurales principales: la glucoproteina de la
superficie de la espiga (S), la proteina de envoltura pequefa (E), la proteina de la
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membrana (M) y la proteina de la nucleocapside (N) & 7. La estructura del CoV se
muestra en la figura 1.
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Figura 1: Particula viral

Etapas de la replicacién viral (Figura 2):

1- Unién de glucoproteina de la superficie de la espiga (S) viral al receptor
de la célula huésped
La glucoproteina de la superficie de la espiga (S) se une a su receptor celular, para
el SARS-CoV y SARS-CoV-2 es la enzima convertidora de angiotensina (ACE 2) y
la dipeptidil peptidasa 4 (DPP4) para el MERS-CoV & °.

2- Fusion del virus a la membrana y liberacion del ARN viral en el
citoplasma
Este proceso ocurre ya sea directamente con la membrana de la célula huésped o
con la membrana del endosoma °.

3- Transduccion
Transduccién de ORF la y ORF lab para producir dos poliproteinas grandes (ppla
y pplab) %10,

4- Proteolisis
pplay pplab son escindidas por las proteasas codificadas por ORF1a para producir
16 proteinas no estructurales (nsps) que forman el complejo ARN replicasa-
transcriptasa. Este complejo se localiza en las membranas intracelulares
modificadas que se derivan del reticulo endoplasmico rugoso (RE) en la regién
perinuclear, e impulsa la produccion de ARN de sentido negativo (ARN (-)) a través
de la replicacion y la transcripcion 2 1011,

5- Replicacion
Durante la replicacion, se producen copias de ARN de longitud completa (-) del

genoma y se usan como plantillas para genomas de ARN de longitud completa (+) *
12

6- Transcripcion
Durante la transcripcion, se produce un subconjunto de 7 a 9 ARN subgenémicos,
incluidos los que codifican todas las proteinas estructurales, a través de la



transcripcion discontinua. En este proceso, los ARN (-) subgendémicos se sintetizan
combinando longitudes variables del extremo 3 'del genoma con la secuencia lider 5'
necesaria para la traduccion. Estos ARN subgendmicos (-) se transcriben en ARNm
subgendmicos (+). Aunque los diferentes ARNm subgendmicos pueden contener
varios ORF, solo se traduce el primer ORF (el mas cercano al extremo 5 ') %1213,

7- Transduccién del primer ORF
Aunque los diferentes ARNm subgendmicos pueden contener varios ORF, solo se
traduce el primer ORF (el mas cercano al extremo 5 ') dando como resultado las
proteinas estructurales resultantes se ensamblan en la nucleocéapside ° %3,

8- Ensamblaje
Las proteinas estructurales resultantes se ensamblan en la nucleocapside y las
particulas virales brotan en el compartimento intermedio ER-Golgi (ERGIC) ® 1.

9- Liberacion
Las vesiculas que contienen viriones se fusionan posteriormente con la membrana
plasmatica para liberar el virus naciente de la célula infectada °.
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Figura 2. Etapas de la replicacion viral |
La patogenia de SARS-CoV, MERS-CoV y SARS-CoV2

Los cursos clinicos de SARS y MERS son notablemente similares, aunque hay
diferencias sutiles 1°. Sin embargo el andlisis netico del SARS-CoV-2 revel6 que



esta estrechamente relacionado con estos dos coronavirus en donde con el SARS-
CoV comparte ~ 79% de similitud y del sindrome respiratorio Medio Oriente ~ 50%
de similitud 1. La transmisién de persona a persona ocurre principalmente a través
de la transmision nosocomial. El predominio de la transmisién nosocomial se debe
probablemente al hecho de que la eliminacién sustancial del virus ocurre solo
después del inicio de los sintomas 17 18, cuando la mayoria de los pacientes ya
estan buscando atencién médica *°.

El SARS-CoV y el MERS-CoV tienen un periodo de incubacién de ~5 dias, y el 95%
de los pacientes desarrollan la enfermedad dentro de los 13 dias posteriores a la
exposicion 18 20. 21 A diferencia del COVID-19 que se le ha establecido un periodo
de incubacion de unos 3 dias (intervalo 0-24 dias) y los pacientes pueden pasar la
enfermedad de forma asintomatica ?2. Los sintomas tempranos comunes son fiebre,
escalofrios, tos, malestar general, mialgia y dolor de cabeza, y los menos comunes
incluyen diarrea, vomitos y nauseas % 2% 23 24 25 | as comorbilidades tienen un
papel importante para estos virus. Varios factores de riesgo estan asociados con un
mal resultado de la enfermedad, especialmente la edad avanzada y el sexo
masculino 19 20 2L 26, 27 parag el MERS y el COVID-19 los factores de riesgo
adicionales para un mal prondéstico incluyen diabetes mellitus, hipertensién, cancer,
enfermedad renal y pulmonar y coinfecciones 20 21,26, 27,

Debido a la escasez actual de datos sobre infecciones humanas con COVID-19, la
patogénesis de este virus es poco conocida; sin embargo, mecanismos similares
pueden ser la base de la patogénesis de este como lo son el MERS y SARS.

La unién de la proteina espiga (S) a ACE2 y la posterior regulacion negativa de este
receptor contribuyen a la lesibn pulmonar durante el SARS. Aunque parece
contradictorio que la regulacién negativa del receptor aumentaria la patologia, se ha
demostrado que ACE2 puede proteger contra la lesion pulmonar aguda. La
regulacion a la baja de ACE2 resulta en la produccion excesiva de angiotensina Il
por la enzima ACE relacionada, y se ha sugerido que la estimulacion del receptor de
angiotensina Il tipo 1la (AGTR1A) aumenta la permeabilidad vascular pulmonar, lo
gue podria explicar el aumento de la patologia pulmonar cuando la expresion de
ACE2 disminuye 22,

Respuestainmune

La respuesta inmune innata se activa mediante la deteccion de patrones
moleculares asociados a patdgenos virales (PAMP), como el ARN bicatenario
(dsRNA) o el ARNm sin tapa. Esto ocurre a través de receptores de reconocimiento
de patrones de huésped (PRR), como la proteina del gen | inducible por acido
retinoico (RIG-I) y la proteina 5 asociada a la diferenciacion del melanoma (MDADS),
potencialmente a través de socios de unién a dsRNA como dependiente de dsRNA
inducible por IFN activador de proteina quinasa A (PRKRA). Después de la
deteccion mediada por PRR de un PAMP, la interaccion resultante de los PRR con



la proteina de sefalizacion antiviral mitocondrial (MAVS) activa el factor nuclear kB
(NF-kB) a través de una cascada de sefializacién que involucra varias quinasas. El
NF-kB activado se transloca al nucleo, donde induce la transcripcion de citocinas
proinflamatorias. Las quinasas también fosforilan (P) factor 3 regulador de IFN
(IRF3) e IRF7, que forman homodimeros y heterodimeros y entran en el nlcleo para
iniciar la transcripcion de interferones de tipo | (IFN de tipo I). La union de los IFN de
tipo | a su receptor dimérico, el receptor IFNa / B (IFNAR), activa el transductor de
sefal Janus quinasa (JAK) y el activador de la ruta de sefializacion de transcripcion
(STAT), en la que las quinasas JAK1 y TYK2 fosforilan STAT1 y STATZ2, que forman
complejos con IRF9. Estos complejos se mueven hacia el nucleo para iniciar la
transcripcion de genes estimulados por IFN (ISG) bajo el control de promotores que
contienen un elemento de respuesta estimulada por IFN (ISRE). Colectivamente, la
expresion de citocinas, IFN e ISG establece una respuesta inmune innata antiviral
que limita la replicacion viral en células infectadas y vecinas 2% 20,

Evasion de la respuesta inmune

El coronavirus del sindrome respiratorio agudo severo (SARS-CoV) y el coronavirus
del sindrome respiratorio del Medio Oriente (MERS-CoV) han desarrollado
mecanismos para interferir con estas vias de sefializacion. Estas estrategias de
subversion involucran tanto proteinas estructurales (membrana (M) y nucleocapside
(N) como proteinas no estructurales (nspl, nsp3b, nsp4a, nspdb, nsp5, nsp6 y
proteasa tipo papaina (PLpro). Nuevamente, se ha demostrado que las proteinas
virales inhiben estas vias de sefializacion del huésped para evadir esta respuesta
inmune. IkBa, NF-kB inhibidor-a °.

Inmunopatologia

La respuesta inmune es esencial para la resolucion de una infeccién, pero también
puede provocar inmunopatogénesis. Una indicacion de que la inmunopatogénesis
puede contribuir al SRAS fue la observacion de que las cargas virales disminuyeron
mientras que la gravedad de la enfermedad aumenté '°31, No esta claro si una
tendencia similar se aplica a MERS 32 33, Ademas, la progresion al sindrome de
dificultad respiratoria aguda (SDRA) se asocia con la regulacion positiva de las
citocinas y quimiocinas proinflamatorias, particularmente interleucina-1p (IL-1B), IL-
8, IL-6, ligando de quimiocina CXC 10 (CXCL10) y CC-quimiocina ligando 2 (CCL2)
3435 se han detectado niveles plasmaticos aumentados de estas moléculas en
pacientes con SARS 36 37 38 39 | os estudios longitudinales retrospectivos en
pacientes que se recuperaron del SARS versus aquellos que sucumbieron a la
enfermedad han mostrado una expresion temprana de interferén-a (IFNa), IFNy,
CXCL10, CCL2 y proteinas codificadas por genes estimulados por IFN (ISG) en
todos los pacientes, pero solo los pacientes que sobrevivieron tenian perfiles de
expresion génica que son indicativos del desarrollo de una respuesta inmune
adaptativa. Por el contrario, los pacientes que sucumbieron mantuvieron altos
niveles de proteinas codificadas por CXCL10, CCL2 e ISG, mientras que los



anticuerpos especificos de espiga estaban presentes en niveles bajos o estaban
ausentes 49, lo que sugiere que la enfermedad grave esta relacionada con la falta de
un cambio de un sistema inmune innato respuesta a una respuesta inmune
adaptativa.

La participacion de la respuesta inmune del huésped en la patogénesis del SARS, y
muy probablemente también la del COVID-19, sugiere que los medicamentos que
inhiben la replicacion viral deberan combinarse con tratamientos que controlen las
respuestas inmunes perjudiciales.

Investigaciones clinicas

No hay evidencia actual de ensayos clinicos para recomendar un tratamiento
especifico para pacientes con infeccion sospechada o confirmada de COVID-19, lo
mas importante es asegurar un tratamiento de soporte precoz, administrar
antimicrobianos para tratar los posibles agentes etioldgicos del sindrome de distrés
respiratorio agudo, no administrar corticoides de forma rutinaria y adaptar el
tratamiento a las condiciones de cada persona y sus comorbilidades *.

Aunque muchos medicamentos tienen actividad in vitro contra diferentes
coronavirus, actualmente no hay evidencia clinica que respalde la eficacia y
seguridad de ninguno contra cualquier coronavirus en humanos, incluido el SARS-
CoV-2 42,

Se estan publicando los ensayos realizados al inicio de la epidemia en Wuhan. El
tratamiento con lopinavir-ritonavir no se asocié con una mejoria clinica ni con una
disminucién de la mortalidad a los 28 dias. A pesar de estos resultados nada
alentadores, se necesitan mas estudios sobre este tratamiento 3.

También se estan evaluando otros medicamentos como la cloroquina, el arbidol, el
remdesivir, tocilizumab, interferén y el favipiravir, en algunos casos con resultados
prometedores aunque todavia con estudios iniciales y no controlados 4.

Hasta la fecha hay muchos ensayos clinicos de COVID-19 registrados en todo el
mundo y los numeros estan aumentando a diario. La Sociedad Cubana de
Farmacologia en su seccidén de clinica quisiera recordar algunos puntos clave al
realizar investigaciones clinicas sobre medicamentos:

- Cuidado al interpretar los datos in vitro al uso in vivo. Los ejemplos son
relacionados a la cloroquina e hidroxicloroquina, ivermectina (las concentraciones
utilizadas en muchos estudios in vitro no son compatibles con la dosificacion en
humanos) y en algunos casos los datos del metabolismo / excrecion no se
consideran adecuadamente. Los datos in vitro pueden decir de una eficacia antiviral
de la hidroxicloroquina pero no siempre reflejan la eficacia clinica como ya fue
demostrado en el caso del ARN del virus chikungunya.



- No quiera acelerar resultados y mantenga el disefio adecuado a cada estudio, sea
cual sea la emergencia. Se necesitan ensayos clinicos con potencia adecuada en
humanos, en particular ensayos controlados, aleatorizados, doble ciego comparado
con estandar para evitar sesgos y reconocer la importancia de un grupo de control
para evitar el sesgo del curso normal de la enfermedad. La oportunidad debe
buscarse con el uso de disefios adaptativos, en estudios grandes y con la potencia
adecuada, para eliminar los tratamientos que son claramente ineficaces y agregar
nuevos candidatos potenciales.

- Los estudios de uso racional del medicamento necesitan del conocimiento de
farmacocinética y farmacodinamia (PK / PD), interacciones, contraindicaciones,
farmacogenomica y farmacovigilancia clara. Por ejemplo, la hidroxicloroquina tiene
una vida media larga y requiere una dosis de carga.

- Los criterios de inclusion / exclusion del paciente deben estar claramente definidos
y metodolégicamente estandarizados. Los criterios diagnésticos deben tener una
definicion clara de la enfermedad y su gravedad (por ejemplo, método para COVID-
19 confirmacion: ¢RT-PCR, clinica, radiologica? ¢ Definicidn clinica o radiologica de
gravedad? ¢ 02 suplementario o requerimiento de ventilacion?). Las comorbilidades
subyacentes y los tratamientos concomitantes deben estar claramente en la lista, y
se necesita un protocolo Unico de actuacion.

- Las variables de respuestas primarias y secundarias deben estar claramente
definidas y estandarizadas, y ser clinicamente relevante para evaluar la eficacia y la
seguridad de los productos en estudio. Ejemplos de variables de respuesta
clinicamente relevantes son: mortalidad, duracion de la estancia en unidad de
cuidados intensivos / periodo de ventilacion, duracion media de la estancia
hospitalaria. La negativizacion de la carga viral no se considera resultado
clinicamente relevante.

- Garantizar una adecuada revision regulatoria y por pares, incluida la revision ética
por los comités institucionales y haber realizado el pre-registro del ensayo. Cada
estudio con el correspondiente proceso del consentimiento informado de los
pacientes, uso de herramientas de gestion de datos, monitoreo de datos,
publicacién en revistas revisadas por pares, acceso a datos primarios y difundir los
resultados en inglés.

- Los comités de ética deben ser conscientes de la urgencia de los estudios,
especialmente los observacionales que tienen riesgo minimo o nulo de revision,
pero siempre teniendo en cuenta las orientaciones necesarias y preservando la
seguridad del paciente en primer lugar.

-Se debe garantizar el acceso a los medicamentos necesarios para los distintos
grupos de intervencion.



-La futilidad de los ensayos clinicos debe evaluarse, por ejemplo, actualmente hay
muchos ensayos de hidroxicloroquina, algunas de las cuales estan mal disefiadas y
se debe tener buena informacion disponible antes de que muchos de estos puedan
finalizar y confeccionar el informe final. Esta actuacion nos parece poco ética.

- Se deben aplicar los mismos estandares de buenas practicas clinicas (siglas en
ingles GCP) a los estudios clinicos con medicamentos / drogas a base de hierbas
similar a los estudios tradicionales. El uso de un producto estandarizado es esencial
(segun farmacopea) y debe garantizarse.

Quisiéramos terminar la reflexion con los resultados actuales publicados como un
articulo original en la revista The New England Journal of Medicine titulado:
Observational Study of Hydroxychloroquine in Hospitalized Patients with Covid-19.
Ellos comienzan con el planteamiento que la hidroxicloroquina se ha administrado
ampliamente a pacientes con Covid-19 sin evidencia soélida que respalde su uso.
Evaluaron la asociacion entre el uso de hidroxicloroquina y la intubacion o
fallecimiento en un centro médico en la ciudad de Nueva York. De 1446 pacientes
consecutivos, 70 fueron excluidos del analisis por haber sido intubados/fallecidos o
dados de alta dentro de las 24 horas posteriores al ingreso hospitalario. Se comparoé
los resultados de los pacientes que recibieron hidroxicloroquina con aquellos en
pacientes que no lo hicieron, utilizando un modelo de Cox multivariable con
ponderacion de probabilidad inversa de acuerdo con el puntaje de propension. De
los 1376 pacientes analizados, con una mediana de seguimiento de 22.5 dias, 811
(58.9%) recibieron hidroxicloroquina (600 mg dos veces el primer dia, luego 400 mg
diarios durante una mediana de 5 dias); El 45,8% de los pacientes fueron tratados
dentro de las 24 horas posteriores a la presentacion en el servicio de urgencias, y el
85,9% dentro de las primeras 48 horas. Los pacientes tratados con hidroxicloroquina
estaban mas gravemente enfermos al inicio del estudio que aquellos que no
recibieron hidroxicloroquina. En el andlisis de la variable principal, no hubo
asociacion significativa entre el uso de hidroxicloroquina y la intubacién o la muerte
(razdn de riesgo, 1.04, intervalo de confianza del 95%, 0.82 a 1.32). Se demuestra
gue no hay cambios en la asociacion entre el uso de hidroxicloroquina y la
intubacién o fallecimiento. Se necesitan ensayos controlados aleatorios de
hidroxicloroquina en pacientes con Covid-19 #°.
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