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RESUMEN Current status of drug treatment against the

La reciente epidemia de enfermedad causada por el virus
Ebola ha puesto en evidencia la necesidad de desarrollar y dis-
poner de farmacos especificos para hacer frente a esta entidad.
De acuerdo con los datos virolégicos se han disefiado algunos
farmacos nuevos y se ha comprobado que otros podrian tener
eficacia frente a este virus.

Las principales lineas terapéuticas se basan en la inmu-
noterapia (suero de pacientes convalescientes y anticuerpos
monoclonales especificos), en farmacos antivirales (favipiora-
vir, BCX4430, Brincidofovir), RNAs de interferencia (TKM-Ebola)
y oligonucleotidos sin sentido (morfolino fosforodiamidato) y
otros farmacos no antivirales (clomifeno, NSC62914, FGI-103,
amilorida y la ouabaina).

Los estudios existentes son escasos y principalmente en
modelos animales y los ensayos clinicos han quedado la ma-
yoria inconclusos por la disminucion drastica del numero de
NUEVOS Casos.

A pesar de ello se ha avanzado en el conocimiento bioldgi-
co del virus Ebola y se han localizado nuevas dianas terapéuti-
cas para el futuro desarrollo de antivirales especificos.
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ABSTRACT

The recent epidemic of disease caused by the Ebola virus
has highlighted the need to develop specific drugs and have to
deal with this entity. According to virological analysis they have
been designed to give you some new drugs and are proven to
others might be effective against this virus.

The main lines of therapy are based on immunotherapy
(convalescent serum of patients and specific monoclonal an-
tibodies), antiviral drugs (favipiravir, BCX4430, brincidofovir),
interfering RNAs (TKM-Ebola) and antisense oligonucleotides
(morpholino phosphorodiamidate) and other drugs no antiviral
(clomiphene NSC62914, FGI-103, amiloride and ouabain).

Existing studies are scarce and mainly in animal models
and clinical trials have been inconclusive most by the drastic
reduction in the number of new cases.

However, progress has been made in the biological knowl-
edge of Ebola virus and have been located new therapeutic tar-
gets for the future development of specific antiviral.

Key words: Ebola virus; therapy; immunotherapy; antiviral drugs.

INTRODUCCION

La reciente epidemia de enfermedad causada por el virus
Ebola, que ha afectado a mas de 28.000 personas y ha ocasio-
nado un minimo de 11.000 fallecimientos directos, ha puesto
en evidencia la necesidad de disponer de algln tipo de arsenal
terapéutico para hacer frente a este tipo de situaciones'.

Aunqgue se habian producido anteriormente brotes de esta
misma enfermedad, nunca con la magnitud de la actual. Por ello
apenas se habia avanzado en la busqueda y analisis de posibles
farmacos o terapias alternativas frente a esta enfermedad.
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La OMS en 2014 inst6 a las industrias farmacéuticas y a
la propia comunidad internacional a incrementar los recursos
destinados a obtener y evaluar tratamientos eficaces frente al
virus Ebola2®. En base a datos y estudios previos se han ido me-
jorando algunos farmacos y se han disefiado algunos de ellos
especificamente para este virus. Asi mismo, se ha comprobado
que algunos antivirales eficaces frente a otros virus, podrian ser
de cierta utilidad en esta enfermedad.

En estos momentos el abanico de opciones terapéuticas es
amplio aunque con pocos estudios en primates o seres huma-
nos. Sin embargo, debe conocerse la situacion actual del tra-
tamiento farmacologico frente a la enfermedad causada por
el Ebola, ya que la epidemia todavia no ha finalizado y puede
resurgir en cualquier otro pais.

INMUNOTERAPIA

Suero de pacientes convalecientes. La utilizacion de
sueroterapia se ha utilizado durante muchos afos para el trata-
miento empirico de ciertas enfermedades infecciosas. Por ello,
frente al reto del Ebola, se planted la posible utilidad del suero
de los pacientes que sobrevivieran a la enfermedad y que por
lo tengo tendrian concentraciones significativas de anticuerpos
neutralizantes frente a este virus?“. Los pacientes que sobrevi-
ven al Ebola presentan niveles intensos de IgG frente a la NP
y la VP40 del virus. En un brote en Kilwit en 1995 ya se pudo
comprobar que el suero de estos pacientes producia mejoria
clinica en pacientes de mayor gravedad®.

De acuerdo con la patofisiologia del Ebola, durante los
primeros dias de la infeccion el ser humano apenas es capaz
de producir anticuerpos especificos con actividad neutralizan-
te; siendo la inmunidad celular la predominante en esta eta-
pa“t. Asi, pareceria logico ayudar al organismo humano con
los anticuerpos ya existentes en el suero de las personas que
sobrevivieran a la enfermedad. Basandose en esta hipdtesis la
propia OMS establecio un protocolo muy estricto y minucioso
de como deberia ser este tipo de tratamiento y de la recogida y
procesado de este suero?®.

Los pocos casos tratados con este tipo de sueros no son
suficientes para extraer conclusiones definitivas, ya que en ge-
neral se han asociado con otras medidas terapéuticas. Se ha
comprobado que los anticuerpos monoclonales neutralizantes
de origen humano son capaces de proteger al raton y al cobaya
de la infeccion por el virus Ebola’. Sin embargo su eficacia dis-
minuye drasticamente si se administran mas alla del 3-4 dia del
inicio de las manifestaciones clinicas®.

En estos momentos la utilizacion de este tipo de suero
estd algo controvertida debido a su propia obtencion, a pesar
de las recopilaciones masivas que se han realizado durante la
epidemia y que permanecen congeladas, no parece que apa-
rezcan nuevos pacientes para obtener nuevos sueros. Ademas
los controles biologicos v, especialmente microbioldgicos, son
esenciales sobre todo por el origen africano de estos sueros?*?.

Anticuerpos monoclonales especificos. Siguiendo el
principio de ayudar al sistema inmunoldgico del paciente en
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los primeros dias de la infeccion y ante las dudas de los sue-
ros humanos, se ha intentado solucionar el problema con la
produccion in vitro de anticuerpos monoclonales especificos
frente al virus Ebola'®!".

La infeccion natural por el virus Ebola determina la induc-
cion de anticuerpos neutralizantes dirigidos basicamente con-
tra la glicoproteina transmembrana GP, la cual es esencial en
los procesos de union al receptor celular, el proceso de fusion y
la entrada en el huésped'. Los primeros estudios se realizaron
en 2014, obteniéndose un panel de anticuerpos monoclonales
murinos con capacidad para dar reaccion cruzada, avidez y ca-
pacidad de fijacion a los principales epitopos de la GP viral''.

A partir de ellos se seleccionaron aquellos anticuerpos
de mayor afinidad y especificidad (MB-003 y Zmab); cada
uno de ellos contiene tres anticuerpos monoclonales unicos y
propios'?®. El MB-003 esta formado por tres anticuerpos mo-
noclonales quiméricos humanizados (c13C6, c6D8 y h13F6)':
mientras que el Zmab esta compuesto por otros tres anticuer-
pos del mismo tipo bioldgico (m1H3, m2G4 y m4G7)", Am-
bos preparados aportan una inmunizacion pasiva frente al virus
Ebola actuando y reaccionando directamente contra los princi-
pales epitopos del virus'*®.

El Zmab ha mostrado una eficacia del 100% en primates
no humanos cuando se administra 24 horas después de la ex-
posicion al virus y otras dos dosis adicionales a los 3 dias. Sin
embargo, si la primera dosis se administra mas alld de las 48
horas iniciales sdlo se recuperan el 50% de los animales'. Por
su parte el MB-003 también ha mostrado una buena eficacia
protectora (67%) cuando se administra durante las primeras 48
horas postexposicion'>®.

Para optimizar la combinacion de anticuerpos monoclo-
nales presentes en los dos preparados, Qiu et al.'”” estudiaron
la eficacia protectora en animales de diferentes combinacio-
nes de los anticuerpos presentes tanto en el Zmab como en
el MB-003; asi desarrollaron una combinacion nueva (Zmapp)
consistente en el monoclonal ¢13C6 del MB-003 y los mono-
clonales 2G4 y 4G7 del Zmab'"™. Su utilizacion experimental
en macacos demostrd que a pesar de la aparicion de sintomas
de la enfermedad, todos los animales sobrevivieron a la misma.

A partir de estos datos, en julio de 2014 se trataron en
USA dos pacientes con esta combinacion y ambos mostraron
un descenso significativo de la viremia; sin embargo la mejoria
no pudo atribuirse exclusivamente a este farmaco ya que reci-
bieron de forma simultanea otras terapias'.

En febrero de 2015 se inicié un ensayo clinico en Liberia
destinado a evaluar la sequridad y eficacia del Zmapp en el
tratamiento del Ebola. Sin embargo, debido a la disminucion
importante del niimero de nuevos de Ebola, el ensayo tuvo que
modificarse y detenerse al carecer de potencia estadistica®.

FARMACOS ANTIVIRALES

Favipiravir (T-705). El favipiravir (6-fluoro-3-hydroxy-
2-pyrazinecarboxamide) es un potente inhibidor de la RNA-
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polimerasa viral de amplio espectro, capaz de bloquear la re-
plicacion de un gran nimero de virus de genoma RNA (figura
1)13152122 F| farmaco se desarrollo en Japon inicialmente para
el tratamiento de la gripe?*%. Los primeros estudios demostra-
ron que este farmaco era capaz de inhibir la replicacion del
virus Ebola en los cultivos celulares®'9'6. Posteriormente Oes-
tereich et al.2* demostraron que su administracion después de
la infeccion por el virus Ebola en ratones inducia un rapido
aclaramiento sanguineo del virus (disminucion carga viral), un
descenso de los pardmetros bioquimicos que determinan la se-
veridad de la enfermedad y prevenia la letalidad en el 100% de
los animales estudiados.

En otros ensayos se comprobd que la administracion oral
de favipiravir 2 veces/dia durante 14 dias era capaz de prote-
ger al 100% de los ratones inmunodeficientes infectados por
via aérea®. Sin embargo los estudios realizados en primates no
humanos dieron resultados subdptimos; solo uno de los 6 ani-
males sobrevivio. Estan en proceso nuevos estudios sobre dosis
superiores o mayor duracion para ser aplicados en humanos®.

Los resultados de otros estudios todavia no han sido pu-
blicados pero se acepta su utilizacion como tratamiento com-
pasivo®. Aunque se han hecho célculos matematicos sobre la
posible dosis humana (2.400 mg primer dia y 1.400 mg/dia el
resto de los dias), no existe ningtn consenso sobre su utiliza-
cion, aunque algunos autores apuntan la posibilidad de que
a pesar de no existir datos definitivos, y en ausencia de otras
terapias mejores, pueda utilizarse incluso como profilaxis post-
exposicion o pre-exposicion durante el tiempo que la posible
vacuna necesite para obtener eficacia protectora®?'.
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Estructura quimica del compuesto
Favipiravir (T-705; (6-fluoro-3-hydroxy-
2-pyrazinecarboxamide).

Figura 1 ‘

BCX4430. EI BCX4430 es un nuevo andlogo de la adeno-
sina capaz de inhibir la actividad de la RNA-polimerasa viral, lo
cual comporta el bloqueo de la replicacion del mismo (figura
2]21,22.

Este compuesto ha demostrado resultados prometedores
en ratones y chimpancés infectados por el virus Ebola; de este
modo se ha comprobado que protege al 100% de los primates
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infectados por el virus Ebola y Marburg cuando se administra
48 horas después de la infeccion viral?”2%. También se han ob-
servado disminucion de la viremia y de los marcadores de seve-
ridad de la infeccion (coagulopatia, funcion hepatica) cuando
se administran a este tipo de animales?>?.

No existen datos definitivos obtenidos en seres humanos y
se desconoce la dosis o los posibles efectos adversos en el mis-
mo. La administracion oral ha mostrado bajos niveles séricos
de modo que la ruta intramuscular seria, inicialmente, la mas
aconsejable. Recientemente se ha iniciado un ensayo clinico
Fase | para evaluar la sequridad, tolerabilidad y farmacocinética
en personas sanas?.
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Figura 2 Estructura quimica del compuesto

BCX4430 (analogo de la adenosina).

Brincidofovir (CMX001). El brincidofovir es un precursor
del cidofovir (conjugado éter lipidico) y un potente inhibidor
de la DNA-polimerasa de los virus con genoma tipo DNA (fi-
gura 3)791022 Este farmaco se define como un antiviral lipidico
conjugado formado por un lipido (1-0-hexadecil-1-oxipropil)
unido covalentemente a un analogo nucleotido aciclico del ci-
dofovir. La porcion lipidica facilita e incrementa la penetracion
celular y la obtencion de elevadas concentraciones en la célula
y bajas a nivel plasmatico®?". De este modo puede adminis-
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Estructura quimica del compuesto
Brincidofovir (CMX001).

Figura 3
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trarse por via oral y es mas activo y carece de la nefrotoxicidad
del cidofovir®. El brincidofovir ha mostrado una buena eficacia
terapéutica frente a los herpesvirus, citomegalovirus y adenovi-
rus®'. Aunque se desconoce su verdadero mecanismo de accion,
es capaz de inhibir in vitro la replicacion del virus Ebola que
posee un genoma de tipo RNA'22,

Se inicio un ensayo clinico multicéntrico en Fase Il para
observar la sequridad y eficacia del brincidofovir en pacientes
con enfermedad causada por el virus Ebola, pero el descenso
dréstico en el nimero de pacientes no ha permitido concluirlo
y extraer datos definitivos®2®,

RNAs DE INTERFERENCIA Y OLIGONUCLEOTIDOS
SIN SENTIDO

Los pequenos RNAs interferidores (siRNAs) acttan produ-
ciendo la rotura de los RNAs mensajeros virales que transportan
la informacion a los ribosomas, determinando un bloqueo en la
sintesis proteica viral*?2. Uno de los mas ensayados ha sido el
TKM-Ebola, que ha demostrado su capacidad para prevenir la
infeccion viral en animales infectados por el virus Ebola’®!%3¢,
EI TKM-100802 es una combinacion de tres siRNAs que se unen
a la RNA-polimerasa RNA-dependiente tipo L, a la VP24 y a
la VP35 viral***. Estas moléculas estdn disefiadas en forma de
particulas estables acido nucleico-lipidicas (SNALPs).

El TKM-Ebola se administro por via intramuscular a los 30
minutos de recibir la dosis infectiva viral. En los animales que
recibieron este farmaco durante los dias 1, 3 y 5 se obtuvo un
66% de proteccion®. Debido que los pocos estudios en huma-
nos se realizaron en pacientes tratados simultdneamente con
otras terapias no se ha podido extraer una conclusion definitiva
sobre su verdadera eficacia clinica®*?®.

En 20714 se inicio un ensayo Fase | para evaluar la seguri-
dad y farmacocinética en voluntarios. El ensayo tuvo que de-
tenerse debido a la aparicion en casi todos los voluntarios de
manifestaciones inflamatorias mediadas por citoquinas®. Se
comprobo que los siRNAs estimulaban el sistema inmune inna-
to dando lugar una elevacion del factor de necrosis tumoral, IL-
6, interferon-alfa y complemento. La FDA revis¢ el protocolo y
establecio el inicio de uno nuevo con dosis inferiores al anterior.

A principios de 2015 se puso en marcha otro ensayo Fase ||
en Guinea, cuyos datos preliminares demostraron que el TKM-
Ebola no mostraba ningtin beneficio terapéutico en la enferme-
dad causada por el virus Ebola®.

A pesar de ello estan en estudio y desarrollo otros farma-
cos basados en los siRNAs, como los oligomeros antisentido
morfolino fosforodiamidato (figura 4). Estos agentes incluyen
los farmacos designados como AVls (antiviral-interfering), que
estan formados por multiples oligémeros con residuos pipera-
cina positivamente cargados situados a lo largo del esqueleto
oligomérico™*. El desarrollo de estos farmacos se basa en la
inestabilidad /n vivo de los oligonucleotidos no modificados, ya
que rapidamente son hidrolizados por las RNAsas y penetran
escasamente en las células™.

Para tratar al virus Ebola se han disefiado oligomeros ba-
sados en las secuencias genéticas de la VP24, VP30, GP, VP40,
VP35 y NP; de todos ellos los que mostraron una mayor efica-
cia protectora en animales de experimentacion fueron el VP35
(AVI-7539) y el VP24 (AVI-7537), constituyendo ambos el far-
maco designado como AVI-60023940,

Se han iniciado dos ensayos clinicos con estos compuestos
en Fase | para analizar la seguridad y farmacocinética, obte-
niéndose resultados esperanzadores'>#,
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Figura 4 Estructura quimica de los compuestos
morfolino fosforodiamidato (basados en

los siRNA).

OTROS FARMACOS

La busqueda de nuevas moléculas con posible eficacia
frente al virus Ebola ha permitido conocer que algunos farma-
cos ya utilizados para otras entidades podrian presentar alguna
eficacia antiviral’.

De este modo se ha podido demostrar que algunos com-
puestos modificadores de los receptores estrogénicos como el
clomifeno o toremifeno (figura 5) son unos inhibidores poten-
tes de la entrada del virus Ebola en la célula diana*'. La acti-
vidad antiviral de estos compuestos no se debe a su actividad
antagonista con los receptores de estrogenos sino en inducir
un fenotipo Niemann-Pick C-like, bloqueando la entrada viral
en las estructuras endosomicas celulares*. La administracion
de clomifeno y toremifeno (60 mg/Kg/dia) ha mostrado una
supervivencia del 90 y 50% en células infectadas por el virus
Ebola, compradas con el 100% de mortalidad de las células no
tratadas***.

El compuesto NSC 62914 (figura 5) que posee actividad
in vitro e in vivo frente a los virus del Ebola y Marburg en-
tre otros, se encontrd en el cribado de otras estructuras. Este
compuesto es un antioxidante que atrapa especies reactivas de
oxigeno, modulando asi el estrés oxidativo. Sin embargo, dado
que cuando se estudiaron otros compuestos antioxidantes no
se observo ningun efecto antiviral, se cree que su accion anti-
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tar las células. Este farmaco

ha mostrado ser un potente

inhibidor dosis-dependiente

de la sintesis proteica del

OH CH3 virus Ebola®. Los resultados

CHy  son solo in vitro pero abre la

puerta a una nueva linea de

investigacion en farmacos
antivirales®*.

CH En otros estudios se ha
3 descrito que otros inhibi-
dores de la bomba de Na/K,

como la ouabaina, son ca-

paces de bloquear la replica-

cion celular del virus Ebola a

NSC 62914

Figura 5 t
frente al virus Ebola.

viral debe implicar la modulacion de multiples dianas o vias de
sefalizacion*.

Los agentes FGI-103, FGI.104 y FGI-106 (quino[8,7-h]
quinoline-1,7diamine,N,N’-bis[3-(dimethylamino)propyl]-3,9-
dimethyl- tetrahydrochlorid e) (Figura 6) son un conjunto de
compuestos de amplio espectro que poseen capacidad para in-
hibir la replicacion viral de varios virus, incluyendo el virus del
Ebola®. En el modelo murino, Aman et al.* han demostrado que
el FGI-106 aporta proteccion profildctica frente a este virus;
otros estudios también han aportado datos prometedores aun-
que no concluyentes y todos en animales®®.

La amilorida vy sus derivados (intercambiadores de Na/K)
se utilizan como potentes diuréticos para tratar la hiperten-

Figura 6 Estructuras quimicas de los compuestos

quimicos FGI-103, FGI-104 y FGI-106.

sion arterial y la insuficiencia cardiaca. Ademas de actuar so-
bre la bomba de Na/K, también interacttan con el intercambio
de otros iones como NA/Ca o Na/Mg®. La amilorida es capaz
in vitro de inhibir la entrada de los virus que utilizan la ruta

Otros compuestos quimicos que han mostrado alguna eficacia in vitro

concentraciones no toxicas.
Se precisan mas estudios
para su confirmacion y eva-
luacion en humanos®®.

En resumen se sigue la busqueda de nuevos farmacos con
actividad especifica frente al virus Ebola, sin embargo los estu-
dios solo pueden realizarse en cultivos celulares y en modelos
experimentales. Debera tenerse en cuenta la evolucion y las po-
sibles mutaciones adaptativas del virus Ebola para actualizar los
farmacos dirigidos contra su genoma. El descenso del nimero de
casos no esta permitiendo realizar ensayos clinicos controlados
que demuestren la seguridad, reactogenicidad y eficacia clinica
de estos nuevos antivirales.
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