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Abstract: The pandemic status of COVID-19 was recorded by the World Health Organization (WHO) on
March 11, 2020. Since then, more than 10 million cases have been confirmed worldwide, with more than
500,000 reported deaths. Throughout this period, efforts by the global scientific community have focused
on understanding the disease process and searching on preventive (e.g. vaccines) or therapeutic (e.g. drugs)
alternatives of treatment for COVID-19. The present review portrays the historical aspects associated with
the discovery of SARS-CoV-2, the etiological agent of COVID-19, describes the pathophysiological aspects
of the disease, the viral replication process and discusses the main molecular targets subject to therapeutic
intervention, aiming the design, discovery and development of new drugs to treat COVID-19.
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Resumo

O status pandémico da COVID-19 foi reconhecido pela Organizagao Mundial da Saude (OMS) em 11 de
marg¢o de 2020. Desde entdo mais de 20 milhdes de casos foram confirmados no mundo, com mais de
900 mil mortes reportadas. Ao longo deste periodo a comunidade cientifica mundial tem debrugado
esforcos em entender o desenvolvimento da doenca e buscar alternativas de tratamento preventivo (p.
ex., vacinas) ou terapéutico (p. ex., fdirmacos) para a COVID-19. A presente revisdo retrata os aspectos
historicos associados a descoberta do SARS-CoV-2, agente etioldgico da COVID-19, pontua o processo
fisiopatoldgico da doenca, as etapas de replicacdo viral e discute os alvos moleculares passiveis de
intervencdo terapéutica, visando o desenho, descoberta e desenvolvimento de farmacos para o
tratamento da COVID-19.
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1. Introdugéo Wuhan, provincia de Hubei, na China.! Trata-se de
uma doenca respiratéria decorrente da infeccdo
causada pelo novo coronavirus, posteriormente

A atual pandemia de COVID-19 (do inglés batizado de SARS-CoV-2.20s coronavirus (CoV) s3o

— Coronavirus Disease-19) teve seus primeiros RNA virus pertencentes a familia Coronaviridae,

casos relatados em dezembro de 2019, em formados por RNA de fita simples positiva,
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contendo um nucleocapsideo e proteinas spike
ou espiculas — que conferem aparéncia de coroa
solar (Corona em latim). Desde meados dos anos
1960, a capacidade de CoV promover infeccdes
respiratdrias em seres humanos e em animais
é conhecida, constituindo a segunda principal
causa de resfriado comum, perdendo apenas para
infeccbGes por rinovirus. Até final do século XX,
raramente estiveram associados a doencas mais
graves. Os CoV sdo virus da ordem Nidovirales,
classificados em quatro géneros: alfa, beta,
gama e delta. Os coronavirus do género beta sdo
responsdveis pela maior gravidade e letalidade
das infeccées promovida por CoV nas ultimas
duas décadas.>*No inicio dos anos 2000 surgiram,
na China, os primeiros relatos relacionando os
CoV com sindromes respiratérias graves em
humanos, a exemplo da Sindrome Respiratdria
Aguda Grave, que ficou conhecida pela sigla SARS
(do inglés: Severe Acute Respiratory Syndrome).
Entre 2002 e 2003 foram reportados mais de 8 mil
casos da doenca e 774 mortes concentradas na
Asia oriental e ocidental, assim como relatos de
ébitos na Africa do Sul, América Central e Europa.*

Dez anos depois, em abril de 2012, uma nova
epidemia de SARS foi reportada, inicialmente na
Arabia Saudita e posteriormente em outros paises
do Oriente Médio, na Europa e na Africa, como
consequéncia da infecgdo por outro CoV - distinto
do causador da SARS-CoV em 2002. Como todos
os casos da doenca identificados fora da Peninsula
Arabica tinham histérico de viagem ou contato
recente com viajantes procedentes de paises do
Oriente Médio, a doenca passou a ser designada
como Sindrome Respiratéria do Oriente Médio e
difundida mundialmente através da sigla MERS
(do inglés: Middle East Respiratory Syndrome),
sendo o novo virus nomeado de MERS-CoV (i.e.,
Coronavirus associado a MERS).

Segundo a Organiza¢do Mundial da Saude
(OMS), o MERS-CoV foi responsavel por 2.494
casos confirmados de MERS e 858 dbitos,
revelando altissima letalidade (em torno de 35%).°
Embora muito se especule sobre a origem do
SARS-CoV e MERS-CoV a hipdtese mais aceita é a
origem zoondtica, isto €, transmissdao de origem
animal (doméstico ou silvestre) para humanos.
Particularmente, através de morcegos como
hospedeiros primarios, sendo a infeccdo humana
mediada por hospedeiros intermediarios, tais
como o civeta (Paguma larvata) para SARS-CoV e
camelos dromedarios para MERS-CoV.5*
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Dezessete anos apds o surgimento do SARS-
CoV e sete anos apos a identificacgdo do MERS-
CoV, um novo coronavirus foi descoberto.
Inicialmente nomeado de 2019-nCoV, o virus foi
posteriormente batizado pelo nome SARS-CoV-2,
agente etioldgico da COVID-19, constituindo o
sétimo tipo de coronavirus conhecido por infectar
humanos (HCoVS). Semelhantemente ao SARS-CoV
e ao MERS-CoV, o SARS-CoV-2 pode causar doenca
respiratéria aguda grave em humanos.?> Enquanto
os outros HCoVS (i.e., HKU1, NL63, OC43 e 229E)
sdo responsaveis por resfriados em todo o mundo,
com raros casos de pneumonia e bronquiolite
observadosem pacientesimunocomprometidos.®°

Por se tratar de uma doenca inédita, promovida
por um virus totalmente novo, especulagbes e
guestionamentos sobre a origem do SARS-COV-2
tém sido recorrentes. Estudos apontam que é
improvavel que o novo coronavirus (i.e., SARS-
CoV-2) tenha sido produzido em laboratodrios,
prevalecendo a hipdtese zoondtica. A analise do
genoma do SARS-CoV-2 revelou cerca de 96% de
similaridade com CoV-RaTG13, isolado de morcego
Rhinolophus affinis — livremente comercializado
no mercado de Wuhan, onde os primeiros casos
foram relatados. Apesar dessa alta similaridade,
somente um dos seis residuos de aminoacidos
do dominio de ligagdo ao receptor (RBD, do
inglés Receptor Biding Domain) — essenciais para
ligacdo do virus a proteina humana ECA-2 — sdo
compartilhados entre eles. Fato que leva a teoria
de existéncia de um hospedeiro intermediario.
Além da ligacdo de alta afinidade a proteina
humana ECA-2, outra caracteristica particular do
SARS-CoV-2 é a presenca de subunidade rica em
residuos de arginina (RRAR), localizada entre a
juncdodeS1eS2 (também conhecido comositiode
clivagem pela furina), que potencializa o potencial
infectivo do virus por acdo de proteases da célula
hospedeira. Subunidade que esta ausente nos
coronavirus encontrados em morcegos. Segundo
pesquisadores, o virus precursor do SARS-CoV-2
poderia ter adquirido o sitio polibasico (RRAR)
apds mutacgdes e transferéncia zoondtica.!*™23 H3
evidéncias de que os pangolins — mamiferos da
ordem Pholidota que vivem em zonas tropicais da
Asia e da Africa— comercializados ilegalmente em
mercados Chineses, seriam reservatdrios naturais
de coronavirus e do préprio SARS-CoV-2.4

O status pandémico da COVID-19 foi
reconhecido pela Organizacgdo Mundial da
Saude (OMS) em 11 de margo de 2020.'* Dados
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epidemioldgicos sugerem que cerca de 80% dos
infectados pela COVID-19 se recuperardao sem a
necessidade de tratamento especial, enquanto
20% podem desenvolver a forma grave da doenga.
O progndstico mais desfavoravel esta associado a
pacientes com comorbidades prévias, a exemplo
de obesos, imunossuprimidos, cardiopatas,
nefropatas, pneumopatas e idosos. Neste
cenario, o impacto da COVID-19 no Brasil pode ser
particularmente desastroso, haja vista que no pais
mais da metade da populagdo (55,7%) tem excesso
de peso, 12,5 milhGes sdo diabéticos (segundo
dados da Federacao Internacional de Diabetes
para 2017) e mais de 50 milhGes apresentam
algum tipo de doenca cardiovascular.1*18

Segundo a OMS a taxa de mortalidade da
COVID-19 é de 3,4%, podendo variar de acordo
com as caracteristicas de cada pais. Ja a letalidade
entre os pacientes que necessitam de internagao
hospitalar varia entre 11 e 15%. Estes niUmeros estdo
diretamente relacionados com as complicacdes
graves, de natureza sistémica, decorrentes da
infeccdo pelo SARS-CoV-2. Recentemente, a
COVID-19foidefinida como umadoencainflamatdria
sistémica desencadeada por infec¢do viral.?®

Desde os primeiros pacientes infectados por
SARS-CoV-2 reportados em dezembro de 2019
(em Wuhan na China) até 11 de setembro de
2020, 28.316.230 (vinte e oito milhdes trezentos
e dezesseis mil e duzentos e trinta) casos de
COVID-19 foram diagnosticados em todo mundo,
com relatos de 912.212 (novecentos e doze mil
duzentos e doze) mortes. Quadro que revela as
proporcGes épicas da doencga, de crise sanitaria
Unica e impacto socioeconémico incontestavel.
Para contribuir na solugao deste enorme problema
de saude publica, a comunidade cientifica
mundial tem trabalhado na busca de vacinas e de
tratamentos farmacoldgicos para a COVID-19.2°

Embora muitos avangos tenham sido relatados,
a COVID-19 segue sem tratamentos especificos e
eficazes. Neste cenario, apresenterevisdaoseinsere
com o objetivo principal de revisar o processo de
infeccdo viral e os alvos terapéuticos potenciais
para o desenho, descoberta e desenvolvimento
de novos farmacos anti-COVID-19.

2. Processo de Infec¢ao Viral

Em contraste com os outros parasitas, os virus
sdo estruturas obrigatoriamente intracelulares e
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possuem como principal caracteristica areplicacdo
viral dependente de uma célula metabolicamente
ativa, para originar novas particulas virais. Por
conta desse importante processo replicativo e
pelo tropismo viral, traduzido nas diferentes
proteinas residentes no envelope viral, os virus
conseguem infectar todas as formas de vida,
incluindo, outros virus. A diversidade populacional
e sua constante evolucdo, é explicada pela alta
capacidade de ocorréncia de fendmenos de
mutacdes, recombinacbes e reagrupamentos
genéticos somado a outros fatores.

Virus constituidos geneticamente de RNA
tendem a evoluir mais rapidamente do que os
constituidos de DNA, caracteristica explicada
pelo maior indice de erros durante a replicacdo
via RNA polimerase ou transcriptase reversa, o
gue origina acumulo de mudancas evolutivas via
mutacBes génicas. Além dos fatores genéticos,
as diferentes formas e afinidades de interacbes
virus-receptor do hospedeiro sdo fatores
determinantes para concluir a capacidade de
um determinado virus em estabelecer ou nao
um quadro fisiopatolégico, além de regular a
capacidade de existir mecanismo transmissor
entre hospedeiros de espécies distintas, como é
o caso do SARS-CoV, MERS-CoV e SARS-CoV-2.%t

A partir de amostras clinicas de pacientes
chineses infectados por SARS-CoV-2 seu genoma
viral foi elucidado. Ele consiste em uma fita
simples de RNA polaridade positiva, com
aproximadamente 29,9 kb composto por um
numero entre 6 - 11 quadros de leituras abertos
(ORF do inglés open reading frame), que sdo as
regibes génicas precursoras de proteinas ndo
estruturais (nsp), estruturais (sp), e acessoérias.??

As estratégias de replicagdo de um
B-coronavirus, como é o caso do SARS-CoV-2, sdo
especificas e complexas pelo fato de novos RNA
gendmicos e subgenOGmicos serem sintetizados
a partir de um mesmo molde. O processo se
resume na transcricdo e traducgao inicial do RNA
genOmico em uma poliproteina precursora, que
é processada em proteinas ndo estruturais.
Posteriormente, o RNA gendmico é utilizado
como molde por uma replicase viral dependente
de RNA (RpRd ou nsp 12) para a transcricdo
completa de uma fita simples RNA negativa que
servira como molde para transcricio de RNA
mensageiros subgenémicos, que serdo utilizados
para codificacdo de proteinas estruturais virais
e transcricdo de novos RNA gendmicos para
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formacgdo de novos virions.?! Através da analise
de homologia genética entre os quatro géneros
de coronavirus relata-se que SARS-CoV-2
possui 96,2% de homologia com CoV-RaTG13,
encontrado em morcegos, e 79,5% com o SARS-
CoV.2 Entre as regides divergentes no genoma
de SARS-CoV e SARS-CoV-2 destacam-se as
substituicées de nucleotideos encontradas no
gene responsavel pela codificagdo do dominio
de ligacdo ao receptor (RBD do inglés Receptor
Biding Domain) da glicoproteina S (ou proteina
spike) e modificagdes nos genes responsaveis
pela inducdo inflamatéria e codificacdo de
proteinas estruturais que inibem a expressdo de
interferons (orf3a e orf8).%

Estudos relatam que o genoma do SARS-CoV-2
apresenta uma sequéncia de doze nucleotideos
fundamentais para as caracteristicas Unicas
frente a seus antepassados. Sugere-se que esses
doze nucleotideos carregam a chave genética
principal para explicagdo dos mecanismos
de adesdao e penetracdo viral, onde o
dominio $1/S2 da glicoproteina S apresenta uma
regido de reconhecimento pela proteina furina
do hospedeiro (denominada PRRARSV), com um
sitio de clivagem por esta protease. Portanto,
diferentemente de outros coronavirus, o SARS-
CoV-2 possui habilidades de infec¢do viral Unicas
e complexas.®

2.1. Adesao, penetragao e desnudamento viral

O ciclo replicativo do SARS-CoV-2 (Figura 1)
inicia-se com a interacdo da glicoproteina S —
responsavel pela caracteristica conformacional
em coroa da familia Coronaviridae (como citado
anteriormente), que esta localizada no envelope
viral — com o receptor celular ECA-2 (do inglés
angiotensin-converting  enzyme 2, ACE2),
localizado na superficie da célula alvo. O receptor
ECA-2 consiste em uma enzima do sistema renina-
angiotensina-aldosterona (RAS) que possui dois
dominios ativos.

A ligacdo entre a glicoproteina S e a ECA-
2 é responsavel pelo tropismo do virus pela
célula hospedeira, propiciando a etapa de
adesdo do virus a célula.?*®As glicoproteinas
S sdo passiveis de variagdes conformacionais,
expondo ou escondendo seus dominios de
ligacdo com o receptor (RBD) e assim permitindo
sua interacdo com a ECA-2.% Estruturalmente,
a glicoproteina S divide-se em quatro
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diferentes regiGes: dominio transmembranar;
curto dominio citoplasmatico; subunidades
S1  (equivalente ao dominio N-terminal) -
responsavel pela ligacdo ao receptor celular
ECA-2 — e a subunidade S2 (equivalente ao
dominio C-terminal) — envolvida no mecanismo
de penetracdo viral. A subunidade S1 possui
RBD com até 200 residuos de aminoacidos
com dois subdominios diferentes: um interno
(ntcleo) e um externo. O subdominio externo
(contendo o RBD) possui dois loops expostos
em sua superficie, o que permite a interacdo
com receptor ECA-2 e sua ativacdo proteolitica
por proteases virais. A furina e TMPRSS2 (i.e,
serina-serina protease transmembranar) sdo as
proteases envolvidas na via de fusdao membranar.
Em contrapartida, as catepsinas lisossomais sao as
proteases envolvidas no processo de ativacao da
glicoproteina S na via de penetracdo endossomal
dependente de receptor, que também conta com
a prévia ativacdo pela furina para interacdo com a
ECA-2 (Figura 1).%

O processo de entrada do SARS-CoV-2 é
altamente regulado. Estudos apontam que a
interacdo da glicoproteina S ao receptor ECA-
2 é uma etapa primordial, porém ndo garante
a penetracdao viral de forma independente. A
glicoproteina S precisa ser ativada por clivagem
proteolitica entre as subunidades S1/S2, catalisada
especialmente pela furina, para que ocorra
mudanca conformacional em sua subunidade
S2, e permita a interagdo do dominio RBD com o
receptor ECA-2 e consequente penetragao viral na
célula hospedeira. -

O passo critico em qualquer infecgdo viral
envolve a penetracdo das particulas virais no
citosol. Para isso, a maioria dos virus utiliza
do trafico de membrana endocitica da célula
hospedeira. Enquanto as vias endociticas
candnicas em células mamiferas envolvem
brotacdo de vesiculas revestidas de clatrina, com
consequente formacdo de endossoma primario
- endossoma secundario > e lisossomo, as
vias ndo-canonica sdo mediadas por cavéola e o
caveossomo formado é enderecado diretamente
para o reticulo endoplasmatico e aparato de Golgi.
Os virus tém sido relacionados com a utilizacdo
de todos os tipos citados. Detalhes mecanisticos
dessas vias podem variar consideravelmente entre
os tipos de células e a diversidade de endocitose
no epitélio das vias aéreas ndo é totalmente
elucidada.
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A compreensdo da entrada do virus no trato
respiratdrio pela via endocitica pode, portanto,
oferecer uma estratégia terapéutica promissora
para tratar infec¢des virais. No que diz respeito aos
coronavirus, as evidéncias atuais sugerem que o
modo de entrada pode variar entre os virus e tipos
de células hospedeiras, e pode incluir endocitose
dependente de clatrina ou cavéola e mecanismo
independentes envolvendo balsas lipidicas.3! A
endocitose mediada por clatrina é iniciada pelo
recrutamento de complexos adaptinas (AP-2)
para locais saturados e sensiveis a protease na
membrana plasmadtica e regulada pela quinase
associada ao adaptador AP2 , isto é, pela AAK1
(do inglés Adaptor-associated protein kinase 1).
Os complexos AP-2 interagem diretamente nos
dominios citoplasmaticos ricos em residuos de
tirosinadosreceptoresparaafetarsuaconcentragao
em pogos revestidos e coordenar a montagem
de clatrina. A montagem da clatrina em uma
rede é, por sua vez, pensada para conduzir a
invaginacdo da membrana e facilitar a formacgao
da vesicula. Apés a montagem do revestimento,
a fenda revestida se contrai e se solta da
membrana plasmatica para formar uma vesicula
revestida por clatrina. Este ciclo é concluido pela
clivagem das proteinas do revestimento facilitada
pela acdo de ATPase e Hsc70, que liberam os
componentes do revestimento para mais uma

glicoprotemna S por protease

4. Replicacio e Biossintese Viral
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5. Montagem de novos virions
e Exocitose

Novos virions sdo formados e
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SARS-CoV-2 sdo liberados por

exocitose.

SUngquulCOS protemafs virais nao
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RNAs genomico para montagem de

pas de infecgdo viral pelo SARS-CoV-2

rodada de endocitose mediada por clatrina.®
Tanto o SARS-CoV quanto o SARS-CoV-2 parecem
exigir endocitose, enquanto o SARS-CoV pode ser
endocitado por mais de uma via, dependendo
da linhagem celular. No entanto, had pouco
conhecimento sobre os detalhes envolvidos no
modo de entrada (i.e., penetracdo) do virus nas
células do pulmado humano. Por conseguinte, é
imprescindivel considerar o trafico endocitico
de SARS-CoV-2 no contexto do tipo de célula
hospedeira.

Evidéncias preliminares sugerem que a
infeccdo por SARS-CoV-2 pode comecar no trato
respiratdrio superior, por exemplo, no epitélio
nasal. Para estabelecer quais vias endociticas
provavelmente operardo em células epiteliais
nasais e pneumdocitos é necessdrio observar
o perfil de expressao local para as principais
proteinas endociticas. Enquanto as células
epiteliais nasais expressam abundantemente uma
grande variedade de marcadores endociticos,
sugerindo a presenca de multiplas vias ativas,
os pneumdcitos apresentam um padrdao de
expressdao mais restrito, com algumas proteinas-
chave associadas a endocitose encontradas em
baixas concentracdes ou mesmo ausentes. E
importante ressaltar que GTPase, que participa
da endocitose através de vesiculas revestidas
de clatrina e cavéola, é abundante em epitélio
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nasal, mas indetectdvel em pneumdcitos. Em
contraste, existem niveis de expressdo médio a
alto de proteinas envolvidas na macropinocitose,
como a proteina de ligacdo terminal C (CtBP) 1 e
2 e Pakl. Portanto, alguns autores sugerem que
a macropinocitose pode ser uma importante via
endocitica em pneumacitos.!

Uma vez internalizado dentro do
endossomo, SARS-CoV-2 possui duas formas de
desencadear a infeccdo: 1) através da clivagem
da glicoproteina S por proteases do endossomo
tardio — ativando-a e acarretando na fusao
da particula viral a membrana da vesicula e
consequente liberacdo de seus componentes
internos no citosol, etapa conhecida como
desnudamento — 2) ou através da total
degradacdo de suas proteinas estruturais
pelo endolisossomo, que através da intensa
acidificacdo endossomal, propicia a ativacao de
catepsinas lisossomais com acdo proteolitica,
possibilitando a liberacdo do RNA no citosol. 3

Ap0ds as etapas de adesdo e penetragdo (esta
ultima dependente de processos de fusdo ou
endocitose) ocorre a etapa de desnudamento,
naqualhaaliberacdo do material genético (RNA)
do virus no citoplasma da célula hospedeira. O
virus carrega consigo importantes proteinas
virais necessarias para sua sobrevivéncia
inicial na célula alvo, iniciando o processo de
replicacdo viral.

O nucleocapsideo contém proteases virais do
tipo papaina (nsp3 - PLPro), proteases do tipo
guimotripsina (3CLPro), também conhecidas como
proteases principais (do inglés: main proteases,
MPro), proteases nsp7 e nsp8. Além das proteinas
participantes da replicacdo viral, nsp12 (RNA
polimerase dependente de RNA), nsp13 (helicase),
nsp9 (RNA replicase), entre outras.?®*

2.2. Sintese de poliproteinas virais

Inicialmente, o genoma viral codifica
duas poliproteinas virais precursoras
(ORFl1a e ORFlab). ** A diferenca entre as duas
poliproteinas ORFs codificadas se origina pelo
posicionamento ribossomal varidvel durante a
traducdo proteica. A ORFla é traduzida a partir
do posicionamento ribossomal no cédon AUG
inicial, enquanto ORFlab é traduzida através de
um evento de deslocamento de quadro (do inglés
frameshift).?° As poliproteinas ORFla e ORFlab,
denominadas ppla e pplab sdo clivadas em 16
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proteinas ndo estruturais (nsp1 a nsp16) por acdo
catalitica de proteases virais tais como: 3CLpro
ou Mpro e proteases do tipo papaina (PL1pro —
PL2pro) (Figura 1).3+36

As proteinas ndo estruturais formadas (nsp)
participam da replicagdo viral nas etapas de
formacdo do complexo replicagao-transcricao
(RTC), na montagem de novos virions e no
suporte a RNA polimerase RpRd (nsp 12) para
iniciar a transcricdo de uma fita simples de RNA
negativo, a partir do RNA gen6mico viral.¥’ O
complexo replicagdo-transcricdo (RTC, do inglés
replicase-transcriptase  complex)  organiza-se
em vesiculas de membrana dupla (DMVs do
inglés double membrane vesicles) originadas
pela reorganizacao complexa das membranas do
reticulo endoplasmatico.3"3#

A expressdo de proteinas estruturais e
proteinas acessorias pode ser explicada pelo
resultado da inser¢do das proteinas nsp3 e nsp5
na porcao 3’- proximal dos dominios de genoma
da transcricdo presente nos RNAs subgenémicos.>®

2.3. Replicagdo gendmica e montagem de
novos virions

A formacdo de fitas simples de RNA negativo
concentra uma importante etapa no ciclo
replicativo, pois o mesmo trata-se do molde para
a transcricdo de RNAm subgendmicos necessarios
para codificacio de proteinas acessérias e
estruturais, além de ser o ponto de partida para
transcricdo de novos RNAs gendmicos positivos
destinados a montagem de novos virions.® O
processo de montagem dos novos virions ndo é
completamente elucidado. Estudos sugerem que
tanto o SARS-CoV quanto o SARS-CoV-2 induzem
0 mesmo tipo de alteragdes nas estruturas
membranares das células, assim como todos os
virus do género coronavirus.*

O brotamento do nucleocapsideo que ocorrera
dentro do complexo de Golgi é o que torna
possivel a formacdo dos novos virions (Figura 1).
O citoplasma das células infectadas contém um
conjunto de proteinas denominadas Nidovirales
replicases, que fazem o papel de ancora para as
DMVs com a membrana plasmdatica. As DMVs se
fundirdo com as vesiculas empacotadas (VPs do
inglés vesicle packets), as quais podem conter até 25
outras vesiculas dentro de si, onde se transformam
em vacuolos citoplasmaticos contendo as DMVs, as
VPs e as novas particulas virais.>®
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2.4. Exocitose de novos virions

Devido semelhangas estruturais entre o
SARS-CoV e SARS-CoV-2, especula-se que o
entendimento para a exocitose (Figura 1) seja
igualmente equivalente, como mencionado
por Shereen et al.?*O mecanismo de exocitose
de novos virions formados a partir do SARS-
CoV-2 ainda nao foi elucidado. Sugere-se que
ocorra em um compartimento citoplasmatico.
Através de técnica de imunofluorescéncia foram
observados tracos de proteinas ndo estruturais
(nsp) acumulados na estrutura denominada de
ERGIC (do inglés endoplasmic reticulum-Golgi
intermediate compartment).**

3. Fisiopatologia da Doenga

As manifestacgdes clinicas da COVID-19 incluem
febre, dispneia, tosse seca, diarreia, mialgia
e fadiga; além da diminuicdo da contagem de
leucdcitos e linfdcitos (leucopenia e linfopenia,
respectivamente), podendo evoluir para casos
mais graves da doenc¢a, como pneumonia viral e
sindrome respiratdria aguda severa (SARS).>3

Fatores relacionados a comorbidade do
individuo infectado sdo importantes para a
incidénciadecasosgravesdaCOVID-19.CondicGes
cronicas, como diabetes, pneumopatias,
hipertensdo, doencas cardiovasculares e renais
comprometem a eficicia da resposta imune
inata e adaptativa do paciente, resultando em
maior dificuldade no combate a infec¢do viral
pelo sistema imunolégico.*?4

A partir de estudos que sugerem mecanismos
fisiopatoldgicos similares entre o SARS-CoV e
MERS-CoV, tém sido propostos os mecanismos de
infeccdo pelo SARS-CoV-2. Apds adesdo mediada
pela interagdo entre a glicoproteina S e o receptor
ECA-2, ocorre a penetra¢do da particula viral na
célula hospedeira, seguida de desnudamento
e rapida replicagdo viral, desencadeando
modificacbes no epitélio vascular e alveolar,
através de intensa apoptose e/ou piroptose de
células infectadas (Tabela 1). Dessa forma, a
apoptose e os danos no epitélio vascular e alveolar
contribuem para o extravasamento de contetudos
celulares, incluindo proteinas virais presentes
no interior das células-alvo e extravasamento
de leucécitos do plasma sanguineo para o
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interior da matriz pulmonar. Por conseguinte,
o sistema imune inato é altamente estimulado
através de moléculas associadas a patdgenos
padroes (PAMPs) e de células apresentadoras
de antigenos virais (APC), desencadeando uma
resposta imunoldgica primdria com a secrec¢do de
importantes citocinas pré-inflamatdrias.*?

Estudos publicados sobre as caracteristicas
clinicas da COVID-19 relatam que 82,1% dos
pacientes foram acometidos de linfopenia
periférica, e 33,7% de leucopenia periférica.
Dados possivelmente relacionados a provavel
infiltracdo de células imunes na matriz pulmonar
por modificagcBes na permeabilidade vascular e/
ou apoptose/piroptose dessas células.*

Estudos demonstram a presenca de altas
concentragdes no soro de pacientes em estagio
grave da COVID-19 de citocinas e mediadores
pré-inflamatérios,  principalmente  dimero-D
(marcador de degradacdo de fibrina, indicativo
de dano tecidual), IL-6, proteina sérica-C, IL-
1B, IL-1Ra, IL-7, IL-8, IL-9, IL-10, FGF bdsico,
GCSF, GMCSF, IFNy, 1P10, MCP1, MIP1A, MIP1B,
PDGF, TNF-a e VEGFR. A macica liberacdao de
mediadores inflamatdrios esta relacionada a
intensa estimulacdo de mondcitos/macrofagos e
de diferentes subgrupos de células T.#24>4¢

O ciclo infectivo do SARS-CoV-2, baseado em
estudos ja realizados com SARS-CoV, evidencia
diversos pontos que propiciam a evasdo do virus
ao sistema imune do individuo. Por exemplo, o
transporte intercelular de novos virions com o
auxilio de proteinas virais, sem que o virus seja
reconhecido por anticorpos neutralizantes é
uma estratégia que dificulta o efeito benéfico da
ativacdo da resposta inflamatdria no organismo
e consequente depuracao viral, particularmente
afetada em pacientes com comorbidades.”

Portanto, a resposta inflamatdria desencadeada
pela infec¢ao pelo SARS-CoV-2 estimula a producao
excessiva de citocinas inflamatérias ou proé-
inflamatdrias, recebendo o nome de “tempestade
de citocinas” (do inglés cytokine storm). A liberagdo
de tais mediadores é responsavel pelo intenso
dano tecidual e celular, pela inflamag¢do pulmonar
e sistémica; levando a quadros de pneumonia
viral letal, sepse viral e sindrome respiratéria
aguda severa (Tabela 1). Além de contribuir para
incidéncia de provaveis complicacGes hepaticas,
cardiovasculares e neurais.**

Um fator agravante da doenca é a exaustdo
leucocitaria, com subtipos de linfocitos CD4* e
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Tabela 1. Sumario dos possiveis mecanismos inflamatérios desencadeados pela infeccdo pelo SARS-
CoV-2. Propostas baseados em estudos realizados com SARS-CoV. Adaptado de Fu e colaboradores

(2020)%

Possiveis mecanismos inflamatoérios relacionados a COVID- 19

Apoptose / Piroptose celular

/ Citocinas e quimiocinas pré-inflamatdrias;

 Leucopenia e Linfopenia;
> Dano alveolar tecidual;

Desregulagdo e intensa desagregacdo de ECA-2

1 Aumento da permeabilidade vascular;

/ Disfungdo Sistema Renina-Angiotensina-Aldosterona

Ativacgdo do Sistema Complemento

/N Polarizag¢do e acimulo de macréfagos/mondcitos;

 Produgdo de MCP1- e IL-8;

Captagdo celular do complexo virus-anticorpo via FcR

A Danos Celulares;
 Lesdo pulmonar aguda.

CD8" efetuando funcdo citotdxica, devido a alta
liberagdo de IL-6, que culmina no aumento da
proliferagdo celular e intensa liberagdo de IL-8,
que promove o recrutamento de novas células.
Por conseguinte, enorme quantidade de células
sdo atraidas para o foco infeccioso e proliferam
diante do estimulo de citocinas liberadas a partir
da infeccdo viral. Desta forma, iniciam a producao
de GM-CSF+IFN-y que irdo contribuir com a
diferenciacdo de células da imunidade inata e
aumentar a liberacdo de IL-6 e a atividade de
linfocitos T.%°

Outro processo relevante sugerido como
consequéncia da infeccdo por SARS-CoV-2 é a
desregulacdo do sistema renina-angiotensina.
A ECA-2, usada como receptor para ligacdo do
virus a célula hospedeira, estd envolvida com
a biossintese de angiotensinas vasodilatadoras
(Ang1-7), auxiliando no controle da homeostasia
da fungdo vascular em tecidos como coracdo,
pulmdo, cérebro e rins.® Sua internalizacdo
decorrente da ligacdo com a glicoproteina S
resulta em desregulacdo do sistema-renina-
angiotensina, contribuindo para a inflamacdo e
para complicacGes circulatérias e vasculares da
COVID-19.%

Além disso, estudos apontam que a liberagao
de anticorpos neutralizantes, pela resposta imune
adaptativa na fase aguda da doenca, pode ndo ser
suficiente para neutralizacdo antiviral completa.
Contudo, o complexo anti-S-lgG-virus formado
pode ser internalizado mediante interacdo e
ativacdo dos receptores Fc (FcR), presentes na
membrana de linfocitos B, células dendriticas
foliculares, células natural Killer, macréfagos,
neutréfilos, eosindfilos, basdfilos, plaquetas
e mastdcitos. Essa captacdo, disponibiliza a

particula viral no meio intracelular aumentando
a proliferacdo viral, a producdo de citocinas
pro-inflamatdérias via ativacdo do sistema
complemento, e consequentemente, intensifica
os danos celulares e lesdes pulmonares.*®

3.1. Aspectos respiratorios

Lesdes pulmonares graves induzidas pela
COVID-19 podem estar relacionadas a resposta
imunolégica humoral por anticorpos anti-
glicoproteinaSnospulmdese pelaaltaconcentracao
de quimiocinas MCP-1 e IL-8.52 A liberagdo destes
mediadores, que terdo respostas dependentes da
célula-alvo e da concentragdo plasmatica, propicia
a continuidade do ciclo vicioso, com quimiotaxia de
células e consequente ativacdo e liberacdo de mais
mediadores inflamatorios.

Portanto, resultando em resposta citotoxica
descontrolada na tentativa de impedir a
infeccdo pelo virus, com graves danos celulares
e teciduais. A exemplo da perda macica de
células pulmonares, através de lise celular, com
concomitante extravasamento do conteludo
intracelular, tornando os espacos alveolares
tomadas de exsudato proteico, com formacdo de
edema pulmonar e de tecido fibrético, resultando
na diminuicdo da capacidade bronquiolar de
realizar trocas gasosas, observada clinicamente
pela diminuicdo da saturacdo de oxigénio e
dispneia (i.e., falta de ar) (Figura 2).53

3.2. Aspectos cardiovasculares

A enzima conversora de angiotensina (ECA-2) é
uma glicoproteina integral de membrana expressa
na maioria dos tecidos, embora em elevado nivel
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Figura 2. Esquematizacdo dos aspectos fisiopatoldgicos gerais da COVID-19. Adaptado de IMAI e
colaboradores (2005)%

nos pulmdes, coracdo, rins e endotélio vascular.
Ela faz parte do sistema renina-angiotensina (RAS)
e é responsavel pela conversao da angiotensina ll
(Ang Il) em angiotensinas 1-7 (Ang 1-7).

Estudos sugerem a importancia vital da
ECA-2 na regulacdo dos niveis locais de Ang Il
(vasoconstritora) e Ang 1-7 (vasodilatadoras, anti-
inflamatdrias e antioxidantes), contribuindo para
a homeostasia cardiaca e vascular.>! A ligacdo da
glicoproteina S viral ao receptor ECA-2 resulta
na diminuicdo de sua expressdo, pois a interacdo
desencadeia sinalizagdo intracelular que culmina
na endocitose do receptor (internaliza¢do),
ocorrendo, ainda, a diminuicdo da producdo
de ECA-2 a niveis genbmicos, resultando na
perda da funcdo catabdlica da enzima.**** Por
conseguinte, o equilibrio fisioldgico do RAS ¢é
afetado, desencadeando perda de sensibilidade
de barorreceptores, responsdveis pelo controle
fino da frequéncia cardiaca e pressao arterial;
aumento da vasoconstricdo, promovendo
incremento da resisténcia vascular periférica
e consequente aumento da pressdo arterial
sistémica (PAS); retencdo de sddio, que favorece
a retencdo hidrica, com subsequente aumento
do volume sanguineo e da PAS. Em conjunto

estas alteragbes resultam em quadros de
hipertensdo e arritmias, agregando-se ao maior
estresse oxidativo e injuria inflamatdria do tecido
cardiovascular.>® Biomarcadores como troponinas
(responsaveis pela contracdo do musculo
cardiaco), trombinas (responsaveis pela formagao
de codgulos) e peptideo natriurético cerebral
(marcador de resposta ao estresse do miocardio
devido a altos estiramentos e sobrecarga cardiaca)
sdo encontrados em niveis elevados em pacientes
graves de COVID-19 (Figura 2).%¢

Em linhas gerais sdo propostos dois
mecanismos de danos vasculares promovidos
pela infeccdo pelo SARS-CoV-2. O primeiro, dito
direto, é consequéncia da resposta imunitaria
citotéxica em decorréncia da infecgdo viral. O
segundo, denominado mecanismo indireto, se
estabelece pela perda de controle barométrico,
aumento da pressdo vascular e inflamacdo dos
vasos sanguineos. As alteragdes cardiovasculares,
mediadas pelo desequilibrio do RAS e pela
natureza da resposta citotdxica e inflamatdria da
infeccdo pelo SARS-CoV-2, ja comentadas, sdao
responsaveis pela hipertensao sistémica, arritmias
cardiacas, formacdo de trombos e aumento de
sindromes coronarianas agudas.>®
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3.3. Aspectos neurais

Embora menos estudado, acreditava-se na
possibilidade de infeccdo neural por SARS-CoV-2.
A hipotese prevalente prever que a partir da
infeccdo nasal, o virus invada células da mucosa,
e posteriormente, neurdnios olfativos, além
de neurbnios do sistema nervoso entérico,
responsaveis pelo peristaltismo intestinal.’’
Sintomas clinicos como a falta de paladar
(disgeusia) e de olfato (anosmia) sdo reportados
por pacientes com COVID-19 e sdo tidos como
sinal de infeccdo das células nervosas pelo
virus.®® Os sintomas neurais mais frequentes
sdao dor de cabega, tontura e mialgia, podendo
esta ou ndo associados a quadros de isquemia,
sangramento e convulsdes causados pelas
complicagGes cardiovasculares e respiratdrias, as
guais contribuem para a modificacdo da barreira
hematoencefdlica, menor disponibilidade de
oxigénio e consequente aumento da pressdo
sanguinea. Outros sintomas como meningite,
encefalite, neurite éptica sdo relatados, mas os
processos fisiopatoldgicos que os desencadeiam
ndo sdo totalmente elucidados (Figura 2).°

3.4. Aspectos renais

De acordo com a literatura, a homeostase
liquida do organismo é mantida pelo sistema
cardiovascular e renal, que tem uma comunicagdo
intima para o controle do volume do liquido
extracelular (LEC). Como ja mencionado nainfecgdo
por SARS-CoV-2, danos cardiovasculares relevantes
e o desbalan¢o de angiotensinas sdo dois fatores
gue juntos acarretam em uma sobrecarga renal, na
tentativa de diminuir a pressao periférica. Porém,
pelos efeitos da angiotensina Il esse mecanismo
compensatério serd inibido e havera retengdao de
sddio e dgua agravando os efeitos cardiovasculares
e aumentando a demanda de filtra¢gdo glomerular
renal. Ademais, os efeitos teciduais da angiotensina
I sobre os rins causara sérios processos
inflamatdrios que comprometerdo o processo de
filtragdo uma vez que a permeabilidade celular
estard alterada (Figura 2).%° Varios modelos de
nefropatia mostraram que ECA-2 esta relacionada
com redugdo de danos nos glomérulos e tubulos
renais, bem como redu¢do da fibrose via
degradacdo de angiotensina Il. A lesdo renal aguda
(LRA) é pouco frequente no contexto de infecgdo
leve a moderada por SARS-CoV-2 (5%). Evidéncias
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recentes mostram que LRA é mais comum em
pacientes em estado critico e trata-se de uma das
complicagdes extrapulmonar mais comum, assim
como a lesdo cardiaca e disfun¢do hepatica. Devido
a sobrecarga e os elevados niveis de substancias
toxicas acumuladas no organismo, é necessaria
a implementacdo de hemodidlises para evitar
cronificagdo das complicagcbes que levardo ao
Obito. Isso sugere que anormalidades renais sdo
mais comuns do que o esperado e estao associadas
com maior mortalidade, mesmo quando estao
presentes como manifestacdes subclinicas. 6452

4. Potenciais Alvos Terapéuticos

Dadas as caracteristicas fisiopatoldgicas da
infeccdo pelo SARS-CoV-2, as estratégias para
o tratamento da COVID-19 podem agrupar-
se em opg¢des sintomdticas — que controlem
majoritariamente a resposta inflamatdria
exacerbada, prevenindo os danos teciduais —
e opg¢des antivirais — pautadas na agao sobre
alvos moleculares chave no processo de infeccao
e replicacdo viral. Com base no processo de
infeccdo viral, discutido anteriormente, proteinas/
enzimas envolvidas em etapas essenciais dos
processos de adesdo, penetracao, desnudamento,
biossintese e liberagdo viral sdo alvos moleculares
potenciais para a intervencdo terapéutica e
obtencdo de novos farmacos antivirais para o
tratamento da COVID-19. Estes alvos podem ser
proteinas/enzimas virais ou da célula hospedeira;
registrando-se a maior toxicidade seletiva das
abordagens que elejam alvos ausentes ou que
nao participem de processos chave na fisiologia
da célula humana.

4.1. Serina-serina protease transmembranar
(TMPRSS-2)

4.1.1. Fungdo bioldgica

A serina-serina protease transmembranar
(TMPRSS-2) é uma proteina de membrana
do tipo Il de passagem Unica contendo 492
aminodacidos e 70 kDa. E expressa na superficie
da célula, regulando interacGes célula-célula e
matriz-célula, tanto em tecidos saudaveis quanto
doentes. A TMPRSS2 possui dominios intra- e
extracelulares, podendo funcionar como receptor
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para ligantes especificos que mediam sinais entre
0 meio extracelular e interior da célula. O RNAm
de TMPRSS2 humano é expresso em muitos
tecidos, incluindo préstata, mama, ducto biliar,
rim, célon, intestino delgado, pancreas, ovario,
glandula salivar, estbmago e pulmdo. Nestes
tecidos, a proteina TMPRSS2 e o RNAm sdo
encontrados principalmente nas células epiteliais.
E considerada uma serina protease regulada por
andrégenos e pode ser encontrada localmente na
préstata e superexpressa no epitélio neoplasico
prostatico.®* A TMPRSS2 é composta por um
dominio transmembranar do tipo Il, um dominio
de lipoproteina de baixa densidade, um dominio
rico em cisteina, um dominio protease e um
dominio citoplasmatico.

Embora seu papel fisioldgico ndo tenha sido
completamente elucidado, trabalhos associam a
TMPRSS2 a processos de digestdo, remodelamento
de tecidos, coagulacdo sanguinea, fertilidade,
respostas inflamatdrias, invasdo de células
tumorais e apoptose.®

4.1.2. Contribuicdo fisiopatoldgicana COVID-19

A TMPRSS2 é majoritariamente expressa em
tecido epitelial do trato respiratdrio superior,
brénquios e pulmdes. Sua funcdo fisioldgica ndo é
totalmente elucidada, mas trabalhos indicam seu
envolvimento na regulacdo de sddio no epitélio
pulmonar, através de clivagem induzida por
proteasesregulada porcanaisdesédio.5***Durante
o processo de invasdo celular, a proteina spike (S)
ou glipoproteina S contara com a TMPRSS2, que
juntamente com a furina, participa da clivagem
proteolitica da glicoproteina S viral permitindo
a fusdo membranar e consequente penetragdo
do virus no citoplasma da célula hospedeira.
Conforme previamente mencionado, a proteina
S propicia a adesdo do SARS-CoV-2 a célula
hospedeira, apds sua ligacdo ao receptor ECA-
2, processo facilitado pela clivagem proteolitica
entre as subunidades S1 e S2, catalisada pela
furina. Entretanto, a entrada da particula viral
na célula hospedeira requer outra clivagem
proteolitica da proteina S, entre os sitios S1/S2
e S2’, permitindo a fusdo do virus as membranas
celulares, processo dependente da agdo catalitica
da TMPRSS2.5%¢7 Portanto, inibidores da TMPRSS2
tem o potencial de impedir a entrada do SARS-
CoV-2 na célula hospedeira via mecanismo de
blogueio da fusdo membranar.®®
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4.1.3. Dados estruturais e homologia

Ainda que a inibicdo da TMPRSS2 seja uma
opgdo terapéutica muito promissora, estruturas
cristalograficas da proteina ndo estdo disponiveis.
Desta forma, o desenho de novos farmacos
baseados em estrutura, vem sendo aplicados a
partir de modelos de homologia da TMPRSS2,
usando como proteina molde a calicreina humana
(PDB 5TJK).%® A TMPRSS2 dispde de um dominio
intracelular (residuos de 1-84), um dominio
transmembranar (residuos 84-106), um dominio
de lipoproteina de baixa densidade (LDLRA,
residuos 133-147) e dois dominios extracelulares:
0 primeiro rico em cisteina (residuos 148-242) e
o segundo de serina protease (residuos 255-489).
A triade catalitica responsavel pela atividade
do TMPRSS2 é constituida pelos residuos de
aminodcidos His 296, Asp 345 e Ser 441.7°

4.1.4. Inibidores de serina protease: camostat e
nafamostat

O mesilato de camostat (Foipam®, Figura 3)
é um inibidor sintético de serina protease, a
exemplo das catepsinas B/L. E produzido no Jap3o
pela Nichi-lko Pharmaceutical Co., Ltd., e pela Ono
Pharmaceutical. Foi previamente aprovado para o
tratamento de carcinoma oral do tipo escamoso,
epidermdlise distrofica e pancreatite. Em estudos
in vitro, visando seu reposicionamento para o
tratamento da COVID-19, foi demonstrada sua
capacidade de inibir a TMPRSS2 em linhagens
celulares pulmonares do tipo Calu-3 e de reduzir
a infec¢do causada pelo SARS-CoV-2.° OQutro
inibidor de serina protease, posteriormente
demonstrado como capaz de inibir a TMPRSS2
é o mesilato de nafamostat (Buipel®, Figura 3).
Semelhante ao camostat, foi aprovado no Japao
para o tratamento de pancreatite aguda, sendo
considerado um anticoagulante de curta
duracdo por inibir a protease triptase.”! Em um
estudo comparativo entre os dois inibidores, o
nafamostat demonstrou ser até 15 vezes mais
eficiente que o camostat em inibir a infeccao em
modelo de células pulmonares infectadas com
SARS-CoV-2. Dados que subsidiaram a selecdo do
nafamostat como um candidato promissor para
estudos clinicos contra a COVID-19.7 Registra-se
gue ambos farmacos apresentaram capacidade de
inibir a triade catalitica da TMPRSS2 ao interagir
com os residuos His 296, Asp 345 e Ser 441.3
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Figura 3. Estrutura quimica nafamostat e camostat: inibidores de TMPRSS2

4.2. Furina

4.2.1. Funcdo bioldgica

A furina é uma enzima da familia das proé-
proteina convertase do tipo subtilisina (do inglés
Proprotein Convertase Subtilisin/Kexin type, PCSK),
classificada como proteina transmembranar do
tipo 1, capaz de clivar proteoliticamente outras
proteinas humanas ativando-as, a exemplo de
hormonios do crescimento, proteinas de adesao,
proteinas plasmaticas, etc.” Trata-se deumaserino-
protease humana utilizada por virus e bactérias para
promover a clivagem e ativacdo proteolitica de mais
de 100 tipos de substratos.” Tem papel fisiologico
fundamental na embriogénese, proliferacdo
celular, migracdo e invas3o celular. E altamente
expressa em tecidos enddcrinos, pulmonares,
hepaticos e alcas intestinais, estando relacionada
ao desenvolvimento de quadros fisiopatoldgicos
como o Diabetes Mellitus, hipertensao, obesidade,
hipertrigliceridemia e hiperinsulinemia, cancer e
doencas neuroldgicas.”’®

4.2.2. Contribuicdo fisiopatoldgicana COVID-19

Atribui-se a furina fungdo relevante na clivagem
da proteina S (ou glicoproteina S) do SARS-CoV-2,
auxiliando diretamente a etapa de adesdo do
virus ao receptor de membrana sobre as células
hospedeiras e contribuindo, indiretamente, para a
entradado virus na célula (processo de penetragao).
Tal clivagem proteolitica ocorre entre os segmentos
S1 e S2 da proteina S, tornando-os funcionais.
O segmento S1 medeia a ligagdo do SARS-CoV-2
ao receptor ACE-2, enquanto, o segmento S2 é
responsavel pela fusdo com a membrana celular.”

4.2.3. Dados estruturais e homologia

O sitio de clivagem da furina (FCS, do inglés
furin cleavage site) na proteina S esta presente

apenas no SARS-CoV-2.78 A clivagem proteolitica
ocorre em um espaco entre as subunidades S1
e S2, contendo a sequéncia de reconhecimento
denominada de PRRARSV. Pontualmente,
a sequéncia “PRRA” é exclusiva para SARS-
CoV-2.” Por ndo haver dados cristalograficos
do FCS, estudos de predi¢cdao foram realizados e
sugerem que estaria localizado entre os residuos
de aminoacidos 682-685.%° Outro estudos de
homologia identificaram o sitio de clivagem da
furina (FCS) como aquele contendo residuos de
aminoacidos similares ao do estudo anterior, isto é:
Pro681, Arg682, Arg683, Ala684 e Arg685. A partir
destes estudos foi descartado o envolvimento dos
FCS em qualquer tipo de interacdo eletrostatica
com a estrutura da proteina S, o que levou a
conclusdo da incapacidade da furina de realizar
alterag0es estruturais diretamente na espicula.’!

4.2.4. Inibi¢Go da furina como alvo terapéutico

Até o momento ndo sdo conhecidos inibidores
defurina. Embora, ainibicdo desta serino-protease
possa contribuir para redugdo da infecgdo viral,
por prejudicar as etapas de adesdo e penetracdo
do SARS-CoV-2 na célula hospedeira, a toxicidade
proveniente de tal abordagem coloca em xeque
a propria estratégia.”® Entretanto, alguns autores
defendem que inibidores de furina possam ser
explorados como estratégias no tratamento da
COVID-19, desde que planejados para uso nao
sistémico.®!

4.3. Protease viral (3CLpro)

4.3.1. Fungdo bioldgica

A protease do tipo 3-quimotripsina (3CLpro)
é uma enzima viral, que exerce papel central

na mediacdo da replicagdo e transcrigdo viral,
tornando-aalvoatraenteparaodesenvolvimento
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de novos antivirais que preencham o requisito
da toxicidade seletiva.®2® A 3CLpro, também
denominada protease principal (Mpro), é uma
cisteinil protease presente em [-coronavirus
e foi previamente estudada como alvo
molecular para o desenho e descoberta de
antivirais para o tratamento da SARS e MERS.
Como consequéncia, tornou-se um dos alvos
moleculares mais estudados mundialmente
em busca de terapias farmacoldgicas para o
tratamento da COVID-19.

4.3.2. Contribuicdo Fisiopatoldgica na COVID-19

A 3ClLpro ou Mpro promove a clivagem
proteolitica em 11 sitios diferentes de
poliproteinas nao funcionais de coronavirus. A
partir de tais clivagens sdo formadas proteinas
virais funcionais, incluindo RNA-polimerase
dependente de RNA, helicase (proteina de
ligacdo a RNA de fita simples), exoribonuclease,
endoribonuclease e 2'-O-tribose-metiltransferase.
Todas consideradas essenciais nos processos de
replicacdo e infeccdo viral. Desta forma, a inibicdo
da 3ClLpro ou Mpro emerge como estratégia
promissora para intervencdo terapéutica e
obtencdo de novos antivirais contra infec¢Ges por
coronavirus.88

de Almeida, J. O. et al.

4.3.3. Dados Estruturais e Homologia

Recentemente, a 3CLPro ou Mpro teve
sua estrutura tridimensional elucidada por
estudos de difracdo de raios-X, sendo co-

cristalizada com inibidor da classe alfa-cetoamida
(Figura 4).2¢ Através de alinhamento de sequéncia
e comparacdao das estruturas cristalograficas,
se verificou que a 3CLPro de SARS-CoV (PDB ID:
1UJ1) e SARS-CoV-2 (PDB ID: 6LU7) compartilham
96% de homologia estrutural.®”-®®* O monémero
da 3ClLpro possui trés dominios: a) dominio |
(residuos 8-101); b) dominio Il (residuos 102-184),
ambos com estrutura antiparalela do barril- e;
¢) dominio Il (residuos 201-303) contendo cinco
hélices a dispostas em um aglomerado globular
amplamente antiparalelo e um loop longo
(residuos 185—200) que conecta os dominios Il e
lll. O sitio ativo do 3CLpro esta localizado em uma
fenda entre os dominios | e Il e possui uma diade
catalitica representada pelos residuos Cys145 e
His41 (Figura 4)8>%¢

4.3.4. Inibidores de 3CLpro: lopinavir/ritonavir

Kaletra® é uma associag¢ao entre dois fdrmacos
(lopinavir e ritonavir, Figura 5) da classe dos
inibidores de aspartil-proteases do virus da

ng \ 5

Figura 4. Co-cristal da 3CLPro (cédigo PDB: 6LU7) da SARS-CoV-2 com o inibidor alfa-cetamida,
demonstrando interagdes do tipo ligacGes de hidrogénio (pontilhado) com PHE140, HIS164 GLU166,
HIS163 e GLY143. Além de interacOes hidrofdbicas fracas e ligacdo covalente com CIS145 da diade catalitica
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imunodeficiéncia adquirida (HIV), comercializado
para o tratamento de pacientes adultos e criangas
portadores de sindrome de imunodeficiéncia
adquirida (SIDA ou AIDS). A protease aspartica
do HIV cliva os polipeptideos virais em proteinas
funcionais essenciais para o ciclo de vida viral.
Inibicdo da sua acdo protease produz virus
imaturos e ndo infecciosos, impedindo assim, a
infeccdo de novas células. %03

Com a descoberta do SARS-CoV-2 e a descricao
de alta identidade na sequéncia primaria da
3CLpro de SARS-CoV e SARS-CoV-2, a combinacao
ritonavir/lopinavir foi testado quanto a sua
capacidade de inibir a 3CLpro do SARS-CoV-2. % A
partir destes estudos foi demonstrado que apenas
o lopinavir inibiu a replicacdo in vitro de SARS-
CoV-2 em concentragbes inferiores a 100 uM.
Os efeitos analisados foram: efeitos citopaticos,
reducdo do virus e reducdo do RNA viral. Nestes
parametros o lopinavir apresentou valores de EC_
de 25 uM, 26,63 uM e 26,1 uM, respectivamente.
Enquanto o ritonavir apresentou EC,, >100 pM
para todos os parametros analisados.”®> Estes
dados revelaram que inibidores da 3CLpro
contribuem para a inibicdo da replicagdo viral,
tornando esta enzima um alvo atraente para o
desenvolvimento de tratamentos farmacoldgicos
para a COVID-19. No entanto, a confirmacdo do
potencial antiviral de inibidores da 3CLpro em
modelos in vivo é condicdo sine qua non para
prova de conceito e estabelecimento da eficacia
antiviral. Até o momento, estudos clinicos com
ritonavir/lopinavir ndo se mostraram promissores.
Um estudo feito em pacientes hospitalizados
com pneumonia severa recebendo ritonavir/
lopinavir (400 mg e 100 mg, respectivamente)
duas vezes por dia durante 14 dias, e um grupo
controle submetido a terapia padrdao do hospital

L
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levou a conclusdo de que nao houve melhora
clinica significativa; a mortalidade apds 28 dias
foi semelhante nos dois grupos (19,2% lopinavir/
ritonavir vs. 25,0% tratamento padrdo) e as taxas
de RNA viral detectdvel se mostrou semelhante
em varios momentos.®

Impulsionados pelos dados promissores in
vitro, outros inibidores de HIV-proteases, capazes
de inibir também a 3CLpro de coronavirus estdo
sendoestudadoscomoopcaodereposicionamento
para o tratamento da COVID-19, a exemplo do
ledipasvir e velpatasvir (Figura 6) .7

4.4. Protease viral do tipo papaina (Plpro)

A Plpro, é uma protease do tipo papaina,
que atua conjuntamente com a 3Clpro na
clivagem dos polipeptideos ppla e pplab,
codificando até 16 proteinas ndo estruturais.
As proteases do tipo papaina clivam as nspl-
3. Estudos anteriores de caracterizagcdo in
vitro das atividades enzimaticas da PLpros do
SARS-CoV e MERS-CoV indicaram que, além
do seu papel na replicagdo viral, tais proteases
também atuam suprimindo a resposta imune
inata do hospedeiro, através da reversdo da
modificacdo pds-traducional de proteinas por
ubiquitina (Ub) e produto genético estimulado
por interferon 15 (ISG15).%> 1% A ubiquitina
(Ub) é uma proteina altamente conservada
de 76 residuos de aminoacidos, que forma
um sistema com o proteassoma, chamado
ubiqutina-proteasssoma (UPS).1°* As enzimas
chamadas ubiquitina ligases, ligam a ubiquitina
a proteina alvo, e essa adigdo serve como um
marcador de destruicdo altamente especifico.
Estas proteinas ubiquitinadas sdo levadas para
o proteassoma para degradacdo. O I1SG15 é o

Ve
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Figura 5. Estruturas quimicas lopinavir e ritonavir
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Figura 6. Estruturas quimicas de inibidores de proteases: ledipasvir e velpatasvir

produto de um gene estimulado por interferons
(IFN) do tipo I, capaz de se ligar a proteinas
alvo regulando a sua fun¢do, um processo
denominado ISGelagdo.10% 103

Tanto a ubiquitina quanto o ISG15 sdo
covalentemente ligados as proteinas alvo por
meio da formacdo de uma ligacdo isopeptidica
entre o terminal C e o grupo €-amino da cadeia
lateral da lisina em uma proteina alvo. Esse
processo onde enzimas fazem a remog¢do de UB
e de ISG15 agem como forma de regulacdo da
degradacéo proteica.*®

Estudos demonstram que PLpro interfere na
via de interferon a partir do bloqueio nas vias
sinalizagao que ativam o fator de transcrigdo IRF-3
e NF-kB responsaveis por coordenar a expressao
de interferons do tipo | (IFN-B e IFN-a).1%+1% Esses
interferons induzem a ativacdo dos fatores de
transicdo STAT, resultando na expressdo de ISGs
e estabelecimento de um estado antiviral na
célula.®® Por outro lado, Frieman e colaboradores
demonstram que PLpro estabiliza o inibidor de
NF-kB, IkBa e, assim, bloqueia a ativacdo da via
de sinalizacdo de NF-kB, responsavel pela ativacao
das respostas inflamatéria.'°® Posteriormente, foi
demonstrado que a PLPro pode também bloquear
a ativacdo de NF-KB por TNFa.*”

4.4.1. Inibidores de PLpro: dissulfiram

O dissulfiram (Figura 7) é um medicamento
aprovado pela FDA em 1951 utilizado para
o tratamento do alcoolismo.®®.  Estudos
realizados propdem a acdo do dissulfiram como
inibidor da PLpro do SARS- COV e MERS-CoV.
Como previamente mencionado, as PLpro sdo
cisteinil proteases que utilizam o grupo tiol
presente na estrutura do aminodacido cisteina
como nucledfilo para atacar o grupo carbonila
da ligacdo peptidica clivavel.’® O dissulfiram
é um dissulfeto organico, que pode modificar
covalentemente os residuos de cisteina
podendo, desta forma, promover a inibicao
da atividade catalitica da PLpro.1® Outro
mecanismo de inibicdo atribuido ao dissulfiram
é sua capacidade de atuar como “ejetor de
Zn*?” 119 A PLpro possui quatro cisteinasligadas a
um ion de zinco (Figura 8). Portanto, o sequestro
do zinco por parte do dissulfiram levaria a
desestabilizacdo da proteina e a perda de sua
conformacdo bioativa e, consequentemente,
perda de funcdo. 1 Até o momento, ndo ha
dados in vitro que comprovem a diminuicdao
da replicacdo viral pelo dissulfiram e tao pouco
estudos clinicos em andamento.
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4.5. RNA-polimerase dependente-RNA (RpRd)
4.5.1. Funcdo bioldgica

ARNA polimerase dependente de RNA consiste
em uma enzima replicase, que catalisa a sintese
de uma nova molécula de RNA complementar,
utilizando como molde o RNA gendmico viral.
Sua principal funcdo é assegurar que a replicagdo

Vo

do material genético de RNA de virus ocorra de
forma eficaz.

4.5.2. Contribuigao fisiopatoldgica na COVID-19

O SARS-CoV-2 é um virus de RNA fita simples
polaridade positiva (GRUPO 1V) - de acordo
com a classificagdo de David Baltimore. Desta
forma, apds os processos de adesdo, penetracdo

dissulfiram

Figura 7. Estrutura quimica do dissulfiram

(B)

Figura 8. (A) Co-cristal da PLpro de SARS-CoV-2 (cédigo PDB: 6WUU) com o inibidor VIR250,

demonstrando ligagGes de hidrogénios (pontilhado) com os residuos ASP 164, Gly 271, TYR 268 e 264,

GLY 271 (B) Representacgdo do sitio alostérico da PLpro com os residuos de aminoacidos CIS 192, CIS
226, CIS 189 e CIS 224 coordenados com o atomo de zinco
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e desnudamento viral (Figura 1), o genoma
viral é utilizado como RNAm para codificacdo
ribossomal de poliproteinas virais, que serdo
clivadas por proteases para producdo de proteinas
nao estruturais - como descrito anteriormente.
Posteriormente, RNA subgenbémicos sao
sintetizados, para seguir a produgao de novos RNAs
genbmicos e proteinas estruturais destinadas
a montagem de novos virions. O processo de
transcricdo/replicacdo viral é mediado por um
complexo replicase, formado por subunidades
de proteinas ndo estruturais (nsp7-nspl12-nsp8),
destacando-se a RNA-polimerase dependente-RNA
(RdRp ou nsp12). Estudos sugerem que o complexo
minimo de replicacdo necessite da presenca de
nsp7-nsp8 para favorecer a processabilidade da
RdRp, tendo em vista que a mesma nao possui
elevada capacidade de polimerizacdo do RNA
individualmente.'*12 portanto, a RNA-polimerase
dependente-RNA consiste em um alvo promissor
para farmacos antivirais pelo fato de ser uma
proteina exclusivamente viral, que pode ter sua
atividade interrompida e que possui alto grau de
conservagdo estrutural em relagdo aos outros
coronavirus. Essa conservagao estrutural favorece
a possibilidade de reposicionamento de farmacos
ja descritos como inibidores de RNA-polimerases,
utilizados no tratamento terapéutico de outros
surtos virais. 2%

4.5.3. Dados estruturais e homologia

A RNA polimerase dependente de RNA,
contém um dominio RdRp “hand right” (residuos
S367-F920) composto de trés subdominios
denominados: fingers (residuos L366-A581
e K621-G679), palm (residuos T582-P620 e
T680-Q815) e thumb (residuos H816-E920);
além de um dominio de extensdo N-terminal
exclusivo de nidovirus (residuos D60-R249), que
adota uma arquitetura nidovirus RdRp associada
a nucleotidiltransferase nidovirus (NiRAN). O
dominio de polimerase e o dominio NiRAN sdo
conectados por um dominio de interface (residuos
A250-R36) inseridos no sulco fixado pelo dominio
NiRAN e pelo subdominio da pa/m no dominio
RdRp. As proteinas nsp7-nsp8 mostra uma
estrutura conservada semelhante as proteinas
nsp de SARS-CoV.

A arquitetura geral do complexo nspl2-nsp7-
nsp8 de SARS-CoV-2 é semelhante a do SARS-CoV.
No entanto, existem caracteristicas-chave que

de Almeida, J. O. et al.

distinguem os dois. A nsp12 de SARS-CoV-2 ndo
teve todos seus residuos resolvidos, pois S1-D3
e G897-D901 ndo foram observados nas técnicas
de elucidacgao utilizadas, assim como os primeiros
116 residuos de SARS-CoV. A por¢do do dominio
NiRAN (residuos 4 a 28 e 51 a 249) compreende
oito hélices com cinco fios de folhas na regido N
terminal.

Na estrutura também foram resolvidos
residuos A4-R118, que constituem um bloco
estrutural com cinco fitas B anti-paralelas e duas
a-hélices (Figura 9). Residuos N215-D218 formam
uma fita p em SARS-CoV-2, fazendo contato com a
cadeia que inclui residuos V96-A100, contribuindo
assim para a estabilizacdo de sua conformacao,
enquanto em SARS-CoV sao menos ordenados.
Como resultado, essas quatro fitas-p formam
uma arquitetura semi-barril/semi-p-barril. Com a
resolucdo de residuos N-terminais, também pode-
se identificar uma estrutura N-terminal do tipo
B-hairpin (D29 a K50), que se insere na ranhura
fixada pelo dominio NiRAN e pelo subdominio da
palm no dominio RdRp e forma um conjunto de
contatos entre folhas-§ préximas para estabilizar a
estrutura geral. Outro ponto a ser observado é que
C301-C306 e C487-C645 formam pontes dissulfeto
na auséncia de DTT (Dataset-1). Como sempre, na
presenca de DTT (Dataset-2), ions de zinco estdo
presentes no mesmo local que observado para o
SARS-CoV. O sitio ativo do dominio RdRp de SARS-
CoV-2 é formado por subunidades estruturais
conservadas em polimerase A-G nos dominios
palm e hand e configurados como em outras
RNA polimerases. A subunidade A é composta
por residuos 611-TPHLMGWDYPKCDRAM-626
contendo o cldssico residuo D618 que interage
com cations biovalentes, e subunidade C (residuos
753-FSMMILSDDAVVCFN-767) que é conservado
na maioria das polimerases virais, contendo os
residuos cataliticos 759-SDD-761 entre as duas
fitas-B. Esses residuos cataliticos também sdo
conservados na maioria das RNA polimerases
dependentes de RNA virais.®

4.5.4. Inibidores da
dependente de RNA

RNA  polimerase

Os inibidores da RNA polimerase dependente
de RNA (RdRp) consistem em um conjunto de
farmacos pertencentes a classe farmacoldgica
conhecida porandlogos de nucleosideos, que apds
fosforilagdo sdo transformados em nucleotideos
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Figura 9. Complexo da RNA polimerase dependente de RNA do SARS-CoV-2 com nsp7 e nsp8

e incorporados a sequéncia do RNA viral, como
“falsos nucleotideos”. A auséncia de hidroxila
na posicdo 3'do anel de desoxirribose impede o
alongamento da cadeia de RNA, implicando na
interrupcdo da replicacdo do material genético.*®

4.5.4.1. Favipiravir

O favipiravir (Figura 10) é um analogo da purina
o qual inibe o RdRp competitivamente. Trata-se
de um pro-farmaco que sofre multiplas etapas
de bioativagdo, por enzimas celulares, até sua
conversdo ao ribofuranosil trifosfato de favipiravir

—_— =

—

(Figura 10). Em modelos in vitro, foi demonstrada
sua atividade contra o SARS-CoV-2 com valor de IC, |
= 61,88 uM. Em ensaio clinico ndo randomizado
com apenas 80 pacientes chineses acometidos
pela COVID-19, o favipiravir demonstrou-se capaz

de reduzir a depuracdo viral do SARS-CoV-2. 114115
4.5.4.2. Remdesivir

Descoberto a partir de estudos realizados com
uma basta quimioteca de analogos nucleosidicos,
por meio de colaboragGes entre Gilead Sciences,
Centros de Controle e Preven¢do de Doengas
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favipiravir

ribofuranosil trifosfato de favipiravir

Figura 10. Estrutura quimica do favipiravir e seu metabdlito ativo ribofuranosil trifosfato de favipiravir
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(CDC) e Instituto de Pesquisa Médica do Exército
para Doengas Infecciosas (USAMRIID), dos Estados
Unidos da América, o remdesivir (Figura 11),
possui um grupo ariloxi-fosforamidato ligado ao
carbono 5’ do anel de ribose, que confere maior
permeabilidade através de membranas celulares.
Apds permeacgdo o remdesevir é substrato de dois
processos hidroliticosnomeiointracelular,levando
a formagdo do nucleosideo-monofosfatado
(denominado remdesivir monofosfato, RMP), que
rapidamente é trifosfatado por quinases celulares,
originando o trifosfato de remdesivir (RTP), que
funciona como “falso” nucleotideo de adenosina
(Figura 11). Este metabdlito ativo (RTP) é utilizado
pela RNA polimerase dependente de RNA(RdRp)
como substrato. Sua incorporacdo na cadeia
de RNA em construcdo leva a efeitos estéricos
desfavoraveis, retardando o término da cadeia
de RNA e, consequentemente, prejudicando a
replicagdo viral.'®

Desde sua descoberta o remdesivir (GS-5734)
foi estudado como antiviral contra diferentes
infecgdes promovidas por RNA-virus, a exemplo
do virus Ebola, MERS-CoV, Hepatite C e SARS-CoV.
Vdrios estudos in vitro e pré-clinicos em animais
tem demonstrado seu amplo espectro de agao
antiviral, incluindo contra infec¢Ges promovidas
por SARS'COV'2'71'95'117_119

Estes achados promissores levaram o
remdesivir a estudos clinicos com pacientes
hospitalizados com casos graves de COVID-19.
Os resultados ja divulgados indicaram melhora
clinica em 36 dos 53 pacientes (68%) tratados.?°
A despeito de promissor, o estabelecimento da
eficacia e seguranga do remdesivir em pacientes
com COVID-19 carece de estudos adicionais,
pautados em ensaios clinicos randomizados,
duplo-cego, que se encontram em andamento.

Dentre os membros da classe dos inibidores
de RdRp, o remdesivir é considerado o mais
promissor, embora ndo tenha sido previamente
comercializado como farmaco.”* Mais recente-

T
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mente, a Agéncia Europeia de Medicamentos
(EMA) autorizou o uso e a venda do antiviral
remdesivir para o tratamento de caso graves da
COVID-19 em paises da comunidade Europeia.
Além do favipiravir e remdesivir, outros farmacos
andlogos nucleosidicos tais como a ribavirina e o
galidesivir (Figura 12) inibem eficientemente a
replicagdo SARS-CoV-2 em ensaios celulares.®

4.6. Moduladores do processo de endocitose
4.6.1. Fungdo bioldgica

Os endossomas sdao compartimentos
membranosos formados a partir do processo de
endocitose, cuja principal funcdo é a formacao
dos lisossomos — organelas responsdveis
pela digestdo intracelular. Os lisossomos sdo
vesiculas delimitadas por uma membrana
celular, que recebem cargas de diversos
processos incluindo através da via endocitica.
O interior dessas vesiculas é composto por
diversas enzimas degradativas (proteases) para
todos os tipos de macromoléculas, cuja funcdo
hidrolitica é otimizada em pH dacido. A acidez
dos lisossomas é mantida pela atividade da
bomba de prdétons V-ATPase. Apds a endocitose,
cargas internalizadas entram inicialmente no
endossomo inicial, onde sdo classificadas para
seguir dois destinos: sdo recuperadas para
reciclagem na membrana plasmatica, ou sdo
entregues ao endossomo tardio para posterior
formacdo do lisossomo. Outro papel importante
dos endossomos é o enderecamento das
particulas endocitadas para locais especificos
da célula. Eles sdo relevantes ao processo de
transmissdo sindptica, uma vez que apds a
liberagdo de neurotransmissores, as vesiculas
sindpticas devem ser recuperadas envolvendo
processo endocitico rapido com formacao
de endossomos de reciclagem. Portanto, as
principais fung¢des bioldgicas da via endocitica

nucleosideo trifosfatado

Figura 11. Estrutura quimica de inibidores de RdRp: Pré-farmdaco remdesivir e seus metabdlitos ativos
remdesivir monofosfato e trifosfato
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Figura 12. Estrutura quimica galidesivir e ribavirina e seus metabdlitos ativos trifosfatados

sdo a internalizagdo de proteinas de carga com
o objetivo de recuperacdo e reciclagem. Tais
funcGes sdo conhecidas por ter papel chave na
fisiopatologia de doengas humanas importantes.
Um dos reguladores conhecidos da endocitose é
a cinase associada ao adaptador AP2 (AAK1), que
como explicado anteriormente age ativamente
na endocitose mediada por clatrina.®

4.6.2. Contribuicdo fisiopatoldgica na COVID-19

O papel da fagocitose nas infeccGes por
CoVs vem sendo estudado desde o surto de
SARS em 2002-2003. Acredita-se que os CoVs
entrem nas células hospedeiras através de
duas rotas: a via endocitica e via de fusdo
membranar. Entre elas, o caminho endocitico é
considerado particularmente importante e tem
sido extensamente estudado.*? Para iniciar sua
entrada via endocitica, os CoVs dependem da
AAK1 — uma serina-treonina cinase celular que
funciona como um regulador chave das proteinas
adaptadoras do hospedeiro associadas a clatrina,
regulando o trafego intracelular de varios virus de
RNA, haja vista seu papel central na endocitose
mediada por receptor, incluindo a ligacdo direta a
clatrina e a fosforilacdo especifica da subunidade
p2 da proteina adaptadora 2 (AP-2). A inibicdo da
AAK1 pode, por sua vez, interromper a entrada do
virus nas células e também inibir a montagem de
particulas virais.??

Quando internalizadas, independente da via,
as vesiculas tornam-se endossomos precoces que
serdo a chave para infecgdo viral. A evolugdo para
endossomo tardio e posteriormente em lisossomo
sdo essenciais para infec¢cdo. Porém, para que haja
esses processos é requerida a acidificacdo interna
do endossomo via V-ATPase — uma bomba de
prétons, dependente de ATP, altamente expressa
em diversos tecidos e encontrada principalmente
em mitocondrias. Uma vez acidificado o endossomo
ativa proteases lisossomais (a exemplo das
catepsinas L e B) que realizam clivagem proteolitica
da proteina S, permitindo que haja sua fusdo
com a membrana do endossoma, favorecendo
a etapa de desnudamento, ou seja, permitindo a
liberacdo do conteudo interno viral no citoplasma
da célula hospedeira, que serd procedida pela
etapa de replicagdo viral.3* A inibigcdo da V-ATPase
como estratégia terapéutica é invidvel, devido
aos inumeros efeitos adversos decorrentes de
tal inibicdo. Todavia, outras alternativas para
modulacdo do processo endossomal existem, a
exemplo do uso de moduladores do pH endossomal
(tais como cloroquina e hidroxicloroquina) e de
inibidores da cinase AAK1.

4.6.3. Cloroquina e analogos
A cloroquina (CQ) e hidroxicloroquina (HCQ)

sdo farmacos de natureza basica, originalmente
descobertos como antimaldricos. S3o capazes
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de permear a membrana dos endossomas e
lisossomas. No interior destas organelas sofrem
reacdo 4acido-base, que resulta na protonacgdo
da CQ e HCQ, diminuindo sua lipofilicidade e
impedindo a permeacdo para o meio extracelular
(com consequente acimulo no meio intracelular).
Como resultado dessa reagdo acido-base ocorre
o aumento do pH endossomal e bloqueio da
atividade hidrolitica de proteases, que levariam
a degradacao do endossoma e liberagao de seu
contetdo no citoplasma da célula.??* Desta forma,
o processo de penetragdo do SARS-CoV-2 na
célula hospedeira, mediado pela via endocitica,
pode ser significativamente modulado pela agdo
da CQ e HCQ.

Apds observacdo do efeito antiviral in vitro,
o reposicionamento da CQ e a HCQ (Figura 13)
para tratamento da COVID-19 foi proposto e
estes farmacos foram estudados em multiplos
ensaios clinicos com pacientes hospitalizados
com COVID-19. 312¢ Até o momento nenhum
dos estudos realizados foi capaz de demonstrar
a eficacia da CQ ou HCQ em humanos para o
tratamento da COVID-19. A toxicidade associada
a esta abordagem é ainda controversa.

4.6.4. Baracitinibe e nintedanibe

Considerando o papel da AAK1 na penetracao
do SARS-CoV-2 mediada por endocitose
dependente de clatrina, varios farmacos que
exercem seus efeitos farmacoldgicos dependentes
da inibicao de cinases foram testados quanto sua
capacidade de inibir a AAK1 e, posteriormente,
guanto seu potencial antiviral*'®'?°, Dentre eles, os
resultados mais bem sucedidos foram encontrados
para o baricitinibe e nintedanibe (Figura 14),
sendo o primeiro aquele de maior poténcia
inibitéria frente a enzima AAK1l. O baricitinibe

Iy

=

Cl N

cloroquina
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(Olumiant®), aprovado para o tratamento da
artrite reumatoide, é um inibidor de Janus (JAK)
cinase, especificamente das isoformas JAK1 e
JAK2. Acredita-se que a conjugacao de seu efeito
antiviral, mediado pela inibicao da AAK1, e anti-
inflamatério, mediado pelainibicdo daJAK1 e JAK2,
conferiria ao baricitinibe propriedades ideais para
controlar a infeccdo viral e a inflamagdo cronica
promovida pelo SARS-CoV-2.126127 Recentemente,
os laboratdrios Eli Lilly anunciaram o inicio de
estudos clinicos de fase 3 com o baricitinibe, em
pacientes hospitalizados com COVID-19.

4.7. Receptor de Interleucina-6 (IL-6R)

EstudossobreainfeccdoporSARS-CoV-2sugerem
que a resposta imune mediada por interferon
gama (IFNy) encontra-se desativada por proteinas
estruturais do envelope viral (ex. proteina N).
Em contrapartida, a producdo de citocinas pro-
inflamatdrias encontra-se exacerbada resultando
no fenébmeno conhecido por “tempestade de
citocinas”, comentado anteriormente. Dentre as
citocinas mais prevalentes na COVID-19 estd a
interleucina 6 (IL-6), intimamente ligada a respostas
inflamatérias e infecciosas. Ela exerce suas acdes
bioldgicas mediadas pela ativacdo dos receptores
IL-6R, também conhecidos como CD126 ou gp80.1%®

4.7.1. Fungdo Bioldgica

A IL-6 é uma citocina polifuncional produzida
por mondcitos e macrofagos, células T e outras
células ndo linfociticas, (como os fibroblastos) no
inicio da infeccdo viral, através da estimulacao
de receptores do tipo Toll (TLRs). Ela possui
papel chave em infec¢Ges agudas.*®!?® Trata-se
de uma proteina glicosilada de 21-28 kDa, que
desempenha suas fungbes bioldgicas através da

J\/\/ K\OH
HN N~

X

~

Cl N

hidroxicloroquina

Figura 13. Estrutura quimica da cloroquina (CLQ) e hidroxicloroquina (HCQ)
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Figura 14. Estrutura quimica do nintedanibe e baricitinibe

interacdo com seus receptores de membrana
(IL-6R) e receptores soliveis (sIL-6R) e posterior
ativacdo do co-receptor gpl30, presente na
superficie de diversas células imunes, além
de fibroblastos e pneumdbcitos alveolares.® A
interagdo da IL-6 com IL-6R e sIL-6R promove
dimerizacdo da glicoproteina transmembranar
co-receptora (gp130), levando a ativacdo de vias
de transducdo de sinais classicas. Células que nao
expressam IL-6R em sua superficie podem ter a
via de transducdo de sinal ativadas via sIL-6R. A
transducdo de sinal culmina na ativacdo de JAK/
STAT, ERK e PI3K.5212°

Entre suas principais funcbes, destaca-se a
expansdo e ativacdo de células T, linfocitos T
citotoxicos (CTLs), células T CD4* e CD8*, além
da regulacdo de citocinas pré-inflamatodria
de células T gerais e inibicdo da diferenciacao
em células T regulatdrias (Treg). A IL-6 possui
importante papel na ativacdo e producdo
de anticorpos, quando ativada na superficie
de células B. Além disso, IL-6R e gp130 estdo
envolvidas em vias de ativacdo metabdlicas,
principalmente ativacdo da resposta hepatica
de fase aguda.’! Resumindo, a interacdo IL-6
com IL-6R promove diferenciacdo e proliferacao
celular, regulacdo imunoldgica, ativacdo da
resposta aguda nos hepatécitos, além de
contribuir para o recrutamento de leucdcitos
para locais de infecgdo.'®

4.7.2.Contribuicdo fisiopatoldgica na COVID-19

A ativacdo imune é benéfica para o combate
a infeccdo aguda, promovendo a eliminagdo

do patégeno e posterior restabelecimento da
homeostase. Contudo, na COVID-19, a presenca
de IL-6 em grandes concentra¢es, em conjunto
com a desativacdo da resposta imunoldgica via
IFNy, leva a resposta ineficiente do combate a
infecgdo viral e resulta em alta extensdo de dano
tecidual.’?> 3% A presenca do IL-6R e co-receptor
gp130 na superficie celular, e sIL-6R, direciona
a extensdo e ativacdo da resposta imune inata
e humoral, pois a interacdo com seu substrato
IL-6 tem a habilidade de ativar diferentes vias de
sinalizagao intracelular com a finalidade principal
de aumentar a expressao génica através de fatores
de transcricdo STAT (do inglés signal transducers
and activators of transcription), p65 e p50. Relata-
se que a trans-sinalizacdo via IL-6, causa um
desequilibrio na expressdo génica de citocinas,
possivelmente pela remocdo do supressor da
sinalizagdo de citocinas 3 (SOCS3). Dessa forma,
propdem-se que a intensa transducdo de sinal
mediada pelas vias JAK-MAPK pode ser a chave
para “tempestade de citocinas”.**!

Acredita-se que a sinalizacdo celular
exacerbada via ativacdo dos receptores IL-6/
sIL-6R/gp130 pode ser a principal causa de
exaustdo linfocitaria (linfopenia) e consequente
producdo de outras citocinas e quimiocinas pro-
inflamatadrias, decorrentes de intensa expressao
génica, descrita anteriormente. Por conseguinte,
ocorre a cronificacdo da resposta inflamatoéria
aguda que resulta em lesdo do epitélio
pulmonar, comprometendo sua funcionalidade.
Como citado anteriormente, soro de pacientes
com manifestacdes clinicas graves da COVID-19
apresentam elevadas concentracées de proteina-
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sérica-C e outras citocinas proé-inflamatodrias.
A IL-6 possui papel central na producdo e
regulacdo da proteina-sérica-C, um marcador
inflamatdrio sintetizado pelo figado e regulado
principalmente por citocinas.**129132.133

4.7.3. Dados estruturais e Homologia
O receptor IL-6R (80kDa) compde a familia de

receptores de citocinas tipo . Possui trés dominios:
extracelular, transmembranar e citosdlico.

Acredita-se que apenas o dominio extracelular
tenha papel na sinalizacdo mediada pela ativacao
dos receptores IL-6R.*® A regido extracelular do
receptor, € composta por trés dominios. O dominio
D1 (subunidade N-terminal) possui estrutura
Os dominios D2

semelhante a imunoglobulina.

@A)

(B)
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e D3 sdo homdlogos em relagdo a presenca do
maodulo de ligacdo de citocinas (CBM) e consistem
em duas fibronectinas tipo Ill. O dominio D2
(CBM) possui uma dobradiga rica em prolina e
residuos de cisteinas altamente conservados. O
dominio D3 representa a subunidade C- terminal.
IL-6 se liga a IL-6R com baixa afinidade, e apds
dimerizacdo, o complexo IL-6/IL-6R interage
com gpl30 para induzir sinalizagao celular. Essa
interagdo forma um complexo hexamerico,
formado por dois heterotrimeros de IL-6, IL-6R e
gp130 (Figura 15),128 134135

4.7.4. Bloqueadores dos receptores IL-6R/sIL-6R

Uma vez evidenciada a  participacdo do
complexo IL-6/IL-6R na fisiopatologia da COVID-19

Figura 15. (A) Representa¢do do modo de interacdo da IL-6 e o sitio ativo do IL-6R humano (Cédigo

PDB: 1P9M), demonstrando ligacGes de hidrogénio (pontilhadas) com os aminoacidos HIS145, GLU124,

TYR168 e GLU28, além de interacdes mt-stacking entre TYR168, TYR31, TRP142 e PHE125. LigacOes de

hidrogénio mais distantes e por isso mais fracas entre ARG113, SER165, ASP34, SER229, ASN171 e ARG

24 s3o demonstradas.*® (B) Representacdo da estrutura 3D do receptor IL-6R obtida por cristalografia
de raios-X (codigo PDB:1N26)'?®
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e sua contribuicdo na evolugao da gravidade da
doenca, estratégias que bloqueiem a sinalizagdo
mediada pela IL-6 s3o consideradas opgoes
importantes para a redugao e contengao de danos
imunopatoldgicos.”> Com base nesta premissa,
0 reposicionamento do tocilizumab para o
tratamento das complicagdes da COVID-19 vem
sendo estudado. Trata-se do primeiro anticorpo
monoclonal recombinante (subtipo IgG) humano,
uma imunoglobulina G1 humanizada recombinante
(IG1) que se liga especificamente aos receptores
IL-6R e sIL-6R, antagonizando-os. Foi aprovado em
2010 para o tratamento de doencas inflamatdrias
cronicas, como artrite reumatoide e artrite
idiopatica juvenil sistémica.’>®” Com o objetivo
de avaliar a eficacia e seguranca do tocilizumab
no tratamento da COVID-19, estudos clinicos
encontram-se em andamento.’® Um dos estudos
com a participacdo de pacientes em estados criticos
e graves, submetidos a terapia padrdo de COVID-19
foi realizado com a administracdo de 4-8 mg. Kg *
por 13 dias. A conclusdo do estudo demonstrou que
o tocilizumab melhora efetivamente os sintomas
clinicos da COVID-19, e auxiliou na redugdo de
pacientes graves, indicando que o medicamento
pode ser uma estratégia terapéutica promissora.
Estudos mais conclusivosdautilizacdo dotocilizumab
de forma independente e em associacdo com outras

)
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estratégias terapéuticas potenciais, que tenham
maior numero de pacientes e com metodologias
mais assertivas, estdo em andamento na China.
(informacdo verificada até a data de apresentagdo
desta revisdo. Clinical Trials: NCT04310228,
ChiCTR200002976, NCT04315298).1%8

4.8. Glicoproteina S (Spike)

AglicoproteinaSéuma proteinahomotrimérica
(Figura 16) ancorada no nucleocapsideo viral
composta por duas subunidades (S1 e S2) que
tem fun¢do de reconhecimento e ancoramento
da particula viral na célula alvo.3*

4.8.1. Contribuicado fisiopatoldgica

Durante a infecgdo viral, o trimero da proteina
S (ou glicoproteina S) sofre clivagem proteolitica
entre as subunidades ou segmentos S1 e S2.
EnquantoaclivagementreS1/S2 removearestrigdo
estrutural de S1 sobre S2 — permitindo a exposicao
do dominio RBD que interage diretamente no
dominio da peptidase (DP) da ECA-2 — a clivagem
no segmento S2 libera o peptideo de fusdo interno
para inser¢do nas membranas alvo. Essa etapa
auxilia o processo de fusdao mediado pela protease
de superficie celular TMPRSS2 (abundantes em

Figura 16. (A) Demonstrando o homotrimero da glicoproteina Spike de SARS-CoV-2 em sua conformac&o

aberta obtida do cristal (codigo PDB: 6VYB); (B) Demonstrando monémero inativo da glicoproteina

Spike do SARS-CoV-2 com as subunidades S1 (dominio de interagdo com ECA2) e S2 (detentora do
nucleo de fusdo) ligadas pelo sitio de clivagem pela furina
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células do tecido pulmonar) e por proteases
lisossGmicas como as catepsinas.

Por possuir diversas N-glicanos, a estrutura
guaterndria da proteina S dispde de grande liberdade
conformacional fazendo com que seja reconhecida
por diversas proteases do hospedeiro. Acredita-
se que tal caracteristica possa ser explorada para
producdo de anticorpos neutralizadores. 3013

4.8.2. Homologia com SARS-CoV

SARS-CoV e SARS-CoV-2 compartilham 89,8%
de homologia na sequéncia das subunidades S2
de suas glicoproteinas S e ambas as subunidades
S1 utilizam a ECA-2 como receptor para infectar
células humanas. A afinidade da ECA-2 pelo
RBD da subunidade S1 de SARS-CoV-2 é de 10
a 20 vezes maior do que a de SARS-CoV, fator
que pode contribuir para o maior infectividade,
transmissibilidade e viruléncia do SARS-CoV-2
em compara¢do com SARS-CoV. Ao contrdrio de
outros fB-coronavirus, a glicoproteina S de SARS-
CoV-2 abriga um sitio entre as subunidades S, e
S,; sitio esse reconhecido pela furinas. Este dado
sugere que a glicoproteina S pode possuir algumas
propriedades infecciosas inéditas e a torna elegivel
como alvo para o desenvolvimento de vacinas.*

4.8.3. Vacinas baseadas na glicoproteina S

Tem sido demonstrado que a glicoproteina S
desempenha um papel fundamental naindugao de
anticorpos neutralizantes e na resposta de células
T, além de contribuir paraaimunidade de protecdo
durante a infecgdo pelo SARS-Co-2. Desta forma, a
glicoproteina S de SARS-CoV-2 é considerada alvo
relevante para o desenvolvimento de vacinas.
Tais vacinas sdo comumente planejadas usando
integralmente a glicoproteina S ou apenas o
fragmento RBD — neste Ultimo caso permitindo a
obtencdo de vacinas sintéticas.?®141-144

5. Consideragoes Finais

A COVID-19 é um dos maiores problemas de
saude publica dos ultimos séculos, com nefasto
impacto socioecondmico. Trata-se de uma
necessidade médica ndo atendida, portanto,
todos os esforcos voltados ao desenvolvimento
de novas vacinas ou de farmacos para seu
tratamento sdo prioritdrios. A abordagem de
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reposicionamento de farmacos — que se baseia
de forma sumaria no principio de estudar a
aplicacdo de farmacos ou medicamentos ja
conhecidos para o tratamento de doencgas raras,
negligenciadas ou com pouca ou nenhuma opgao
terapéutica — vem sendo bastante explorada.
Entretanto, nenhum achado inconteste emergiu
dos diferentes estudos clinicos ja realizados. Até
0 momento, o escrutinio dessa abordagem deixa
clara a falta de evidéncias cientificas robustas
que comprovem sua eficacia e seguran¢a nos
diferentes estagios da doenca.

A medida que se revelam as caracteristicas do
processo fisiopatoldgico, que se compreendem
o processo de replicacdo viral e os alvos
moleculares envolvidos em cada etapa, surgem
possibilidades reais de intervencdo terapéutica,
permitindo que milhares de compostos
sejam estudados quanto a sua capacidade de
modular os alvos identificados, controlando
o processo de infeccdo viral. As proteases
(virais ou humanas), polimerases e cinases sdo
certamente os alvos mais relevantes e validados
como estratégia antiviral, a partir de ensaios de
inibicdo enzimatica e inibicdo da replicagdo viral
em modelos fenotipicos.

A partir da estratégia de reposicionamento,
farmacos previamente comercializados para o
tratamento de doencas diversas foram mostrados
capazes de bloquear ou modular o processo de
replicacdo viral in vitro, mas desapontaram quanto
a sua eficécia antiviral in vivo. Fato que, ao menos
em parte, pode ser explicado pelas multiplas
vias de ativacdo que levam as etapas de adesdo
e penetragdo do virus na célula. Portanto, ndo
surpreende que os resultados mais promissores
decorram do uso de inibidores da RNA-polimerase
(a exemplo do remdesivir) e ndo dos inibidores de
fusdo ou da via endocitica ou mesmo da adesdo
do virus a célula hospedeira.

Quica estratégias que contemplem o bloqueio
simultaneo de mais de um alvo molecular possam
reverter este cenario e contribuir para o aumento
da eficacia antiviral in vivo.
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