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RESUMO

No dia 31 de dezembro de 2019 o Centro de Controlo de Doengas Chinés
reportou um conjunto de casos de pneumonia na cidade de Wuhan com etiologia
desconhecida. Em janeiro de 2020, foi sequenciado e isolado o possivel agente causador
como sendo uma nova estirpe de coronavirus, denominada SARS-CoV-2 e,
consequentemente, Organizacdo Mundial de Satide (OMS) declarou a epidemia causada
por este virus como um problema de saude publica a nivel internacional.

Os coronavirus pertencem a familia Coronaviridae. Atualmente sabe-se que o
SARS-CoV-2 ¢ a sétima estirpe de coronavirus e a quarta pertencente ao género
Betacoronavirus que afeta humanos.

O genoma do SARS-CoV-2 ¢ uma molécula de 4cido ribonucleico nao
segmentado de cadeia positiva com aproximadamente 30 mil bases. Este virus
caracteriza-se por apresentar quatro proteinas estruturais (spike, S, envelope, E,
membrana, M, e nucleocapside, N) e dezasseis proteinas nao estruturais (NSP,
identificadas de 1 a 16). Todas estas proteinas desempenham fungdes importantes na
patogénese da infecdo do virus.

O forte investimento na investigacdo e desenvolvimento de farmacos tendo
como alvo proteinas que desempenham fungdes cruciais no ciclo de replicagdo do
SARS-CoV-2, nomeadamente nos mecanismos de entrada e de replicagdo viral, ou
farmacos que contribuam para a diminui¢@o da resposta imune do hospedeiro, resultara
na melhoria da eficdcia terapéutica da COVID-19. Porém, ¢ um processo moroso e
incompativel com a urgéncia do atual estado pandémico. As estratégias terapéuticas
para a COVID-19 recomendadas a data pela OMS sdo baseadas no reposicionamento de
farmacos. Embora apresentem sucesso limitado, estes fAirmacos ja comercializados com
indicagdes para outras patologias, t€ém permitido algum controlo da progressdo da
severidade da doenga.

Até ao dia 24 de setembro de 2021, a OMS publicou sete recomendacdes
terapéuticas contra a COVID-19, das quais apenas trés revelaram ter efeitos clinicos
benéficos em doentes infetados pelo SARS-CoV-2. A utilizagdo de corticosteroides
sistémicos, de inibidores do recetor da interleucina 6 (tocilizumab e sarilumab) e de
anticorpos monoclonais neutralizantes (casirivimab e imdevimab) mostraram ser opgoes
eficazes no combate a pandemia da COVID-19.

Palavras-chave: SARS-CoV-2, COVID-19, estratégias terapéuticas



ABSTRACT

On 31 December 2019, the Chinese Centre for Disease Control reported a cluster
of pneumonia cases in Wuhan, China with unknown aetiology. In January 2020, the
possible causative agent was sequenced and isolated as a new strain of coronavirus,
named SARS-CoV-2 and consequently, World Health Organization (WHO) declared
the epidemic caused by this virus as an international public health problem.

Coronaviruses belong to the Coronaviridae family. SARS-CoV-2 is now known
to be the seventh coronavirus strain and the fourth belonging to the Betacoronavirus
genus to affect humans.

The genome of SARS-CoV-2 is a non-segmented positive-stranded ribonucleic
acid molecule of approximately 30 thousand bases. This virus is characterised by having
four structural proteins (spike, S, envelope, E, membrane, M, and nucleocapsid, N) and
sixteen non-structural proteins (NSP, identified from 1 to 16). All these proteins play
important roles in the pathogenesis of virus infection.

The strong investment in research and development of drugs targeting proteins
that play crucial roles in the SARS-CoV-2 replication cycle, namely in the viral entry
and replication mechanisms, or drugs that contribute to the downregulation of the host
immune response, will result in improved therapeutic efficacy of COVID-19. However,
this is a lengthy process and incompatible with the urgency of the current pandemic
state. The therapeutic strategies for COVID-19 recommended by WHO to date are
based on drug repositioning. Although with limited success, these drugs, already
marketed with indications for other diseases, have allowed some control of the
progression of disease severity.

As of 24 September 2021, WHO has published seven therapeutic
recommendations against COVID-19, of which only three have been shown to have
beneficial clinical effects in patients infected by SARS-CoV-2. The use of systemic
corticosteroids, interleukin 6 receptor inhibitors (tocilizumab and sarilumab) and
neutralizing monoclonal antibodies (casirivimab and imdevimab) showed to be effective

options against the COVID-19 pandemic.

Keywords: SARS-CoV-2, COVID-19, therapeutic strategies
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Figura 11 — Ciclo replicativo do SARS-CoV-2. As diferentes etapas do mecanismo de
replicagdo do SARS-CoV-2 estdo numeradas de (1) a (12): (1) ligagdo do virus ao recetor
enzima conversora de angiotensina 2; (2) entrada do virus na célula; (3) internaliza¢do do
vacuolo contendo o virus; (4) fusdo da membrana com o virus; (5) libertacdo do virus no
citoplasma da célula hospedeira; (6) traducdo do genoma para produzir as poliproteinas
ppla e pplab; (7) clivagem das poliproteinas ppla e pplab e formagdo de 16 proteinas
ndo estruturais maduras, NSP; (8) formagdo do complexo de replicagdo-transcri¢ao; (9)
replicagdo do genoma viral e transcricdo das proteinas estruturais codificadas pelo
ARNm; (10) traducdo dos ARNm subgenomicos; (11) formagdo de um novo virido

derivado do RER; (12) libertagdo do virus da célula hospedeira. Adaptado de Robson et

Figura 12 — Esquema da func¢do da enzima conversora de angiotensina 2 (ACE2) no sistema
renina-angiotensina (RAS). A angiotensina I (Ang I) serve de substrato a enzima
conversora de angiotensina (ACE) e ¢ convertida em angiotensina II (Ang II). A ACE2
cataliza e inativa a Ang II e produz um péptido vasodilatador denominado angiotensina 1-
7 (Ang 1-7) que se liga ao recetor Mas, induzindo vasodilatagdo. A seta representada a
vermelho indica o local de clivagem da ACE. A seta representada a azul indica os locais

de clivagem da ACE2. Adaptado de Kuba et al., 2010.......c.cceevveevienienieeriereereeeeeeen, 28

Figura 13 - Expressdo da enzima conversora de angiotensina 2 (ACE2) no corpo humano. A
ACE?2 ¢ expressa nas c¢lulas de diversos 6rgaos, principalmente do aparelho respiratorio,
cardiovascular, renal, gastrointestinal e do sistema nervoso central. Adaptado de

Gheblawi €t @l., 2020 .....cccuveiieeeeee e e e eeanaae s 29

Figura 14 - Transmissdo aérea de particulas. Os aerossois (particulas inferiores a cinco
micrémetros) ficam suspensos no ar por periodos mais longos que as goticulas
respiratorias (particulas superiores a cinco micrometros) e expelidos para locais mais

distantes. Adaptado de Tabatabaeizadeh, 2021..........cccoocirviiriiiiiiinieiee e, 31

Figura 15 - Sintomas da COVID-19. Alguns dos sintomas mais comuns estdo representados
com a cor preta. Algumas das possiveis complicagdes estdo representadas a vermelho.

Adaptado de Abd El-Aziz & Stockand, 2020..........cccceevveeviieviienieciecie e 33

Figura 15 - Sintomas da COVID-19. Alguns dos sintomas mais comuns estdo representados
com a cor preta. Algumas das possiveis complicagOes estdo representadas a vermelho.

Adaptado de Abd El-Aziz & Stockand, 2020..........cccceevvvievieeviienieciecie e 33

Figura 16 - Papel da enzima conversora de angiotensina 2 (ACE2) na patogénese da
coronavirus disease (COVID-19) e na resposta inflamatoria. TNF- o, fator de necrose

tumoral alfa; TNFR, recetor do fator de necrose tumoral alfa; IL-1p, interleucina 1beta;
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IL-6, interleucina 6; ATIR, recetor da angiotensina I; ADAMI17, A desintegrina e
metaloprotease 17; Ang II, Angiotensina II; Ang 1-7, angiotensina 1-7; ACE2, enzima
conversora de angiotensina 2; rhACE2, enzima conversora de angiotensina 2
recombinante humana; TMPRSS2, Protease transmembranar serina 2; MasR, recetor

Mas; ROS, espécies de oxigénio reativas. Adaptado de Gheblawi et al., 2020................ 35

Figura 17 - Infecdo por SARS-CoV-2 e respetivo reconhecimento pelo sistema imunitario.
TLR3, recetor Toll-like 3; TLR4, recetor Toll-like 4; TLR7, recetor Toll-like 7; TLRS,
recetor Toll-like 8; RIG-I, gene I induzivel com &cido retindico, MDAS, proteina 5
associada a diferenciacdo de melanoma; NF-kB, fator nuclear kB; IRF3, fator regulador 3
de interferdo; IRF7, fator regulatorio 7 de interferdo; IFN-I, interferdo tipo I; IFN-III,
interferdao tipo III; ISG, gene estimulado por interferdo; JAK-STAT, via de sinalizacdo
Janus quinase-sinal transdutor e ativador da transcrigdo. Apos reconhecimento do SARS-
CoV-2 por varios recetores (TLR3, TLR4, TLR7, TLR8, RIG-I ¢ MDAS) ocorre uma
producdo de citocinas pro-inflamatorias e de IFN-I e IFN-III de forma a combater a

infegdo por SARS-CoV-2. Adaptado de Park & Iwasaki, 2020 .........ccccevvervecriereeneenen. 40

Figura 18 - Mecanismo de entrada do SARS-CoV-2 na célula hospedeira. TMPRSS2, Protease

transmembranar serina 2. Adaptado de Shamsi et al., 2021 ........ccccoveveviecrieciecieieeee, 42

Figura 19 - Complexo de replicacdo-transcricdo do SARS-CoV-2. m7GpppN, ligagdo trifosfato
5’-5’. As diferentes proteinas ndo estruturais (NSPs) estdo representadas por cores
diferentes. Primeiramente, A NSP13 “desenrola” a dupla cadeia de &cido ribonucleico
(ARN). Seguidamente, a NSP12 replica e transcreve o genoma e os acidos ribonucleicos
mensageiros subgenomicos (sgmARNs). A NSP7 e NSP8 garantem normal atividade da
NSP12. A NSP10 funciona como cofator da NSP14 formando um complexo que remove

os nucledtidos incompativeis incorporados. Adaptado de Robson et al., 2020 ................ 45

Figura 20 - Mecanismo de a¢do do Remdesivir. (1) o complexo azul representa o complexo de
replicagdo-transcri¢do, os circulos verdes representam os residuos da priming strand e os
circulos incolores representam os residuos da cadeia molde de ARN. (2) competicao entre
o remdesivir trifosfato e a molécula de ATP opostos ao nucleétio uracilo (U) na cadeia
molde de ARN. O circulo vermelho representa o nucledtido incorporado no local +1. (3)
inibi¢do da sintese ARN apds a incorporacdo de trés novos nucledtidos. (4) a inibi¢do da
sintese de ARN pode ser superada na presenca de elevadas quantidades de nucle6tidos.

ATP, adenosina trifosfato; RTP, remdesivir trifosfato. Adaptado de Gordon et al., 2020b

Figura 21 - Mecanismo de a¢do da combinagdo lopinavir/ritonavir. O lopinavir impede que a

Protease do tipo 3-quimotripsina (3CLP™) exerca a sua fun¢do, inibindo a clivagem na
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Estratégias terapéuticas da COVID-19: uma abordagem molecular

poliproteina la e na poliproteina lab. O ritonavir inibe a metaboliza¢do do lopinavir,

permitindo um aumento da sua biodisponibilidade. Adaptado de Uzunova et al., 2020 .. 55

Figura 22 - Mecanismo de acdo da hidroxicloroquina e da cloroquina. HCQ, hidroxicloroquina;
MHC classe II, complexo major de histocompatibilidade classe II. Adaptado de
Schrezenmeier & DOIMET, 2020 ........oovivuiiieiiieee e e e 58

Figura 23 - Mecanismo de acdo proposto da ivermectina no SARS-CoV-2. O IMPo/B1 liga-se a
integrase viral, translocando-os do citoplasma para dentro do nucleo onde este complexo
¢ desestabilizado e a resposta antiviral da célula hospedeira é reprimida. Ao invés, a
ivermectina liga-se ao IMPo/B1 e inibe a ligacdo deste a proteina viral, inibindo a sua
translocagdo para dentro do nticleo da célula hospedeira. Deste modo, a resposta antiviral

mantém-se normal e eficiente. Adaptado de Caly et al., 2020.........cccccvvverrecreecrienreerereneen. 62

Figura 24 - Mecanismo de agdo provavel de inibidores do recetor da interleucina 6. SARS-CoV-
2, Severe acute respiratory syndrome coronavirus 2; I1L-6, interleucina 6; Recetor mIL-6,
recetor de membrana da IL-6; Recetor sIL-6, recetor soluvel da IL-6; gpl30,
glicoproteina 130; JAK-STAT/NF-kB/MAPK/IL-6, via de sinalizagdo JAK-STAT ou
MAPK/NF-kB-IL-6. Adaptado de Chakraborty et al., 2020b ..........ccccoveerirercierieieene. 66

Figura 25 - Tipos de anticorpos monoclonais. Adaptado de Gklinos et al., 2021....................... 69

Figura 26 - Caracterizacdo da estratégia terap€utica com anticorpos monoclonais no SARS-
CoV-2. IgG Anti-spike, Imunoglobulina G anti-spike; ACE2, enzima conversora de
angiotensina 2; SARS-CoV-2, Severe acute respiratory syndrome coronavirus 2.

Adaptado de Tuccori et al,. 2020 ......c.oeouieiiieiieiierie ettt 70

Figura 27 - Estrutura do complexo casirivimab-RBD-imdevimab obtida por crio-microscopia
eletronica. O RBD da proteina S esté colorido a azul escuro; A regido constante e a regido
variavel do casirivimab estdo coloridas a verde e ciano, respetivamente; e a regido
constante e a regido varidvel do imdevimab estdo coloridas a amarelo e vermelho,

respetivamente. Adaptado de Hansen et al., 2020. .......cccoeveevienienieniieieeeeeeeeeeeeen 71
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LISTA DE ABREVIATURAS

2019-nCoV
3CLPre gu Mpre

ACE
ACE2
ADAM17

ALT

Ang 1-7

Ang I, Ang 11
ARDS

ARN
ARNm
ATIR

ATP
CD
CD8*
CDC

CH
COVID-19
CcQ

CT

CTD
CYP3A4
DGS
DMV

EMA

FDA
FP
GM-CSF

gp130
GpS

Designacao inicial do SARS-CoV-2 (“novo coronavirus”

Protease do tipo 3-quimotripsina, também referida como Protease
Principal (do inglés 3-chymotrypsin-like protease € main protease,
respetivamente)

Enzima conversora da angiotensina (do inglés Angiotensin-converting
enzyme)

Enzima conversora da angiotensina 2 (do inglés Angiotensin-
converting enzyme 2)

A desintegrina e metaloprotease 17 (do inglés A disintegrin and
metalloprotease 17)

Alanina aminotransferase
Angiotensina 1-7
Angiotensina [ e Angiotensina II, respetivamente

Sindrome de disfun¢ao respiratoria aguda (do inglés Acute respiratory
distress syndrome)

Acido Ribonucleico
Acido Ribonucleico mensageiro

Recetor da angiotensina II tipo 1 (do inglés Angiotensin Il type 1
receptor)

Adenosina trifosfato
Dominio conetor (do inglés Connector domain)
Linfocito T citotdéxico

Centro de Controlo e Prevencdo de Doencas (do inglés Centers for
Disease Control and Prevention)

Hélice central (do inglés Central helix)

Doenca Coronavirus (do inglés Coronavirus disease)
Cloroquina

Cauda citoplasmatica (do inglés Cytoplasmic tail)
Dominio C-terminal (do inglé€s C-terminal domain)
Citocromo P450-3A4

Dire¢do-Geral da Saude

Vesicula celular de membrana dupla (do inglés Double membrane
vesicle)

Agéncia Europeia do Medicamento (do inglés European Medicines
dgency)

(do inglés Food and Drug Administration)

Péptido de fusdo (do inglés Fusion peptide)

Fator estimulador de colonias de granuldcitos-macrofagos (do inglés
Granulocyte-macrophage colony-stimulating factor)

Glicoproteina 130 (do inglés Glycoprotein 130)

Glicoproteina S
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HCoV
HCQ
HR1 e HR2

ICTV

IFN
IL
IMPa/B1
IP10

IRF3
ISGs

vV
JAK 1, JAK2
JAK-STAT

kb
LDH
mAb
MAPK
MCP-1

MDAS
MERS-CoV
MHC 11
mlIL-6R
MIP1a

NF-kB
NSP
NTD
OMS
ORF
PAMP

PCR
PHBI1, PHB2

Coronavirus Humano (do inglés Human coronavirus)
Hidroxicloroquina

Padrao de repeticdo de sete aminoacidos 1 e 2, respetivamente (do
inglés Heptad repeat 1 e Heptad repeat 2, respetivamente)

Comité Internacional de Taxonomia de Virus (do inglés International
Committee on Taxonomy of Viruses)

Interferao (ex. IFN-I, interferdo tipo I)

Interleucina

Importina alfa-beta 1

Proteina 10 induzida pelo interferdao-gama (do inglés Interferon
gamma induced protein 10)

Fator regulador 3 de interferdo (do inglés, Interferon regulatory factor
3)

Genes estimulados por interferdo (do inglés Interferon-stimulated
genes)

Intravenosa

Janus cinase 1 e 2, respetivamente (do inglés Janus kinase 1/2)

Janus cinase — sinal de traducdo e ativacdo da transcri¢do (do inglés
Janus kinase - signal transducer and activator of transcription)

mil bases

Lactato desidrogenase

Anticorpo monoclonal (do inglés Monoclonal antibody)

(do inglés Mitogen-activated protein kinase)

Proteina 1 quimioatratora de monocitos (do inglés Monocyte
chemoattractant protein-1)

Proteina 5 associada a diferenciagdo de melanoma (do inglés
Melanoma differentiation-associated protein 3)

Sindrome respiratéria do Médio Oriente por coronavirus (do inglés
Middle East respiratory syndrome coronayirus)

Complexo major de histocompatibilidade de classe II (do inglés Major
histocompatibility complex class II)

Recetor de membrana da interleucina 6 (do inglés Membrane IL-6
receptor)

Proteina inflamatéria de macrofagos 1 alfa (do inglés Macrophage
inflammatory protein 1 alpha)

Fator nuclear kB (do inglés Nuclear factor kappa B)

Proteina ndo estrutural (do inglés Nonstructural protein)

Dominio N-terminal (do inglés N-terminal domain)

Organizacdo Mundial de Saude

(do inglés Open reading frame)

Padrdo molecular associado a agentes patogénicos (do inglés
Pathogen-associated molecular pattern)

Proteina C-reativa

Pro-hibitinas 1 e 2, respetivamente

11



PLpl‘O
ppla, pplab

Proteina E

Proteina M
Proteina N
Proteina S

PRR

RAS
RBD
RBM

RdRp

RER
RIG-I

RLR

RMP
RNP
RTC

RTP
S1eS2

sACE2
SARS-CoV
SARS-CoV-2

sIL-6R

Th

TLR

™
TMPRSS2

TNF-0
TRI, TRS
UTR
VHC
VIH

Protease do tipo papaina (do inglés Papain-like protease)
Poliproteinas virais que, por clivagem, originam proteinas nao
estruturais, NSP

Proteina de Envelope (proteina estrutural do virus)

Proteina de Membrana (proteina estrutural do virus)

Proteina da Nucleocapside (proteina estrutural do virus)

Proteina Spike (proteina estrutural do virus)

Recetor de reconhecimento de padrao (do inglés Pattern recognition
receptor)

Sistema renina-angiotensina (do inglés Renin-angiotensin system)
Dominio de ligacao ao recetor (do inglé€s Receptor binding domain)
Motivo/padrao de ligacdo ao recetor (do inglés Receptor binding
motif)

ARN polimerase dependente de ARN (do inglés RNA-dependent RNA
polymerase)

Reticulo endoplasmatico rugoso

Gene I induzido por 4cido retindico (do inglés Retinoic acid-inducible
gene )

Recetor do tipo gene I induzido por acido retinodico (do inglés RIG-1-
like receptor)

Remdesivir monofosfato (do inglés Remdesivir monophosphate)
Ribonucleoproteina

Complexo  Replicagao-Transcricao  (do
transcription complex)

inglés  Replication-
Remdesivir trifosfato (do inglés Remdesivir triphosphate)

Subunidades funcionais (subunidades 1 e 2,
respetivamente)

da proteina S

Enzima conversora da angiotensina 2 na sua forma soltivel (do inglés
Soluble angiotensin-converting enzyme 2)

Sindrome respiratéria aguda grave por coronavirus (do inglés Severe
acute respiratory syndrome coronavirus)

Sindrome respiratdria aguda grave 2 por coronavirus (do inglés Severe
acute respiratory syndrome coronayirus 2)

Recetor soluvel de interleucina 6 (do inglés Soluble IL-6 receptor)
Linfécito T helper

Recetor do tipo Toll (do inglés Toll-like receptor)

Dominio transmembranar (do inglés Transmembrane domain)
Protease de serina transmembranar 2 (do inglés Transmembrane
protease serine 2)

Fator de necrose tumoral alfa (do inglés Tumor necrosis factor alpha)
Trato Respiratorio Inferior e Superior, respetivamente

Regido nao traduzida (do inglés Untranslated region)

Virus da hepatite C

Virus da imunodeficiéncia humana
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Introdugdo

I. INTRODUCAO

No dia 31 de dezembro de 2019, o Centro de Controlo de Doengas Chinés
reportou um conjunto de casos graves de pneumonia na cidade de Wuhan com etiologia
desconhecida (Grifoni et al., 2020). Durante as primeiras semanas de epidemia em
Wuhan, foi estabelecida uma relagao entre os primeiros casos de pneumonia € o Wuhan
Huanan Seafood Wholesale Market, suspeitando-se de uma possivel transmissdo
zoondtica (Huang et al., 2020; World Health Organization, 2021). Estudos retrospetivos
identificaram mais casos em dezembro de 2019, porém nao relacionados com os
relatados do mercado de Huanan (Nishiura et al., 2020).

Em janeiro de 2020, foi sequenciado e isolado o possivel agente causador da
epidemia (Wu et al., 2020). Os resultados demonstraram tratar-se de um virus de acido
ribonucleico (ARN) ndo segmentado de cadeia positiva pertencente a familia
Coronaviridae com elevada homologia a uma estirpe de coronavirus anteriormente
identificada por severe acute respiratory syndrome coronavirus (SARS-CoV) (Wu et
al., 2020). Consequentemente, o agente causador do que veio a evoluir para uma doenca
pandémica foi designado por severe acute respiratory syndrome coronavirus 2 (SARS-
CoV-2) e a doenga por ele causada coronavirus disease (COVID-19).

No dia 30 de janeiro de 2020, a Organizagdo Mundial de Saude (OMS) declarou
a epidemia causada pelo SARS-CoV-2 como um problema de satde publica a nivel
internacional (Walls et al., 2020). Até ao dia 4 de outubro de 2021, aproximadamente
230 000 000 de pessoas foram diagnosticadas com COVID-19 em todo o mundo,
incluindo mais de 4 000 000 de mortes notificadas 8 OMS, como mostra a figura 1. De
acordo com o Relatorio de situacdo da Dire¢ao-Geral da Saude (DGS) desse mesmo dia
(figura 2), em Portugal registaram-se pouco mais de 1 000 000 de casos confirmados e
cerca de 18 000 obitos devido a doenca causada pelo SARS-CoV-2.

A semelhanca de outros coronavirus, a transmissdo inter-humana foi
rapidamente demonstrada em diversos estudos (Chan et al., 2020; Li et al., 2020). No
entanto, o0 SARS-CoV-2 demonstrou ser mais infecioso que o SARS-CoV e que o
Middle East respiratory syndrome coronavirus (MERS-CoV) (Petersen et al., 2020). A
infecdo por SARS-CoV-2 pode ser assintomatica, causar doenca moderada ou grave ou

levar a morte (World Health Organization, 2021).
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O virido do SARS-CoV-2 tem cerca de 50 a 200 nm de didmetro e contém
quatro proteinas estruturais: spike (S), envelope (E), membrana (M) e nucleocapside (N)
(figura 3) (Chen et al., 2020). A proteina S ¢ responsavel pela ligacdo e fusdo da
membrana viral com a membrana do hospedeiro (Walls et al., 2020). Este virus
apresenta tropismo para varios tecidos, principalmente para os que expressam a enzima
conversora de angiotensina 2 (ACE2, Angiotensin-converting enzyme 2) (World Health

Organization, 2021).

Q \ Proteina spike (S)
— Proteina de membrana (M)
. Proteina da nucleocapside (N)

% Proteina de envelope (E)

g}enoma de ARN viral

Figura 3 - Estrutura da particula viral do SARS-CoV-2. Adaptado de Geng Li et al., 2020

No caso de uma particula viral encontrar uma célula suscetivel de ser infetada,
ocorrera uma interagdo especifica entre a Glicoproteina S (GpS) e o respetivo recetor, a
ACE2. Desta interacdo irdo resultar varios eventos que culminardo na fusdo do
involucro viral e da membrana da célula-alvo (Fang et al., 2020). Deste modo, torna-se
importante compreender o papel que a ACE2 tem na entrada do virus nas células e se
poderd servir de alvo terap€utico para o desenvolvimento de novos farmacos no
combate a pandemia da COVID-19.

Desde o inicio da pandemia que o tratamento de doentes com COVID-19 incluiu
o controlo de sintomas e comorbilidades associadas a infe¢do, particularmente por
intervencdo de medidas de suporte respiratorio € hemodindmico (Abd El-Aziz &
Stockand, 2020). O combate a infecdo por SARS-CoV-2 desencadeou um forte
investimento na investigacdo e desenvolvimento de novas terapéuticas, com particular

foco para o mecanismo de entrada e replicacdo viral como também a diminui¢do da
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resposta imune por parte do hospedeiro (Alexander et al., 2020). O desenvolvimento de
tecnologias gendmicas e a utilizagdo de abordagens computacionais com o objetivo de
prever possiveis alvos terapéuticos no combate ao SARS-CoV-2 permitiram grandes
avancos cientificos. Por um lado, devido ao desenvolvimento de novos medicamentos
ser demorado, varias estratégias, incluindo o reposicionamento de farmacos ou drug
repurposing, foram testadas em pessoas infetadas com COVID-19 (Mishra & Tripathi,
2021). Assim sendo, tornou-se prioritario investigar quais os agentes terapéuticos em
estado avangado de desenvolvimento, ou ja comercializados para outras patologias, que
poderiam vir a diminuir os efeitos da COVID-19 (Alexander et al., 2020). Por outro
lado, passou a ser também uma prioridade a investigagdo e desenvolvimento de vacinas,
de forma a prevenir e diminuir a progressao para doenca grave (Amanat & Krammer,
2020).

Dada a evolucao do impacto desta doenca na sociedade, este trabalho tem como
principal objetivo realizar um levantamento das abordagens terapéuticas recomendadas
e nao recomendadas contra o SARS-CoV-2, até a data de conclusdo deste trabalho,

assim como dos mecanismos moleculares que as sustentam, durante a pandemia da

COVID-19.
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II. DESENVOLVIMENTO
1. PERSPETIVA HISTORICA DOS CORONAVIRUS

Os coronavirus foram desde sempre os principais causadores de infegdes
moderadas em individuos imunocompetentes, até ao ano de 2003 (Cui et al., 2019).
Porém, o aparecimento dos virus SARS-CoV e MERS-CoV surpreenderam toda a
comunidade cientifica, uma vez que poderiam causar infe¢des graves e até levar a morte
dos individuos infetados (Zaki et al., 2012; Zhu et al., 2020).

Em novembro de 2002, o SARS-CoV comecou a difundir-se pela provincia de
Guangdong, no sul da China, apesar de se desconhecer a sua origem. No passado, os
virus Nipah e Hendra, ambos virus zoonoéticos isolados a partir de morcegos, motivaram
o inicio de diversos estudos com o objetivo de perceber se estes animais eram o
reservatorio natural do SARS-CoV (Halpin et al., 2000; Yob et al., 2001).

Trés anos depois, dois estudos relataram que os morcegos eram o principal
hospedeiro de diversos coronavirus e que estavam intimamente relacionados com o
surto de 2003 na China (Epstein et al., 2005; Lau et al., 2005). Posteriormente, em
2012, surge na Arabia Saudita um novo surto de pessoas infetadas através do contato
direto ou indireto com dromedarios causado pelo MERS-CoV (Hijawi et al., 2013; Zaki
et al., 2012). No entanto, analises posteriores ao seu genoma, sugeriram que este virus
poderéd ter tido origem também em morcegos e mais tarde ter sido transmitido a
dromedarios (Reusken et al., 2013).

Mais recentemente, em dezembro de 2019, foi detetado um conjunto de casos de
pneumonia de etiologia desconhecida na cidade chinesa de Wuhan (Grifoni et al.,
2020). Em janeiro do ano seguinte, foi identificado um virus nunca antes isolado no
Homem que inicialmente foi designado como “novo coronavirus” (2019-nCoV) (Zhu et
al., 2020). De modo a estabelecer-se uma histdria evolutiva do 2019-nCoV, procedeu-se
a analise e sequenciacao do seu genoma, e concluiu-se que este virus pertence a mesma
familia do SARS-CoV e do MERS-CoV (Lu et al., 2020; Zhou et al., 2020). Assim
sendo, sugeriu-se que os morcegos tenham sido os hospedeiros de origem do 2019-
nCoV e que o possam ter transmitido diretamente aos humanos ou infetado um
hospedeiro intermedidrio desconhecido (Ou et al., 2020; Zhu et al., 2020). No entanto,
pensa-se que este ultimo possa ter sido o pangolim, uma vez que foram encontrados
varios animais infetados com coronavirus semelhantes ao SARS-CoV-2 que

previamente haveriam contactado com esse animal (figura 4) (Zhang, Wu, & Zhang,
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2020). No dia 11 de fevereiro de 2020, o 2019-nCoV passou a ser oficialmente
denominado, pelo Comité Internacional de Taxonomia de Virus (ICTV, International
Committee on Taxonomy of Viruses), SARS-CoV-2 devido a sua semelhanga genética

com o SARS-CoV.

Hospedeiro Hospedeiro
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Figura 4 - Origem e transmissdo dos coronavirus humanos. As setas representadas a amarelo e vermelho
indicam infe¢des moderadas e graves em humanos, respetivamente. HCoV, Human Coronavirus; MERS-
CoV, Middle East respiratory syndrome coronavirus; SARS-CoV, Severe acute respiratory syndrome
coronavirus; SARS-CoV-2, Severe acute respiratory syndrome coronavirus 2. Adaptado de Mittal et al.,
2020

De acordo com o ICTV, os coronavirus pertencem a familia Coronaviridae e
subfamilia Coronavirinae. Tendo em conta as relagdes filogenéticas e estruturas
genOmicas da referida subfamilia, esta divide-se em quatro géneros: Alphacoronavirus,
Betacoronavirus, Gammacoronavirus ¢ Deltacoronavirus (Mittal et al., 2020). Os
géneros Alphacoronavirus e Betacoronavirus infetam apenas mamiferos e os
Gammacoronavirus e Deltacoronavirus infetam maioritariamente aves, mas alguns

também podem infetar mamiferos (Woo et al., 2012). Geralmente, os virus pertencentes
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aos Alphacoronavirus e Betacoronavirus causam gastroenterites em animais ¢ doengas
respiratdrias em humanos (Cui et al., 2019).

Antes de dezembro de 2019, apenas eram conhecidas seis estirpes de
coronavirus capazes de causar doencas em humanos (Su et al., 2016). Quatro delas
causam sintomas semelhantes a uma constipacdo em hospedeiros imunocompetentes:
Human coronavirus (HCoV)-229E e HCoV-0OC43, identificadas pela primeira vez em
meados de 1960 (Kahn & Mclntosh, 2005); HCoV-NL63, identificada pela primeira vez
em 2004 (Fouchier et al., 2004; Van Der Hoek et al.,, 2004); ¢ HCoV-HKUI,
identificada pela primeira vez em 2005 (Lau et al., 2006). As restantes estirpes, como
anteriormente referido, poderdo causar doenga respiratoria grave e até levar a morte:
SARS-CoV, identificada pela primeira vez em 2003 (Zhu et al., 2020) ¢ MERS-CoV,
identificada pela primeira vez em 2012 (Zaki et al., 2012). Atualmente, sabe-se que o
virus SARS-CoV-2 ¢ a sétima estirpe de coronavirus e a quarta pertencente ao género

Betacoronavirus que afeta humanos (figura 5) (Hussain et al., 2020).

Familia Coronaviridae

Subfamilia v
Coronavirinae I orow‘tinae
| Género
Alphacoronavirus Bemcorgnmﬁms Gammgcoronmﬁms Deffacgmnm'ims
EIIJ Corop;;'injs de aves BuEp\-"—HKUll
Linhag: Infetam principalmente aves
tL B (i: D

HCOV-229E - HCov-0C43  SARS-CoV  MERS-CoV  Bt-CoV-HKU-9
HCoV-NL63 HCoV-HKUl SARS-CoV-I BtCoV-HKU-A4
BtCoV-HEU-5
Infetam princip:'llmf:nte mamiferos
Figura 5 - Classificag@o dos coronavirus: As sete estirpes conhecidas de coronavirus capazes de
infetar humanos estdo representadas a verde e vermelho. As estirpes representadas a vermelho

utilizam como recetor hospedeiro a enzima conversora de angiotensina 2. Adaptado de Mittal et
al., 2020

2. CARACTERIZACAO DO SARS-CoV-2

Os coronavirus caracterizam-se por apresentarem um formato esférico com um
diametro que varia entre os 80 a 120 nm (Yadav et al., 2021). Adicionalmente, o0 nome
da familia Coronaviridae deriva do facto dos coronavirus possuirem proteinas a sua
superficie que se projetam externamente e, por conseguinte, exibem uma aparéncia

semelhante a uma coroa exterior em redor do virido (Gorkhali et al., 2021).
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O genoma do SARS-CoV-2 ¢ uma molécula de ARN nao segmentado de cadeia
positiva e tem um tamanho aproximado de 30 mil bases (kb) (Mittal et al., 2020). Cerca
de um ter¢o do seu genoma € composto por open reading frames (ORFs) que codificam
para quatro proteinas estruturais e que se localizam na por¢ao 3’ do genoma: Spike (S),
Envelope (E), Membrana (M) e Nucleocapside (N) (Yadav et al., 2021). Nessa zona
localizam-se ainda 9 ORFs denominadas ORF3a, ORF3d, ORF6, ORF7a, ORF7b,
ORF8, ORF9b, ORF14 ¢ ORF10, que codificam para proteinas acessorias (Nelson et
al., 2020). As restantes 20 kb localizam-se na extremidade 5’ e englobam a ORFla ¢ a
ORFI1b. A ORFla codifica a poliproteina la (ppla) que engloba desde a NSPI a
NSP11. A expressio da ORFla e da ORFIb, por um mecanismo ribossomal de
frameshift na qual o coddo STOP da ORF1la ¢ ignorado e, consequentemente, a leitura
s6 termina no coddo STOP da ORF1b, origina a poliproteina lab (pplab), a qual
engloba as proteinas ndo estruturais (NSP, Nonstructural protein), da NSP1 a NSP16
(Lei et al., 2018; Nelson et al., 2020). As proteinas acessorias diferem das NSPs, uma
vez que, para além de possuirem fungdes indiretas, ndo apresentam homologia com
proteinas de outros grupos de virus (Gorkhali et al., 2021).

O ARN gendmico expressa 0 gene numa sequéncia caracteristica na forma
5’-gene replicase—S-E-M-N-3’, onde em cada extremidade estdo regides ndo traduzidas
(UTRs, Untranslated regions). A componente estrutural 3°’~UTR ¢ necessaria para a
replicagdo e transcricdo do ARN viral (figura 6) (Yadav et al., 2021). Este conjunto de
proteinas estruturais, ndo estruturais e/ou acessOrias sdo responsaveis pelos aspetos
estruturais e funcionais do SARS-CoV-2 (Yadav et al., 2021).
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Figura 6 - Organiza¢do gendémica do SARS-CoV-2. A organiza¢do gendémica do SARS-CoV-2 mostra
uma organizagdo sequencial de genes ndo estruturais, genes estruturais e genes acessorios da seguinte
forma: 5’-UTR-gene replicase-S-E-M-N-UTR-3’ com os genes acessorios 3a, 3d, 6, 7a, 7b, 8, 9b, 14 e 10
intercalados entre os genes estruturais. Adaptado de Yadav et al., 2021
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2.1. Caracteristicas estruturais da particula e do genoma viral

2.1.1. Proteinas estruturais
Proteina S

As proteinas S sdo, das proteinas estruturais do SARS-CoV-2, as que apresentam
maior dimensao. (Pillay & Pillay, 2020). Sao glicoproteinas de fusao e estao envolvidas
na interagdo virus-hospedeiro durante a entrada do virus na célula (Tortorici & Veesler,
2019). Estas proteinas facilitam a ligagao da particula viral a célula hospedeira de forma
a mediar a fusdo da membrana e entrada na célula (Gorkhali et al., 2021).
Adicionalmente, sdo proteinas de classe I, ou seja, sdo ativadas por um processo de
clivagem (Pillay & Pillay, 2020; Walls et al., 2020).

A figura 7 mostra a estrutura trimérica de uma proteina S. Esta proteina ¢
composta por duas subunidades funcionais, denominadas subunidade 1 (S1) e
subunidade 2 (S2). Cada proteina S € estruturada por trés S1 ligadas a trés S2, formando
um trimero (Gorkhali et al., 2021). A S1 estd envolvida na ligagdo ao recetor celular e
envolve o dominio N-terminal (NTD, N-terminal domain) ¢ o dominio de ligacdo ao
recetor (RBD, Receptor binding domain) (M. Y. Wang et al., 2020). Cada RBD do
SARS-CoV-2 contém um motivo especifico de ligacdo ao recetor (RBM, Receptor
binding motif) de interacdo com a ACE2 (Lan et al., 2020). A S2 medeia o processo de
fusdo entre o involucro viral € a membrana da célula e compreende o péptido de fusao
(FP, Fusion peptide), a heptad repeat 1 e a heptad repeat 2 (HR1 e HR2,
respetivamente), a hélice central (CH, Central helix), o dominio conetor (CD,
Connector domain), o dominio transmembranar (TM, Transmembrane domain) e a

cauda citoplasmatica (CT, Cytoplasmic tail).

«— Receptor binding motif

<— Subunidade 1

(s1)

<«— Subunidade 2

(s2)

L - - - -
Membrana viral
. E . ...

«— Cauda citoplasmatica (CT)

Figura 7 - Estrutura trimérica da proteina S. Adaptado de Mittal et al., 2020
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Estruturalmente, a proteina S pode apresentar-se sob duas formas: a fechada, em
que mantém a sua estrutura nativa e os trés RBMs ndo estdo projetados de forma a
reconhecer o recetor; e a aberta, necessaria para que ocorra fusdo da membrana viral

com a da célula hospedeira (Figura 8) (Walls et al., 2020).

Figura 8 - Estrutura da proteina S obtida por crio-microscopia eletronica. A esquerda
esta representada no seu estado fechado (PDB: 6VXX) e a direita no seu estado aberto
(PDB: 6VYB). Adaptado de Wang et al., 2020

A mudanga para esta tltima conformagao caracteriza-se pela exposi¢ao do RBD,
aumentando a afinidade para a ACE2. O processo desta alteracdo ¢ explicado pela agao
de convertases do tipo furina, denominadas proteases furin-like, que reconhecem um
local de clivagem, identificado por S1/S2, situado entre os aminoacidos 681 e 688 da
proteina S e que corresponde a uma sequéncia polibasica (figura 9) (Xia et al., 2020).
Por outras palavras, a clivagem desta sequéncia induz alteragdes conformacionais
estruturais que afetam a afinidade da GpS para o recetor ACE2, uma vez que assegura a
exposicao do RBD e torna a ligagdo a célula alvo mais eficaz. O resultado da clivagem
desta sequéncia traduz-se na libertagdo da S1 e, consequente, a transi¢cao da S2 para uma
forma conformacional favoravel a mediar o processo de fusdo (Walls et al., 2017).

No entanto, para que ocorra a entrada do virus ¢ necessario que a S2 sofra uma
clivagem num segundo local, designado S2’, cujo reconhecimento pela protease
hospedeira leva a ativacdo da S2 e consequente fusdo da membrana viral com a da

célula (M. Y. Wang et al., 2020). Este processo ¢ realizado principalmente por uma
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protease da célula chamada protease transmembranar de serina 2 (TMPRSS2,

Transmembrane protease serine 2) (Iwata-Yoshikawa et al., 2019).

s2
ss RBD SD2 | R cD ™
NTD so1 | FP  CH HR2 CT

S1/82

Figura 9 - Estrutura da proteina spike do SARS-CoV-2. Os diferentes dominios estdo representados por
cores diferentes. SS, sequéncia unica; NTD, dominio N-terminal; RBD, dominio recetor de ligagdo; SDI,
subdominio 1; SD2, subdominio 2; S1/S2, local de clivagem S1/S2; S2’, local de clivagem S2’; FP,
péptido de fusdo; HR1, heptad repeat 1; CH, hélice central; CD, dominio conetor; HR2, heptad repeat 2,
TM, dominio transmembranar; CT, cauda citoplasmatica. Os locais de clivagem estdo indicados por setas.
Adaptado de Wang et al., 2020

Estruturalmente importa também referir que a proteina S se trata de uma
proteina altamente glicosilada no NTD (Fung & Liu, 2018). Os oligossacaridos
presentes nesta regido constituem um papel importante no reconhecimento de
anticorpos, evitando que o SARS-CoV-2 sofra respostas imunologicas do hospedeiro
(Walls et al., 2020). Adicionalmente, o facto destas proteinas transmembranares
formarem homotrimeros que se projetam na superficie do virus, sdo considerados
potenciais alvos terapéuticos no combate a pandemia da COVID-19 (M. Y. Wang et al.,

2020).

Proteina N

A proteina N caracteriza-se estruturalmente por possuir trés regides diferentes,
altamente conservadas: um NTD, uma regido central caracteristica ¢ um dominio C-
-terminal (CTD) (figura 10) (McBride et al., 2014). A regido central ¢ responsavel pela
ligagdo ao ARN e caracteriza-se por ser rica em residuos de serina que mantém a
proteina fosforilada e regulam o seu normal funcionamento (Chang et al., 2014). A
combinacdo destas regides ¢ crucial para ligar-se ao ARN genomico e,

consequentemente formar uma ribonucleoproteina (RNP) (Gorkhali et al., 2021).

23



Estratégias terapéuticas da COVID-19: uma abordagem molecular

113 Dominio N-terminal 174 Regifio central Dominio C-terminal 419

Figura 10 - Sequéncia proteica obtida através do genoma da proteina N do SARS-CoV-2 e respetivos
dominios. Adaptado de Satarker & Nampoothiri, 2020

A RNP desempenha um papel importante no ciclo replicativo do SARS-CoV-2 e
intervém na regulagdo do metabolismo das células infetadas (Cong et al., 2020). A
principal fungdo desta proteina € proteger ARN gendmico, protegendo-o ¢ mantendo-o
estavel dentro da particula viral (Gorkhali et al., 2021). Adicionalmente, nao sé tem a
capacidade de inibir a producdo de interferdo tipo I (IFN-I), como também promove a
ativacdo de ciclooxigenase-2, contribuindo para um estado inflamatorio da célula
hospedeira (Yan et al., 2006).

Estudos demonstraram que a proteina N ¢ indispensavel para manter a
organizagdo conformacional do ARN, de modo a que o genoma viral seja replicado ¢
transcrito (T. K. Tang et al., 2005). Além disso, consegue desencadear respostas imunes
contra 0 SARS-CoV-2 e outros coronavirus, uma vez que ¢ expressa em grande

quantidade e extremamente imunogénica (Ahmed et al., 2020; Liu et al., 2006).

Proteina E

A proteina E ¢ a menor de todas as proteinas estruturais e desempenha fung¢des
importantes na infe¢do dos coronavirus, nomeadamente na patogénese e morfogénese
(Nieto-Torres et al., 2014). A estrutura da proteina E do SARS-CoV, contrariamente a
do SARS-CoV-2, esta bem estudada. Porém, o conhecimento da proteina E do
SARS-CoV-2 baseia-se no que se sabe até a data relativamente a homodloga do
SARS-CoV, uma vez que tém fungdes similares (Li et al., 2014; Nieto-Torres et al.,
2014; Wu et al., 2003).

Estruturalmente, as proteinas E sdo estiveis e caracterizam-se por serem
compostas por um longo e hidrofébico dominio NTD e um CTD (Schoeman &
Fielding, 2019). Estas proteinas sdo também conhecidas por formarem canais i6nicos a
superficie dos virus que conferem uma maior patogenicidade (Gorkhali et al., 2021).

Adicionalmente, as proteinas E por possuirem dominios de natureza hidrofébica,

podem assumir fun¢des de viroporinas, as quais para além de serem essenciais na
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gemulagdo e posterior libertacdo da particula viral da célula hospedeira, medeiam

processos patogénicos e induzem citotoxicidade (Ye & Hogue, 2007).

Proteina M

A proteina M, comparativamente a todas as outras proteinas, ¢ a mais abundante
da particula viral (Alsaadi & Jones, 2019). Esta proteina exerce fungdes importantes na
morfogénese dos coronavirus, contribuindo para a regulagdo da transcricdo e
organizacdo do ARN genomico em particulas virais (Narayanan et al., 2000). Além
disso, uma vez que se encontra presente em muito maior quantidade nos coronavirus,
interage com outras proteinas, nomeadamente com as proteinas S e N e consigo propria
(Arndt et al., 2010). Por um lado, estudos sugerem que esta proteina liga-se a proteina S
viral e ao recetor da célula hospedeira para promover a fusdo entre as respetivas
membranas (Neuman et al., 2011). Por outro, demonstraram que esta proteina ativa o
desenvolvimento de virides no compartimento intermédio reticulo endoplasmatico-
complexo de Golgi que interagem com a RNP formada a partir da proteina N (Neuman
etal., 2011).

Estruturalmente, a proteina M do SARS-CoV-2 consiste num conjunto de 222
aminoacidos codificados por 669 nucleotidos (F. Wu et al., 2020). Adicionalmente, ¢
uma proteina constituida por trés dominios transmembranares flanqueados por um
pequeno NTD glicosilado e por um longo CTD (Arndt et al., 2010). A glicosilagdo do
NTD ocorre no complexo de Golgi apds a expressdo da proteina M e desempenha uma
func¢do vital no tropismo do SARS-CoV-2 e na ativagdo da via de sinalizacao de IFNs

(Wang & Liu, 2016).

2.1.2.  Proteinas ndo estruturais

Para além das proteinas estruturais supramencionadas, existem dezasseis
proteinas ndo estruturais codificadas por genes que se localizam na regido 5’ do genoma
do SARS-CoV-2 (A. Wu et al., 2020). Na tabela 1 estdo descritos os nomes e as

respetivas proteinas e fungdes de cada NSP.
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Tabela 1 - Breve descri¢@o das proteinas ndo estruturais do SARS-CoV-2. Adaptado de Yadav et al., 2021

Nome Proteina ou dominio proteico Fungéo
responsavel pela fungao

NSP1 Produto N-terminal da replicase viral | Inbe a sintese proteica na célula hospedeira,
desencadeando uma resposta imunitaria (Huang et al,
2011).

NSP2 Produto N-terminal Até a data ndo se conhece totalmente. Interage com os
complexos Pro-hibitina 1 (PHB1) e Pro-hibitina 2 (PHB2)
hospedeiros que estdo envolvidos na biogénese
mitocondrial (Cornillez-Ty et al., 2009).

NSP3 Dominio proteico com atividade de Responsavel pela clivagem em trés locais da regido N-

protease do tipo papaina (PLPr) terminal da pp1a e pp1ab, produzindo as proteinas maduras
NSP1, NSP2 e NSP3 (Lei et al., 2018).

NSP4 Extensdo da membrana contendo o | Auxilia no complexo replicagdo-transcrigéo (RTC) e induz a
dominio 2 da proteina formacéo de vesiculas celulares de membrana dupla (DMV)
transmembranar que facilitam a replicagao viral (Sakai et al., 2017).

NSP5 Protease do tipo 3-quimotripsina Responsavel pela formagdo das restantes NSP (da NSP4 a
(3CLero), também designada por NSP16), clivando-as em onze locais da regido N-terminal da
Protease principal (Mro) pplae pplab (Yadav et al., 2021).

NSP6 Dominio transmembranar putativo Induz a formagdo de autofagossomas do reticulo

endoplasmatico e interfere na degradagédo de fatores virais
nos lisossomas (Cottam et al., 2014).

NSP7 ARN polimerase dependente de Cofator da NSP12. Em conjunto com a NSP8 e NSP12,

ARN (RdRp) formam o RTC, estimulando a atividade ARN polimerase da
NSP12 (Te Velthuis et al., 2012).

NSP8 Replicase de cadeia unica; ARN Cofator da NSP12. Atua como primase, de forma a iniciar o
polimerase multimérica processo de replicagdo viral (Jang et al., 2020).

NSP9 Proteina de ligac&o ao ARN Envolvida na replicagdo do ARN viral ao ligar-se ao ARN de

cadeia simples (Yadav et al., 2021).

NSP10 Proteina do tipo fator de crescimento | Cofator nas atividades da NSP14 e NSP16 (Joseph et al.,
contendo dois centros de zinco 2006; Shamsi et al., 2021)

NSP11 Fragmento de treze residuos de Desconhecida.
aminoacidos da porgao inicial da
NSP12

NSP12 ARN polimerase dependente de Responsavel pela replicagdo e transcricdo do ARN viral.
ARN (RdRp) Forma, em conjunto com véarias NSP, o RTC (Subissi et al.,

2014).

NSP13 ARN polimerase dependente de Atua como helicase de ARN de cadeia dupla, auxiliando a
ARN (RdRp) replicagdo e transcricdo do ARN viral (Shamsi et al., 2021).

NSP14 Exorribonuclease e transferase Atividade de 3-5' exorribonuclease e de guanina (N7)
metiltransferase (Yadav et al., 2021). Essencial na atividade
de proofreading durante a replicagdo do ARN e no capping
do ARNm (Ma et al., 2015).

NSP15 Endorribonuclease Atividade de endorribonuclease e importante na limitagdo da
exposi¢do de ARN de cadeia dupla a sensores hospedeiros
cruciais na defesa contra virus (Deng et al., 2017).

NSP16 Metiltransferase Atividade de 2-O-metiltransferase essencial no capping do
ARNm (Decroly et al., 2011).
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2.2. Ciclo de replicacao

Uma das nogdes a reter relativamente ao SARS-CoV-2 € que os mecanismos que
utiliza para infetar a célula e, por conseguinte, replicar-se vai determinar iniimeras
caracteristicas da patogénese viral, desde as vias de transmissao aos Orgdos e tecidos
infetaveis, passando pelas formas de prevencdo e até aos possiveis tratamentos. Deste
modo, como mostra a figura 11, o ciclo replicativo do SARS-CoV-2 inicia-se pela
ligacdo do virus ao seu respetivo recetor celular (1) (Robson et al., 2020). No caso de
uma particula viral encontrar uma célula suscetivel de ser infetada, nos primeiros
momentos ocorre uma interagdo especifica entre a GpS e o respetivo recetor ACE2
(Fang et al., 2020). Desta interacdo irdo resultar varios eventos que culminam com a
fusdo do invdlucro viral com a membrana celular, a fim de liberta-lo no citoplasma da

célula hospedeira (Fig. 11, etapas de (2) a (5)) (Robson et al., 2020).

(2 Ligagdo do SARS-CoV-2
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Figura 11 — Ciclo replicativo do SARS-CoV-2. As diferentes etapas do mecanismo de replicagdo do
SARS-CoV-2 estdo numeradas de (1) a (12): (1) ligagdo do virus ao recetor enzima conversora de
angiotensina 2; (2) entrada do virus na célula; (3) internalizagdo do vactiolo contendo o virus; (4) fusdo da
membrana com o virus; (5) libertacdo do virus no citoplasma da célula hospedeira; (6) tradugdo do
genoma para produzir as poliproteinas ppla e pplab; (7) clivagem das poliproteinas ppla e pplab e
formacdo de 16 proteinas ndo estruturais maduras, NSP; (8) formacdo do complexo de replicagdo-
transcri¢ao; (9) replicagdo do genoma viral e transcricdo das proteinas estruturais codificadas pelo
ARNm; (10) tradugdo dos ARNm subgenémicos; (11) formag¢ao de um novo virido derivado do RER;
(12) libertacdo do virus da célula hospedeira. Adaptado de Robson et al., 2020
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2.3. Tropismo

O conhecimento sobre o tipo de células humanas sujeitas a ser infetadas pelo
SARS-CoV-2 permite aprofundar um aspeto que é de extrema importincia para a
patogénese da COVID-19 e que diz respeito ao tropismo. Atualmente sabe-se que o
tropismo deste virus ¢ determinado maioritariamente pela presenga do recetor ACE2 na
membrana das células hospedeiras (Gheblawi et al., 2020). A semelhanga do
SARS-CoV, o SARS-CoV-2 depende da ACE2 e da atividade proteolitica de algumas
proteases para entrar na célula hospedeira (Flerlage et al., 2021).

A ACE2 ¢ uma proteina transmembranar pertencente ao sistema
renina-angiotensina (RAS, Renin-angiotensin system) ¢ desempenha um papel
fundamental no controlo da fun¢do cardiaca, renal e da pressdo arterial (Tikellis &
Thomas, 2012). Conforme representado na figura 12, o RAS engloba num primeiro
passo a conversdo de angiotensinogénio em angiotensina I (Ang I), por acdo da renina e,
seguidamente, a conversao da Ang I em angiotensina II (Ang II), por acdo da enzima
conversora de angiotensina (ACE, Angiotensin-converting enzyme). A Ang 11, ao ligar-

se ao recetor da angiotensina II tipo 1 (ATIR) induz um conjunto de efeitos que,

Angiotensinogénio
Renina degradacio
Ang1 /
(DRVYIHPFHL) Ang 1-7
» Ang IT (DH\WIHF}

Membrana 1 ':
celular o J_
Vasoconstricio Vasodilatacio
Hipertensio Vasoprotecido
Inflamacio Hipotensio?
Fibrose

Figura 12 — Esquema da fun¢do da enzima conversora de angiotensina 2 (ACE2) no sistema renina-
angiotensina (RAS). A angiotensina I (Ang I) serve de substrato a enzima conversora de angiotensina
(ACE) e ¢ convertida em angiotensina II (Ang II). A ACE2 cataliza e inativa a Ang II e produz um
péptido vasodilatador denominado angiotensina 1-7 (Ang 1-7) que se liga ao recetor Mas, induzindo
vasodilatagdo. A seta representada a vermelho indica o local de clivagem da ACE. A seta representada a
azul indica os locais de clivagem da ACE2. Adaptado de Kuba et al., 2010
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consoante a célula envolvida, leva ndo s6 a uma vasoconstrigdo com consequente
aumento da tensdo arterial, como a inflamagao da célula. Ao invés, a ACE2 tem uma
atividade fisiologica oposta a anteriormente referida, ou seja, converte a Ang II em
angiotensina 1-7 (Ang 1-7), a qual se liga ao recetor Mas, induzindo vasodilatagcdo e
vasoprote¢do. Desta forma, a ACE e a ACE2 contrabalangam-se nos respetivos efeitos
mediados pela presenca da Ang II ou pela conversdo desta num péptido vasoprotetor
designado Ang 1-7. Adicionalmente importa referir que o RAS ¢ extremamente
regulado e, portanto, qualquer desequilibrio induzira processos nefastos particularmente
importantes no aparelho cardiovascular (Kuba et al., 2010).

A luz do atual conhecimento, o tropismo do SARS-CoV-2 ¢ determinado
maioritariamente pela presenca do recetor ACE2 na membrana das células. Como se
pode observar pela figura 13, esta expressdo verifica-se num vasto nimero de células
que englobam, para além do compartimento onde a replica¢do viral ¢ mais abundante,
ou seja, no trato respiratorio superior (TRS) e nos pulmdes, células pertencentes ao
aparelho cardiovascular, renal, gastrointestinal e do sistema nervoso central (Gheblawi

et al., 2020). Apesar da vasta distribuicdo do recetor ACE2, a quantidade e o tipo de

Expressao da ACE2

Sistema

Nervoso Central Mlﬁ""/ Olhos

Vias aéreas
superiores

Coraciao
Vasculatura
Pulmaoes Rins
Figado
Intestino

Figura 13 - Expressdo da enzima conversora de angiotensina 2 (ACE2) no corpo humano. A ACE2 ¢
expressa nas células de diversos o6rgaos, principalmente do aparelho respiratorio, cardiovascular, renal,
gastrointestinal e do sistema nervoso central. Adaptado de Gheblawi et al., 2020
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células presentes no epitélio respiratorio sdo particularmente importantes na infecao por
SARS-CoV-2, uma vez que ndo sé sdo cruciais para a transmissdo do virus como
também na patogénese da infecdo (Hou et al., 2020). Similarmente ao SARS-CoV, o
SARS-CoV-2 afeta principalmente células que expressam a ACE2, nomeadamente,
células epiteliais do aparelho respiratorio, células endoteliais vasculares e macrofagos
pulmonares (Flerlage et al., 2021). Além disso, os pneumdcitos, em particular os
pneumdcitos tipo II, em conjunto com as células epiteliais ciliadas do trato respiratério

sao os alvos mais suscetiveis a infecao (Hou et al., 2020).

2.4. Transmissio

A identificagdo dos fatores que promovem a transmissdo do SARS-CoV-2 ¢ o
reconhecimento da sua importancia sdo cruciais para conter a pandemia e futuros surtos
de coronavirus. O risco de transmissao depende de varios fatores, tais como, o modo de
contacto com células infetadas, as condigdes ambientais em que ocorre a transmissao, o
grau de infecciosidade do hospedeiro e fatores socioecondémicos (Cevik et al., 2021).
Até a data, a grande maioria dos surtos de COVID-19 teve origem em locais fechados
com elevada densidade populacional e/ou que estiveram sujeitos a grandes periodos de
contacto com o virus em areas pouco ventiladas (Buitrago-Garcia et al., 2020).

Tal como acontece noutros coronavirus, o principal mecanismo de transmissao
do SARS-CoV-2 ocorre através do contacto direto ou indireto de particulas virais com a
mucosa oral, nasal ou conjuntival (Hui et al., 2020). Além disso, contrariamente ao
SARS-CoV, este virus pode ser também transmitido por individuos assintomaticos

(Rothe et al., 2020; Wdlfel et al., 2020).

2.4.1. Transmissdo direta

A luz do atual conhecimento, o SARS-CoV-2 transmite-se principalmente de
pessoa para pessoa (Edwards et al., 2021). Cada individuo liberta fluidos respiratérios
de diferentes tamanhos através, por exemplo, da respiracdo, da fala, da tosse e do
espirro que, por sua vez, podem ser inalados e causar infecdes (Edwards et al., 2021;
Stadnytskyi et al., 2020).

A transmissdo direta ocorre maioritariamente através de aerossois e goticulas

contaminados (Tabatabaeizadeh, 2021). Os aerossois sdo particulas inferiores a 5 um de
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diametro (Tabatabaeizadeh, 2021). Por oposi¢do, particulas com diametro superior
designam-se goticulas respiratdrias (Tabatabaeizadeh, 2021).

Mittal, Ni e Seo (2020) demonstraram os possiveis mecanismos de transmissao
do SARS-CoV-2 e concluiram que os aerossois conseguem ficar suspensos no ar por
periodos mais longos que as goticulas e serem expelidos para locais mais distantes
como mostra a figura 14 (R. Mittal et al., 2020). Assim sendo, considera-se que a
transmissdo por goticulas ocorre através de contactos proximos ndo protegidos com
individuos infetados, isto é, at¢é um metro de distancia. Porém, ndo € mutuamente
exclusiva da transmissao por aerossois (Tabatabaeizadeh, 2021). Adicionalmente,
Lednicky et al. (2020) isolaram aerossois contaminados com SARS-CoV-2 a partir de
amostras do ar de distdncias superiores a dois metros de um doente infetado com
COVID-19 (Lednicky et al., 2020). No entanto, permanece desconhecida a dose minima

necessaria de particulas virais para infetar um individuo.

Aerossois (<5 um)

Goticulas respiratorias
{ =5-10 um)

5.

Figura 14 - Transmissdo aérea de particulas. Os aerossois (particulas inferiores a cinco
micrometros) ficam suspensos no ar por periodos mais longos que as goticulas respiratorias
(particulas superiores a cinco micrometros) ¢ expelidos para locais mais distantes. Adaptado
de Tabatabaeizadeh, 2021

Atualmente, medidas que se baseiam no distanciamento fisico superior a dois
metros, no uso correto de mdscara, na limitagcio do numero de pessoas em locais
fechados e com boa ventilagdo levaram a uma diminui¢do da transmissdao de

SARS-CoV-2 por esta via.
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2.4.2.  Transmissdo indireta

Para além da transmissdo direta, 0 SARS-CoV-2 pode ser transmitido através do
contacto com objetos e superficies contaminados seguido do toque no rosto, olhos, boca
ou nariz (Onakpoya et al., 2021).

Vérios estudos mediram a viabilidade do SARS-CoV-2 em superficies
(Doremalen et al., 2020; Pastorino et al., 2020). Os resultados demonstraram que este
virus € capaz de permanecer infecioso durante longos periodos (um a sete dias) em ago
inoxidavel, plastico e vidro (Doremalen et al., 2020; Pastorino et al., 2020). Por outro
lado, pode permanecer viavel durante periodos mais curtos (algumas horas até¢ dois dias)
em superficies de papel e cartdo (Doremalen et al., 2020), porém a sua viabilidade esta
dependente de fatores como a humidade e temperatura (Boone & Gerba, 2007).

No que concerne a transmissao indireta em locais como hospitais e centros de
satde, Gongalves et al (2021) destaca o facto do ARN viral ser frequentemente detetado
nas superficies desses locais (Gongalves et al., 2021). No entanto, a maioria dos estudos
ndo inclui ensaios de infecciosidade viral, uma vez que requer cultura de células em
laboratdrios de biosseguranca de nivel 3 (Kaufer et al., 2020).

Até a presente data, o risco de transmissao por esta via ainda nao ¢ totalmente
conhecido e depende de varios fatores como a concentracdo viavel de virus numa
determinada superficie, a viabilidade do SARS-CoV-2 ao longo do tempo e a
quantidade minima necessaria que tem de ser transmitida aquando do toque na boca,
olhos ou nariz para que cause infecdo (Onakpoya et al., 2021). Porém, varias diretrizes
internacionais recomendam boas praticas de higiene para reduzir a propagagao do virus,
tais como a lavagem regular das maos e a limpeza e desinfecdo de superficies passiveis

de serem contaminadas.

2.5. Patogénese da infecao

2.5.1. A infe¢ao em humanos

Um dos principais problemas da COVID-19 ¢ a multiplicidade de sintomas e
manifestagdes que os doentes podem apresentar, variando desde uma infec¢do
assintomatica até doenga grave e morte. Alguns dos principais fatores que contribuiram

para a inesperada velocidade de transmissdo e disseminagdo da pandemia foram a
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elevada mobilidade mundial e o longo periodo de janela infecioso antes do inicio de
sintomas (Azkur et al., 2020).

Viérios estudos epidemioldgicos revelaram que o periodo de incubagdo do
SARS-CoV-2 varia entre 1 a 14 dias e que 95% dos individuos sintomaticos manifestam
sintomas até¢ 14 dias apos a exposicao (Bi et al., 2020; Jin et al., 2020). No entanto, as
cargas virais de infegdes assintomaticas e sintomaticas podem ser semelhantes (Arons et
al., 2020; Kimball et al., 2020).

De acordo com o Centers for Disease Control and Prevention (CDC), qualquer
pessoa pode apresentar sintomas leves a graves. Alguns dos sintomas mais
comummente descritos de COVID-19 sdo tosse, febre, mialgia, dispneia e cefaleia.
Sintomas como diarreia, nduseas e dor de garganta sao menos frequentes (Abd El-Aziz
& Stockand, 2020). Em casos graves, a infe¢cdo por SARS-CoV-2 pode levar a sindrome
de disfun¢do respiratoria aguda (ARDS, acute respiratory distress syndrome) e a
manifestagdes extrapulmonares, como lesdo renal aguda e trombose (G. Chen et al.,
2020; Robbins-Juarez et al., 2020). Além disso, sintomas como anosmia ¢ disgeusia
tém-se tornado cada vez mais frequentes (figura 15) (Brann et al., 2020; Butowt & von

Bartheld, 2020).

Sintomas de COVID-19

Sintomas comuns Possiveis complicacies

Cefaleia ‘o @ D Febre
Irritagdo nasal e :
Tosse seca e dor de garganta
Dispneia
Fadiga e mialgia )
Pneumonia

Hemoptise

Diarreia severa

Figura 16 - Sintomas da COVID-19. Alguns dos sintomas mais comuns estdo representados com a cor
preta. Algumas das possiveis complicagdes estdo representadas a vermelho. Adaptado de Abd El-Aziz &
Stockand, 2020

33



Estratégias terapéuticas da COVID-19: uma abordagem molecular

Viérios fatores de risco t€m sido associados a um aumento da gravidade da
doenga, como por exemplo, obesidade, diabetes e doenca renal (Cai et al., 2020; Henry
& Lippi, 2020; Kumar et al., 2020). Embora atualmente os mecanismos permanegam
desconhecidos, a obesidade pode provocar uma resposta atenuada do IFN-I em
individuos obesos (Honce et al., 2020). Igualmente, doencas cardiovasculares, incluindo
hipertensdo, doenga cardiaca congénita e doenga coronaria, t€ém sido associadas nao sé a
doenga grave, como também a exacerbacdo de condic¢des pré-existentes no periodo pos-
recuperagao (Tan & Aboulhosn, 2020; F. Zhou et al., 2020). Outro dos fatores de risco
que contribui para a severidade da COVID-19 ¢ a idade. Por um lado, as pessoas idosas
tém maior probabilidade de desenvolver doengas graves, incluindo ARDS, durante a
infe¢do por SARS-CoV-2 (C. Wu et al., 2020). Por outro, criangas e adolescentes
diagnosticados com COVID-19 aparentam ter sintomas mais leves e resultados mais

favoraveis do que em adultos (Mehta et al., 2020; Raschetti et al., 2020).

2.5.2.  Efeitos da infe¢do na enzima conversora de angiotensina 2

A ACE2 ¢ uma proteina transmembranar que atua como recetor das proteinas S
presentes a superficie dos coronavirus (Xiantian et al., 2020). Além disso, a sua fungao
fisiologica assume um papel fundamental na progressdao da COVID-19, uma vez que as
c€lulas epiteliais pulmonares expressam a ACE2 e sdo o principal alvo dos coronavirus
(Rothan et al., 2020).

Um dos efeitos da infe¢cdo por SARS-CoV-2 ¢ a diminui¢do da expressdo de
ACE2 na membrana da célula infetada, podendo agravar o prognostico da doenga
(Mortaz et al., 2020). Este processo deve-se sobretudo a internalizacdo da ACE2
aquando do processo de endocitose apds ocorrida a ligagdo da proteina S ao respetivo
recetor, resultando num aumento dos niveis séricos de Ang II (Ilona Glowacka et al.,
2010; Kuba et al., 2005). Os resultados de diversos estudos indicam que a liga¢do da
proteina S do SARS-CoV ao respetivo recetor diminui a fungdo protetora da ACE2 e
dai resulta uma acumulagdo de Ang II (Kuba et al., 2005). O facto do SARS-CoV e do
SARS-CoV-2 utilizarem o mesmo recetor para entrar na célula hospedeira (R. Lu et al.,
2020), leva a presumir que os efeitos da infe¢do por ambos possam ser semelhantes. A
consequente desregulacdo no RAS ndo s6 leva a uma maior permeabilidade vascular e
induz les@o pulmonar, assim como também agrava a situagado clinica de individuos com

comorbilidades (Kuba et al., 2005; Rothan et al., 2020).
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Adicionalmente, um outro mecanismo associado a infe¢do por SARS-CoV-2 que
contribui para a diminui¢do das fun¢des da ACE2 esta relacionado com o aumento da
expressdo da A desintegrina ¢ metaloprotease 17 (ADAMI17, A disintegrin and
metalloprotease 17). Esta ¢ uma proteina transmembranar com atividade metaloprotease
dependente de zinco que utiliza a ACE2 como substrato (Patel et al., 2016).
Inicialmente suspeitava-se que esta protease apenas clivava e, consequentemente,
ativava o fator de necrose tumoral alfa (TNF-a, Tumor necrosis factor alpha),
contribuindo para o processo inflamatério. No entanto, atualmente sabe-se que a
ADAMI17 ¢ um fator indispensavel em praticamente todas as fungdes celulares desde a
proliferacdo a migragdo celular, nomeadamente na ativacdo ou inativacdo de citocinas,
fatores de crescimento e respetivos recetores ou ainda moléculas de adesdo (Fan et al.,
2015; Gooz, 2010). A clivagem da ACE2 por parte da ADAMI17 resulta na libertagcdo
do seu ectodominio e, por conseguinte, numa desregulacdo do RAS (figura 16) (Patel et

al., 2016; Shen et al., 2018).

Resposta
imunitaria

Citocinas sistémicas

IL-18 IL-6
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Figura 17 - Papel da enzima conversora de angiotensina 2 (ACE2) na patogénese da coronavirus disease
(COVID-19) e na resposta inflamatdria. TNF- a, fator de necrose tumoral alfa; TNFR, recetor do fator de
necrose tumoral alfa; IL-1p, interleucina 1beta; IL-6, interleucina 6; AT1R, recetor da angiotensina I;
ADAMI17, A desintegrina e metaloprotease 17; Ang II, Angiotensina II; Ang 1-7, angiotensina 1-7;
ACE2, enzima conversora de angiotensina 2; rhACE2, enzima conversora de angiotensina 2
recombinante humana; TMPRSS2, Protease transmembranar serina 2; MasR, recetor Mas; ROS, espécies
de oxigénio reativas. Adaptado de Gheblawi et al., 2020
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Por um lado, o cenério de diminui¢ao da atividade da ACE2 nao permite que as
acoes consequentes da ligagdo da Ang II ao recetor AT1R sejam contrabalangadas pela
conversao desta em Ang 1-7 e todo este processo estd mais desequilibrado em situacdes
em que haja uma infe¢do massiva das células alvo por parte do SARS-CoV-2. Por
outro, ¢ expectavel que a patogénese da infegdo por SARS-CoV-2 ndo se resuma a
desregulacao do RAS, uma vez que uma imensa contribuicdo para os casos graves de

COVID-19 ¢ dada por uma “tempestade de citocinas” (F. Zhou et al., 2020).

2.5.3. O processo inflamatorio associado a infegdo

A transmissdo e a severidade da COVID-19 parecem estar relacionadas com a
carga viral que atinge o TRS e o trato respiratorio inferior (TRI), respetivamente (Cevik
et al., 2021). A suscetibilidade a entrada do virus ¢ explicada pelo facto de células
epiteliais do TRS apresentarem elevada expressdao da ACE2 (H. Xu et al., 2020; F. Zhou
et al., 2020). Inicialmente, as proteinas S distribuidas uniformemente a superficie do
virus irdo interagir com as células epiteliais e, apos esta ligagdo, a TMPRSS2,
localizada na membrana das células hospedeiras, ira promover a entrada do virus (M. Y.
Wang et al., 2020). Apds propagar-se e multiplicar-se pelo TRI, o SARS-CoV-2 alcanca
o epitélio bronquico e as células alveolares, nomeadamente, os pneumocitos tipo II, que
expressam a ACE2 e a TMPRSS2. Nas formas moderadas a graves de COVID-19,
ocorre uma intensa replicagdo viral nos pulmdes, desencadeando respostas imunes
locais e sistémicas (M. Y. Wang et al., 2020). Através da andlise das lesdes pulmonares
¢ possivel verificar alteracdes patoldgicas, degeneragdo e hiperplasia consequentes da
resposta inflamatoria que ocorre com a progressao da doenca (Li et al., 2020).

Em certos casos, a doenga desencadeia uma condi¢do hiperinflamatoria que esta
associada a um comprometimento da resposta imunitaria e € geralmente responsavel
pela fatalidade da COVID-19 (Coperchini et al., 2020). A esta condi¢do deu-se o nome
“tempestade de citocinas” ou cytokine storm e caracteriza-se pela elevada quantidade de
citocinas pro-inflamatorias e quimiocinas que sdo produzidas face a uma resposta imune
desregulada com subsequente faléncia multiorganica (Mulchandani et al., 2021). Vérios
estudos sugerem que o nivel de reatividade da resposta imunitaria ¢ significativamente
maior em individuos infetados com doenga grave em comparacdo com doentes que
manifestam sintomas de doencga leve (G. Chen et al., 2020; T. Liu et al., 2020). Para

além dos elevados niveis de citocinas circulantes, este estado esta relacionado com
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linfopenia grave, trombose e infiltragdo de células mononucleares em diversos 6rgaos
(Merad & Martin, 2020). A monitorizacdo de diversos biomarcadores, como por
exemplo, de proteina C-reativa (PCR), lactato desidrogenase (LDH), ferritina e de
citocinas podera ser utilizada para determinar a severidade da COVID-19, uma vez que
os niveis séricos destes biomarcadores aumentam com a progressao da doenca (Bhaskar
et al., 2020).

Devido a tratar-se de um virus desconhecido, é necessiria uma melhor

compreensdo da patogénese associada a COVID-19 com o objetivo de prevenir e evitar

a progressao para doencga grave.

2.5.4.  Imunopatogénese inflamatoria

O espectro de apresentacdo clinica da COVID-19 ¢ amplo e pode variar desde
infecdo assintomdtica até pneumonia viral grave com insuficiéncia respiratdria,
disfungdo de multiplos 6rgdos e morte (Azkur et al., 2020). Estudos indicam que a
progressdo da COVID-19 esta diretamente relacionada com a carga viral que atinge os
alvéolos pulmonares (Yu et al., 2020).

Individuos com doenga ligeira a moderada podem mostrar sinais de recuperagao
apds a primeira semana de infe¢do, porém alguns podem permanecer com sintomas ou
até piorar (Machhi et al., 2020). Nos casos severos surgem sinais de emergéncia,
incluindo dificuldade respiratéria devido a pneumonia, sendo a progressao para ARDS a
principal caracteristica clinica de doentes criticos. Esta condi¢do impede que as trocas
gasosas sejam corretamente realizadas e, fisiopatologicamente, os pulmdes sofrem
danos tecidulares que levam a hipoxia com consequente falha multiorganica (N. Chen et
al., 2020; Sun et al., 2020).

Quando o virus atinge os pulmdes, as células epiteliais alveolares e macrofagos
alveolares utilizam recetores de reconhecimento de padroes (PRRs, pattern recognition
receptors) que reconhecem padroes moleculares associados a agentes patogénicos
(PAMPs, pathogen-associated molecular patterns) virais, isto €, moléculas que
habitualmente ndo se encontram nas células hospedeiras, como por exemplo, estruturas
do genoma viral e adenosina trifosfato (ATP) (Tay et al., 2020).

Segue-se uma inflamagdo local que envolve a secrecdo de citocinas pro-
inflamatérias e quimiocinas, nomeadamente interleucina 6 (IL-6), interleucina 8 (IL-8),

interleucina 10 (IL-10), TNF-a, fator estimulador de colonias de granuldcitos-
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macrofagos (GM-CSF, granulocyte-macrophage colony-stimulating factor), proteina 10
induzida pelo interferdo-gama (IP10, interferon gamma-induced protein 10), proteina 1
quimioatratora de monocitos (MCP-1, monocyte chemoattractant protein-1) e proteina
inflamatéria de macréfagos 1 alfa (MIP1a, macrophage inflammatory protein 1 alpha)
(Huang et al., 2020). Consequentemente, hd um recrutamento de mondcitos e linfocitos
T do sangue para o local infetado (Tian et al., 2020; Z. Xu et al., 2020).

A maioria dos individuos infetados desenvolve uma resposta antiviral adequada
e os doentes acabam por recuperar. Porém, em alguns doentes ocorre uma resposta
imunologica disfuncional, que desencadeia uma “tempestade de citocinas” que causa
uma inflamagdo pulmonar generalizada (Tay et al., 2020). Estudos demonstram que
doentes internados apresentam niveis plasmaticos mais elevados de GM-CSF, IP10,
MCP-1, MIPla e TNF-a em comparagdo com doentes ndo internados (Huang et al.,
2020). Além disso, varios fatores pro-tromboticos encontram-se aumentados em doentes
com COVID-19 desde o inicio da doenga ¢ o seu aumento esta correlacionado com a
progressdo da doenga (Ranucci et al., 2020; Tang et al., 2020). Adicionalmente, os
niveis de IL-6 aumentam também com a progressdao da doenca e estdo relativamente
mais elevados em individuos que acabam por nao sobreviver (F. Zhou et al., 2020).

Todos estes fatores podem culminar na destruicdo da membrana pulmonar que,
consequentemente, ndo s6 aumenta a permeabilidade do endotélio, resultando em edema
e hipoxemia, como leva a libertagdo de virus e PAMPs para a corrente sanguinea
(Hiraiwa & van Eeden, 2014). A disseminagdo sistémica de citocinas e quimiocinas,
nomeadamente TNF-a e IL-6 pode atingir diversos orgaos, levando a faléncia dos
mesmos (Moore & June, 2020; C. Zhang et al., 2020). Clinicamente, estas alteragdes

patoldgicas manifestam-se como ARDS (Q. Liu et al., 2016).

2.5.5. Resposta imune contra o SARS-CoV-2

Ap6s replicacdo viral dentro da célula hospedeira, o SARS-CoV-2 ¢ reconhecido
pelo sistema imunitério inato do hospedeiro que, consequentemente, ativa linfocitos T e
células dendriticas. O reconhecimento do ARN viral ocorre principalmente no
compartimento endossomal e citosolico por duas classes de PRRs, designados recetores
tipo Toll (TLRs, Toll-like receptors) e recetores RIG-I-like (RLRs, RIG-I-like

receptors), respetivamente.
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A resposta por interferdo (IFN) constitui a principal linha de defesa contra virus
(Park & Iwasaki, 2020). O reconhecimento de infe¢des virais por sensores imunes
inatos ativa a resposta de IFN-I e interferdo tipo III (IFN-IIT). Ambos estabelecem um
estado celular de resisténcia viral, bem como ativam respostas imunes adaptativas aos
virus (Ivashkiv & Donlin, 2014). A ativagdo da via sinalizacdo de IFN-I, em particular,
pode ser lesiva devido aos seus efeitos sistémicos e pro-inflamatorios (Ivashkiv &
Donlin, 2014).

Uma vez que o SARS-CoV-2 se replica no citoplasma, pode ser reconhecido por
sensores de ARN citosolico, nomeadamente o gene I induzivel com acido retindico
(RIG-1, Retinoic acid-inducible gene I) e a proteina 5 associada a diferenciagdo de
melanoma (MDAS, Melanoma differentiation-associated protein 5) (Park & Iwasaki,
2020). Na auséncia destes sensores, a indu¢ao de IFNs ¢é suprimida (J. Li et al., 2010). A
secre¢cdo de IFN-I e IFN-III induz a expressdo de genes estimulados por interferdo
(ISGs, interferon-stimulated genes) através da via de sinalizagdo Janus quinase-sinal
transdutor e ativador da transcricdo (JAK-STAT, Janus kinase-signal transducer and
activator of transcription), de modo a atingir um estado de resisténcia viral intrinseco
da célula hospedeira (Park & Iwasaki, 2020).

Um dos potenciais alvos terapéuticos a “tempestade de citocinas” passa pelo
bloqueio da via de sinalizagdo JAK-STAT, uma vez que a producdo de algumas
interleucinas (ILs) depende dela. A utilizagdo de baricitinib mostrou resultados
promissores em conjunto com terapéutica antiviral, uma vez que conseguiu inibir
seletivamente a Janus quinase 1 (JAK 1, Janus kinase 1) e a Janus quinase 2 (JAK 2,
Janus kinase 2), reduzindo os efeitos inflamatorios da IL-6 pela via de sinalizacdo JAK-
STAT (Cantini et al., 2020). Além disso, a utilizacdo de farmacos inibidores da
producdo de IL-1 e IL-6 representam outra potencial estratégia terapéutica,
nomeadamente a utilizagdo de anakinra e tocilizumab (Favalli et al., 2020; Gabay,
2006).

Por outro lado, moléculas como o TLR3, TLR4, TLR7 e o TLRS sdo necessarias
para a protecdo contra coronavirus (Park & Iwasaki, 2020). Varios estudos revelam a
importancia destas moléculas, pelo que a sua auséncia resulta numa maior
suscetibilidade da célula hospedeira ser infetada, numa eliminagao viral retardada e num
maior dano pulmonar (Totura et al., 2015; J. Zhao et al., 2014). Através destes TLRs a
cascata de sinalizacdo mediada por fatores de transcri¢do do fator nuclear kB (NF-kB,

Nuclear factor kappa B) ¢ ativada e leva a produgdo de citocinas pro-inflamatdrias e
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quimiocinas, como IL-1, IL-6 e TNF-a. Todo este processo de resposta por parte do
sistema imunitario est4 representado na figura 17.

No entanto, os coronavirus permanecem altamente patogénicos devido a
possuirem mecanismos virais que evitam e suprimem a resposta de IFNs (Park &
Iwasaki, 2020). Diversos estudos demonstraram que a infegdo por SARS-CoV-2 limita
a resposta de IFN-I e de IFN-III, enquanto induz genes de citocinas pré-inflamatorias e

quimiocinas (Blanco-Melo et al., 2020).
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Figura 18 - Infe¢@o por SARS-CoV-2 e respetivo reconhecimento pelo sistema imunitario. TLR3, recetor
Toll-like 3; TLR4, recetor Toll-like 4; TLR7, recetor Toll-like 7; TLRS, recetor Toll-like 8; RIG-I, gene I
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tipo I; IFN-III, interferdo tipo III; ISG, gene estimulado por interferdo; JAK-STAT, via de sinalizagdo
Janus quinase-sinal transdutor e ativador da transcri¢do. Apds reconhecimento do SARS-CoV-2 por
varios recetores (TLR3, TLR4, TLR7, TLRS8, RIG-I ¢ MDAS) ocorre uma producao de citocinas pro-
inflamatorias e de IFN-I e IFN-III de forma a combater a infe¢do por SARS-CoV-2. Adaptado de Park &
Iwasaki, 2020
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3. POTENCIAIS ALVOS TERAPEUTICOS IDENTIFICADOS
3.1. Interacdo entre a proteina S e a ACE2

A compreensdo do modo como o SARS-CoV-2 infeta as células humanas ¢ uma
prioridade para conter a sua disseminagdo. A interagdo entre a GpS com o seu respetivo
recetor € a consequente fusdo com a membrana celular vao ser determinantes na eficacia
da infegdo e da transmissao do virus (Xia et al., 2020).

Como referido anteriormente, a proteina S ¢ estruturalmente composta por trés
S1 que participam na ligacao ao recetor e trés S2 que estdo envolvidas na fusdo do
involucro viral com a membrana da célula (Gorkhali et al., 2021; M. Y. Wang et al.,
2020). O mecanismo de entrada na célula do SARS-CoV-2 tem sido amplamente
estudado e o inicio do ciclo replicativo estd dependente de varias proteases celulares.
Por um lado, em consequéncia da clivagem por parte de proteases Furin-like no local
S1/S2, h4 um aumento da afinidade da S1 para o recetor ACE2 e, por conseguinte,
promovem a ligacdo do virus a célula (Hoffmann et al., 2020a). Por outro, para que a
entrada do virus na célula ocorra eficientemente ¢ necessario que a S2 seja clivada no
local S2°, de modo a que se torne fusogenicamente competente. Esta segunda clivagem
pode ser mediada por uma protease plasmatica da célula designada TMPRSS2 ou, em
alternativa e adicionalmente a esta, por proteases endossomais, nomeadamente por
intermédio da Catepsina B e da Catepsina L (Belouzard et al., 2012).

A definicdo do mecanismo de entrada do virus permite que sejam desenvolvidas
estratégias com o objetivo de preveni-lo e uma das hipdteses criadas com esse intuito
baseou-se na inibi¢do das trés proteases anteriormente referidas. Por um lado, estudos in
vitro demonstraram que o SARS-CoV-2 depende maioritariamente da atividade
proteolitica da TMPRSS2 para entrar na célula e que a sua inibi¢cdo ¢ suficiente para
prevenir a entrada do virus em células pulmonares (Hoffmann, Kleine-Weber,
Schroeder, et al., 2020; Shang et al., 2020). Por outro lado, a inibi¢do desta protease
podera reduzir o tropismo do SARS-CoV-2 e aumentar as respostas imunes antivirais
do hospedeiro (Glowacka et al., 2011; Matsuyama et al., 2020). Adicionalmente,
estudos indicam que apenas a atividade da TMPRSS2 ¢ crucial para a replicagdo e
patogénese viral, contrariamente a atividade dispensavel da Catepsina B e Catepsina L
(figura 18) (Iwata-Yoshikawa et al., 2019). Desta forma, torna-se pertinente a avaliagcdo
de inibidores da TMPRSS2 em ensaios clinicos randomizados, uma vez demonstrada a

sua atividade antiviral (Hoffmann et al., 2020b; Yamamoto et al., 2016).
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Figura 19 - Mecanismo de entrada do SARS-CoV-2 na célula hospedeira. TMPRSS2, Protease
transmembranar serina 2. Adaptado de Shamsi et al., 2021

Adicionalmente, foi demonstrado que a infecdo por SARS-CoV-2 ¢ suprimida
através da utilizacao de concentracdes elevadas de ACE2 na sua forma soluvel (sACE2,
Soluble angiotensin-converting enzyme 2) (Monteil et al., 2020). Esta ndo possui o
dominio transmembranar mas mantém a atividade enzimatica e liga-se a GpS,
antagonizando a ligacdo da ACE2 (Hong et al., 2009; Kiani et al., 2020). Embora esta
abordagem apresente menor afinidade a proteina S e menor tempo de semivida em
comparacgao com anticorpos especificos (Trougakos et al., 2021), podera servir de base
a produgdo de anticorpos com afinidade ao RBD superior & ACE2, representando outra
estratégia com o intuito de impedir a entrada do virus na célula.

Por fim, uma vez que a proteina S induz a producdo de anticorpos neutralizantes,
¢ um alvo principal para o desenvolvimento de vacinas (Vogel et al.,, 2021). Esta
abordagem tem como objetivo inibir profilaticamente o ciclo replicativo do SARS-
CoV-2, induzindo anticorpos neutralizantes especificos ao virus (Trougakos et al.,
2021). Algumas das vacinas testadas em humanos mostraram resultados promissores
com a indu¢do de anticorpos neutralizantes e de respostas de linfécitos T citotoxicos
(CD8") (Keech et al., 2020; Mulligan et al., 2020). Atualmente, estdo autorizadas quatro
vacinas na Unido Europeia e as suas propriedades antivirais serdo abordadas

posteriormente.
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3.2. Via endocitica e processo de autofagia

O ciclo replicativo de SARS-CoV-2 consiste num conjunto de etapas entre as
quais a fusdo da membrana viral com a membrana da célula hospedeira e posterior
formacdo de endossomas (Y. Chen et al., 2021). Este processo ¢ designado endocitose
e, at¢ a data, ¢ considerada a principal via de entrada dos coronavirus nas células
hospedeiras (Qinfen et al., 2004). Embora os mecanismos de entrada do SARS-CoV-2
ainda ndo tenham sido totalmente compreendidos, varios estudos corroboram que a via
endocitica seja o principal modo de entrada dos coronavirus nas células hospedeiras e
que seja dependente do baixo valor de pH nos endossomas (Yang & Shen, 2020).
Adicionalmente, os lisossomas desempenham uma fun¢do importante no processo de
autofagia, uma vez que degradam o conteido fagocitado por autofagossomas através de
hidrolases (Shen & Mizushima, 2014). Até ao momento, este processo tem sido
largamente investigado no contexto de infe¢des virais e estudos demonstraram que nao
sO esta implicado na replicacdo do SARS-CoV como ainda podera exercer fungdes préd
ou antivirais (Abdoli et al., 2018; Zhao et al., 2007). Deste modo, foram desenvolvidos
varios estudos com o objetivo de compreender as interagdes do processo de autofagia no
ciclo replicativo do SARS-CoV-2 e os resultados obtidos até a data sdo semelhantes aos
alcancados com o SARS-CoV (Brest et al., 2020; Shojaei et al., 2020).

Assim sendo, o desenvolvimento de novos farmacos ou a utilizacao de outros ja
comercializados com o intuito de limitar a propagacdo dos virus através da inibi¢do da
via endocitica e/ou do processo de autofagia poderd representar numa estratégia
terapéutica alternativa ao combate a COVID-19. Um dos exemplos de farmacos que
demonstraram efeitos antivirais in vitro foi a hidroxicloroquina/cloroquina (M. Wang et
al., 2020), porém com resultados controversos in vivo (Kaptein et al., 2020;

Maisonnasse et al., 2020).

3.3. Protease principal

Ap6s o surto de SARS-CoV, o aumento do conhecimento relativamente a
estrutura e fungdes da 3CLP™ dos coronavirus no passado permitiu que esta enzima se
tornasse num dos principais alvos terapéuticos para a descoberta de medicamentos
contra 0 SARS-CoV-2 (Thiel et al., 2003; Ziebuhr, 2004). O facto desta protease clivar

exclusivamente sequéncias polipeptidicas apos um residuo de glutamina, leva-a a ser
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considerada um alvo terapéutico ideal, uma vez que, at¢ a data, ndo sdo conhecidas
proteases nas células hospedeiras humanas que catalizem a mesma reagdo (L. Zhang et
al., 2020a; L. Zhang et al., 2020b). Para além disso, a 3CLP™ revela um papel
fundamental na replicagdo viral, pois cliva a ppla e a pplab em onze locais distintos
(Raj et al., 2021). Consequentemente exerce a sua atividade proteolitica em diversas
NSPs, incluindo a NSP12 com atividade ARN polimerase dependente de ARN (RdRp,
RNA-dependent RNA polymerase) a NSP13 que funciona como helicase (L. Zhang et
al., 2020a). Estas duas ultimas enzimas requerem clivagem proteolitica pela 3CLP™ para
serem funcionais (Thiel et al., 2003). Desta forma, a inibicdo da 3CLP™ impede que
sejam produzidas particulas virais infeciosas e, assim, aliviar os sintomas da COVID-19
(Grum-Tokars et al., 2008).

Atualmente existem virus, como o virus da imunodeficiéncia humana (VIH) e o
virus da hepatite C (VHC), com varios medicamentos aprovados que t€ém como alvos
terapéuticos as respetivas proteases virais (Agbowuro et al., 2018). A utilizacdo de
inibidores das proteases, nomeadamente o atazanivir, o favipiravir e a combinagdo
lopinavir/ritonavir, ja foi testada em ensaios clinicos (Beck et al., 2020; C. Chen et al.,
2020; Hung et al., 2020). A utilizagdo de farmacos pertencentes a esta classe de

antivirais ird ser discutida posteriormente.

3.4. Complexo replicag¢ao-transcricao

A sintese de ARN viral pode ser dividida em duas etapas. Em primeiro lugar, a
replicagdo do genoma dos coronavirus envolve a sintese de uma cadeia negativa de
ARN ndo segmentado de forma a criar um modelo complementar e a sua copia
subsequente em multiplos genomas de ARN de cadeia positiva. Segue-se depois a
transcricdo de ARNs subgenomicos que servirdo como modelos para a traducdo das
proteinas estruturais e acessorias (Baric & Yount, 2000; Pasternak et al., 2006). Este
processo, em comum com outros virus ARN de cadeia positiva, ¢ mediado pela NSP12
que tem uma atividade RdRp, em conjunto com outras enzimas replicativas codificadas
pela ORFlab e que formam o Complexo Replicagdo-Transcricdo (RTC, Replication-
transcription complex) (Subissi et al., 2014). A replicagdo viral tem inicio quando a
NSP12 se liga a extremidade 3’ do genoma para iniciar a sintese da cadeia negativa

(Sola et al., 2015).
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A replicagdo e a transcri¢ao ocorrem no citoplasma das células infetadas e sao
mediadas pelo RTC (Snijder et al., 2020). Este complexo engloba a maioria das NSPs, a
nucleocapside viral e véarias proteinas da célula hospedeira (Robson et al., 2020). As
proteinas virais que t€ém um papel crucial no RTC sao a NSP12, a NSP13, que desenrola
o ARN no sentido 5’-3° formando cadeias unicas de ARN que servirdo de modelo para
a sintese de ARN, e as NSP7 e NSP8, que medeiam a atividade da RdRp (figura 19)
(Sola et al., 2015; Subissi et al., 2014). Estudos indicam que a atividade da NSP13 ¢
aumentada pela interagdo direta com a NSP12, sugerindo que a eficiéncia da sintese de

ARN ¢ melhorada quando ambas interagem entre si (Adedeji et al., 2012).
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Figura 20 - Complexo de replicagdo-transcri¢do do SARS-CoV-2. m7GpppN, ligacdo trifosfato 5°-
5’. As diferentes proteinas ndo estruturais (NSPs) estdo representadas por cores diferentes.
Primeiramente, A NSP13 “desenrola” a dupla cadeia de acido ribonucleico (ARN). Seguidamente,
a NSP12 replica e transcreve o genoma e os acidos ribonucleicos mensageiros subgendomicos
(sgmARNs). A NSP7 e NSP8 garantem normal atividade da NSP12. A NSP10 funciona como
cofator da NSP14 formando um complexo que remove os nucledtidos incompativeis incorporados.
Adaptado de Robson et al., 2020

Devido a natureza intracelular obrigatéria dos virus, torna-se desafiante a
descoberta de farmacos que, por um lado afetem o agente infecioso, mas que por outro
ndo prejudiquem a célula hospedeira. A estratégia de drug-repurposing utilizando
antivirais existentes para combater surtos de coronavirus ¢ amplamente reconhecida
como a estratégia mais rapida para obter tratamentos eficazes (Guangdi Li & De Clercq,
2020). A utilizacao deste tipo de medicamentos que t€ém como alvo a RdRp demonstra
ser uma alternativa terapéutica eficaz, uma vez que existem antivirais que se ligam
fortemente a esta enzima (Elfiky, 2020). Porém, o mecanismo de proofreading, isto &, a

capacidade de remover nucledtidos incompativeis durante a sintese de ARN para
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prevenir ou reparar mutacoes, por parte da NSP14 resultou na resisténcia nativa dos
coronavirus a muitos antivirais com propriedades comprovadas (Denison et al., 2011;
Ferron et al., 2017). Adicionalmente, sendo a NSP14 uma proteina com atividade 3’ 5’
exoribonuclease, esta ¢ importante no processo de replicagdo do SARS-CoV-2, na
medida em que permite uma grande estabilidade da informagdo genética que ¢
caracteristica dos coronavirus (Minskaia et al., 20006).

Os antivirais, nomeadamente da classe dos andlogos dos nucleétidos, exercem o
seu efeito ao incorporarem-se nos genomas virais e, consequentemente inibem a
replicagdo dos virus (Robson et al., 2020). Atualmente, existem alguns agentes
terapéuticos que demonstraram resultados promissores in vitro no combate a infe¢ao por
SARS-CoV-2, designadamente o remdesivir (M. Wang et al., 2020). Para além disso,
este farmaco demonstrou efeitos clinicos favoraveis em individuos infetados com
COVID-19 que progrediram para doenga severa (Beigel et al., 2020; Grein et al., 2020).

Os farmacos que atuam no RTC irdo ser posteriormente abordados.
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4. ABORDAGENS TERAPEUTICAS APLICADAS NA ATUALIDADE

Desde o inicio da pandemia que o tratamento de doentes infetados com
COVID-19 incluiu o controlo de sintomas e¢ comorbilidades associadas a infegdo
causada pelo SARS-CoV-2, nomeadamente através da intervengdo de medidas de
suporte respiratorio ¢ hemodinamico (Abd El-Aziz & Stockand, 2020). O facto de se
tratar de um novo virus e de ndo existirem medicamentos aprovados contra a
COVID-19, desencadeou um forte investimento na investigagdo e desenvolvimento de
novos farmacos (Alexander et al., 2020). Deste modo, devido a elevada necessidade de
se encontrarem solugdes terap€uticas eficazes levou a que se adotassem
maioritariamente estratégias com base no reposicionamento de farmacos existentes ou
drug repurposing. A data da realizagdo deste trabalho, muitas dessas estratégias
utilizam nao s6é medicamentos com agdo antiviral que intervém no ciclo replicativo do
SARS-CoV-2, como também se baseiam em medicamentos que atenuam a resposta
hiperinflamatoria associada a doenga grave (Scavone et al., 2020). Além disso, existem
inimeros ensaios clinicos randomizados a decorrer no momento e ja existem
medicamentos aprovados contra a COVID-19 (Guérin & Maguire, 2020). Este
panorama de evidéncia cientifica em rapida evolugao levou também a descoberta de
medicamentos que ndo exercem qualquer acdo contra o SARS-CoV-2 ou que tém
efeitos nefastos em individuos infetados (Lamontagne et al., 2020).

Nas se¢Oes seguintes sdo abordadas as recomendagdes terapéuticas da OMS

publicadas até ao dia 24 de setembro de 2021.

4.1. Corticosteroides sistémicos

Os corticosteroides sdo um grupo de hormonas produzidas pelo cortex adrenal e
estdo indicados para varias patologias, como por exemplo, asma, eczema e artrite
reumatoide (Wagner et al., 2021). Os farmacos que pertencem a este grupo,
nomeadamente a dexametasona, metilprednisolona e a hidrocortisona, t€ém propriedades
anti-inflamatorias e imunossupressoras quando administrados em doses elevadas
(Barnes, 2006). Este grupo de farmacos pode ser administrado por via oral ou
intravenosa (IV) (Wagner et al.,, 2021). A dexametasona ¢ um dos principais

corticosteroides sintéticos utilizados e esta presente na lista de medicamentos essenciais
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da OMS desde 1977. Dois anos depois, a prednisolona entrou também para essa lista
(Persaud et al., 2019).

Tendo em conta o conhecimento das infe¢des causadas pelos SARS-CoV e o
MERS-CoV, no inicio da pandemia da COVID-19 o uso de corticosteroides sistémicos
ndo era recomendado devido aos seus efeitos imunossupressores, podendo agravar o
estado clinico dos doentes (Arabi et al., 2018; N. Lee et al., 2004). No entanto, foi
proposto que este grupo de hormonas pudesse ser clinicamente eficaz em casos severos
e criticos de COVID-19. Atualmente, dado o estado hiperinflamatério desta doenga, as
abordagens imunomoduladoras, incluindo os corticosteroides, continuam a ser avaliadas
para tratar a ARDS e a inflamacdo sistémica que a caracteriza (Lamontagne et al.,
2020).

Acredita-se que doentes infetados pelo SARS-CoV-2 tenham uma resposta
imunodeficiente e, consequentemente desenvolvam uma inflamag¢do local
fisiopatologicamente caracteristica de insuficiéncia respiratdria (Schulte-Schrepping et
al., 2020). Caso o estado clinico destes individuos agrave, ocorre uma resposta
inflamatoéria sistémica através da libertagdo excessiva de citocinas pré-inflamatérias e
quimiocinas, podendo levar a lesdo pulmonar com desenvolvimento de ARDS (Wagner
et al., 2021). Uma vez que os corticosteroides sistémicos possuem agdes anti-
inflamatorias potentes, podem prevenir ou diminuir os efeitos da reagdo inflamatoria

nos doentes através do controlo da libertagdo de citocinas (Villar et al., 2020).

4.1.1.  Mecanismo de a¢do

Os glucocorticoides tém como alvo terapéutico as células mieloides,
nomeadamente macrdofagos, mondcitos, células dendriticas e granuldcitos. Além disso,
exercem agdes em linfocitos, nomeadamente CDS8", linfocitos T helper 1 (Thl),
linfécitos T helper 2 (Th2), linfocitos T helper 17 (Thl7) e células B (Cain &
Cidlowski, 2017; Heming et al., 2018). A a¢do deste grupo de medicamentos reprime a
maturagdo, diferencia¢do e a proliferagdo de subtipos de leucdcitos, principalmente de
células dendriticas, eosinofilos e basofilos (Boumpas et al., 1993). Adicionalmente
inibem a ativacdo de células B e a libertacdo de imunoglobulinas (Cupps et al., 1985).

Os glucocorticoides exercem igualmente uma acdo anti-inflamatoria ao
estimularem a sintese e libertagdo de proteinas anti-inflamatorias e ao inibirem proteinas

pro-inflamatérias (Annane, 2021). Este grupo de hormonas, apos ligarem-se ao seu
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recetor e este ser ativado, reprime a expressao de genes pro-inflamatorios.
Consequentemente, a expressdo do fator regulador 3 de interferdo (IRF3, interferon
regulatory factor 3) presente na producdo de interferdes ¢ inibida (Ogawa et al., 2005;
Reily et al., 2006). Além disso, suprimem a produgdo de citocinas pro-inflamatorias e
de quimiocinas, nomeadamente de interleucina 2 (IL-2), interleucina 4 (IL-4),
interleucina 5 (IL-5) e de interleucina 13 (IL-13) (Cain & Cidlowski, 2017; Heming et
al., 2018).

O aumento de citocinas pré-inflamatérias ndo sé estd diretamente relacionado
com a severidade da COVID-19, como a elevacao dos niveis de interleucina 6 (IL-6) e
TNF-a aumentam o risco de morte por COVID-19 (Del Valle et al., 2020). Uma vez
que os glucocorticoides interferem na sintese destas moléculas, a sua agdo anti-
inflamatéria poderd diminuir o estado hiperinflamatério caracteristico de um nivel
excessivo de citocinas, controlando a rea¢do do sistema imunitario de individuos

infetados com COVID-19.

4.1.2.  Aplica¢do na COVID-19

De acordo com as diretrizes publicadas até ao dia 24 de setembro de 2021 da
OMS relativas as terapéuticas para a COVID-19, o uso de corticosteroides sistémicos
esta recomendado para doentes com COVID-19 grave e critica, em detrimento da nao
utilizagdo deste conjunto de farmacos nos grupos de pessoas anteriormente referidos.
Esta recomendagdo baseia-se nos resultados obtidos em &8 ensaios clinicos
randomizados que avaliaram os efeitos dos glucocorticoides em oposicao a aplicacao de
cuidados de rotina na COVID-19 (dexametasona administrada numa dose diaria de 6
mg, oral ou IV, em oposigdo a aplicagdo de cuidados de rotina durante 10 dias). Neste
estudo participaram 6425 doentes, dos quais 2104 foram submetidos ao tratamento com
dexametasona. Os resultados deste ensaio demonstraram que a dexametasona contribuiu
para a reducdo de 8,7% na mortalidade em 28 dias de doentes criticos € em 6,7% de
doentes com COVID-19 grave, quando comparados com doentes que apenas haveriam
recebido medidas de suporte respiratorio € hemodinamico (The RECOVERY
Collaborative Group, 2021). Além disso, a dexametasona reduziu de uma forma geral a
mortalidade em 28 dias em 3,3% em doentes com COVID-19 severa ou critica (The
RECOVERY Collaborative Group, 2021). Estes dados sugeriram também que os

corticosteroides ndo estdo associados a um risco elevado de efeitos adversos, embora
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aumentem a incidéncia de hiperglicemia e hipernatremia (The RECOVERY
Collaborative Group, 2021). Importa referir que esta recomendag¢do ndo se aplica a
utilizagdo deste grupo de firmacos por via transdérmica ou inalatdria, como profilaxia
ou em regimes terapéuticos de longa duracao.

Adicionalmente, a OMS nao recomenda a utilizagdo de corticosteroides em
individuos com COVID-19 ndo grave, uma vez aumentaram em 3,9% a mortalidade em
28 dias neste subgrupo populacional. Esta recomendagdo aplica-se a individuos com
doenca nao grave, independentemente do seu estado de hospitalizagdo em que
normalmente ndo necessitam de suporte respiratorio ou cuidados intensivos. Caso a
situacdo clinica destes doentes piore, isto €, a frequéncia respiratéria aumente ou em
casos de hipoxemia, deve ser iniciado regimes com corticoterapia. Nao obstante, a OMS
reforca que nos doentes com COVID-19 ndo grave e previamente tratados com

corticosterodides sistémicos nao deve ser interrompido o regime terapéutico referido.

4.2. Remdesivir

O remdesivir ¢ um pro-farmaco que foi desenvolvido pela Gilead Sciences para
combater o virus Ebola e o virus Marburg (Siegel et al., 2017). Tem um espectro de
atividade amplo contra virus, na medida em que € ativo contra filovirus, paramixovirus
e coronavirus, incluindo o SARS-CoV e o MERS-CoV (Choy et al.,, 2020). O
remdesivir pertence a classe dos andlogos de nucledtidos e interfere na fungdo da RdRp,
reduzindo a replicagdo de ARN viral (EMA, 2020).

Vérios estudos in vitro mostraram que este pro-faArmaco consegue inibir a
replicagdo do SARS-CoV e do MERS-CoV em células epiteliais das vias aéreas
humanas e a sua atividade in vivo sugere ter potencial profilatico (Sheahan et al., 2017).
O remdesivir foi também utilizado durante o surto do virus Ebola que ocorreu entre
2014 ¢ 2016 na Africa Ocidental e mostrou resultados promissores in vivo (Warren et
al., 2016). Adicionalmente, o seu uso melhorou os prognésticos da doenca e reduziu as
cargas virais em ratos e em macacos rhesus infetados com SARS-CoV e SARS-CoV-2,
respetivamente (Sheahan et al., 2017; Williamson et al., 2020). Posteriormente, estudos
in vivo demonstraram que os efeitos deste pro-farmaco sdo melhores em comparagao
com alguns antivirais, nomeadamente a ribavirina ou a combinagdo lopinavir/ritonavir

(Sheahan et al., 2020).

50



Desenvolvimento

Mais recentemente, o primeiro doente diagnosticado e confirmado com
COVID-19 nos Estados Unidos da América foi tratado com remdesivir por via IV e a
sua condi¢do clinica melhorou significativamente nas vinte e quatro horas seguintes a
administracao, sem efeitos adversos observaveis (Holshue et al., 2020). Em outubro de
2020, apesar da limitada evidéncia de resultados, a Food and Drug Administration
(FDA), aprovou a utilizacdo deste tratamento em doentes hospitalizados com
COVID-19 (Lamb, 2020). Atualmente, o remdesivir estd indicado para doentes
infetados com COVID-19 em adultos e adolescentes (com pelo menos 12 anos e no
minimo 40 kg de peso corporal) com pneumonia que requerem administracao

suplementar de oxigénio (EMA, 2020).

4.2.1. Mecanismo de a¢do

Durante o processo de elongacdo do ARN, o nucledtido presente na cadeia 3’-
terminal do ARN reside no local -1 e o substrato do nucledtido de ATP liga-se ao local
+1 adjacente. A incorporagdo catalitica deste nucleotido desencadeia a translocagdo do
ARN e deixa o local +1 livre para a ligacdo da proxima molécula de ATP que
posteriormente ¢ inserida na cadeia de ARN (Kokic et al., 2021).

O remdesivir € um pro-farmaco do nucledtido de adenosina que ao ser
metabolizado nas células hospedeiras transforma-se na sua forma ativa, designada
remdesivir trifosfato (RTP, remdesivir triphosphate). O facto de o RTP ser
estruturalmente semelhante ao substrato natural da RdRp, isto é, da molécula de ATP,
confere-lhe a capacidade de competir eficazmente com a mesma (Figura 20). Estudos
bioquimicos demonstraram que a RdRp utiliza a forma ativa do remdesivir como
substrato, levando a incorporagdo de remdesivir monofosfato (RMP, remdesivir
monophosphate) na cadeia de ARN (Gordon et al., 2020a; Gordon et al., 2020b; Q.
Wang et al., 2020). Seguidamente, o RMP bloqueia a a¢do da RdRp e, por conseguinte,
leva ao atraso da terminacdo da cadeia viral durante a replicacdo do ARN (Siegel et al.,
2017). O resultado deste processo culmina na incorporacdo de mais trés nucledtidos na
cadeia de ARN antes de estagnar (Gordon et al., 2020a; Gordon et al., 2020b; Q. Wang
et al., 2020). Este mecanismo de inibicdo da sintese de ARN ¢ especifico dos
coronavirus, uma vez que estudos demonstraram que a RdRp do virus Ebola tem a
capacidade, antes de a sua agdo ser inibida, de adicionar cinco nucledtidos na cadeia de

ARN ap6s a incorporacdo de RMP (Tchesnokov et al., 2019).
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Assim sendo, a utilizacdo de remdesivir podera representar uma possivel
estratégia terapéutica contra o SARS-CoV-2, uma vez que, para além da seletividade
demonstrada pela RdRp para o RTP em detrimento da molécula de ATP, a presenca de
RMP na cadeia de ARN compromete a eficiéncia de incorporacao do nucledtido natural
complementar e, por conseguinte, a sintese de ARN viral ¢ inibida (Gordon et al.,

2020b).

Sintese de ARN

Figura 21 - Mecanismo de ag¢do do Remdesivir. (1) o complexo azul representa o complexo de replica¢do-
transcricdo, os circulos verdes representam os residuos da priming strand e os circulos incolores
representam os residuos da cadeia molde de ARN. (2) competicdo entre o remdesivir trifosfato e a
molécula de ATP opostos ao nucleétio uracilo (U) na cadeia molde de ARN. O circulo vermelho
representa o nucleétido incorporado no local +1. (3) inibigdo da sintese ARN ap0s a incorporagado de trés
novos nucledtidos. (4) a inibigdo da sintese de ARN pode ser superada na presenga de elevadas
quantidades de nucleo6tidos. ATP, adenosina trifosfato; RTP, remdesivir trifosfato. Adaptado de Gordon
et al., 2020b
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4.2.2. Aplicagao na COVID-19

Tendo em conta as diretrizes publicadas até ao dia 24 de setembro de 2021 da
OMS relativas as terapéuticas para a COVID-19, a administracdo de remdesivir, para
além dos cuidados habituais de suporte clinico, nao ¢ recomendada independentemente
da gravidade da doenga. Esta recomendacdo baseou-se nos resultados de 4 ensaios
clinicos randomizados com um total de 7 333 participantes hospitalizados com COVID-
19. A falta de evidéncias de que este pro-farmaco melhorou os resultados dos doentes,
nomeadamente na redug¢do da mortalidade aos 28 dias, necessidade de ventilagao
mecanica ¢ do tempo para melhoria do estado clinico levaram a nao recomendacgdo da
sua utilizagdo. Porém, estes resultados nao indicam que o remdesivir seja ineficaz em
reduzir a mortalidade aos 28 dias (Lamontagne et al., 2020). Deste modo, estudos
futuros devem fornecer dados adicionais sobre a eficdcia e a seguranca do remdesivir,
especialmente para diferentes subgrupos populacionais, uma vez que em nenhum dos
ensaios clinicos randomizados foram incluidos criancas e adolescentes com idade
inferior a 19 anos de idade (Lamontagne et al., 2020).

Importa referir que a administragdo de remdesivir apenas pode ser realizada por
via IV e estd contraindicada em doentes com disfunc¢ao hepatica e renal, isto ¢, valores
de alanina aminotransferase (ALT) 5 vezes superior ao valor normal e taxa de filtragdo

glomerular superior a 30 mL/minuto, respetivamente.

4.3. Lopinavir/ritonavir

O ritonavir € um farmaco com propriedades antivirais e caracteriza-se nao s6 por
ser pouco metabolizado como também por apresentar uma alta biodisponibilidade
quando administrado por via oral (Kempf et al., 1998). Geralmente o ritonavir ¢é
administrado em combinacdo com outros antivirais, nomeadamente o lopinavir. A
combinacdo destes dois farmacos foi aprovada pela FDA em setembro de 2000 com
indicacdo para o tratamento da infe¢ao causada pelo VIH, uma vez que ambos atuam na
inibi¢do da protease do VIH (Sanders et al., 2020; Viveiros Rosa & Santos, 2020).

A utilizagdo conjunta de lopinavir e de ritonavir em ensaios in vitro demonstrou
inibir a replicacdo de SARS-CoV e de MERS-CoV (Chan et al., 2015; F. Chen et al.,
2004; C. Y. Wu et al., 2004). Um ensaio com lopinavir/ritonavir e ribavirina em

oposicao ao controlo dos cuidados de rotina em doentes infetados por SARS-CoV
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mostrou reduzir a taxa de mortalidade e de ARDS no grupo de individuos tratados com
lopinavir/ritonavir (Chu et al., 2004). Adicionalmente, varios estudos reportaram a
eficicia da combinacdo destes antivirais com interferdo em doentes infetados pelo
MERS-CoV (Kim et al., 2016; Spanakis et al., 2014).

A utilizagdo de lopinavir/ritonavir para tratar a COVID-19 foi primeiramente
recomendada pela Comissao Nacional de Saude da China (Dong et al., 2020). Estudos
in silico mostraram que varios agentes antivirais se ligaram com afinidade a estrutura
cristalina da 3CLP" do SARS-CoV-2, nomeadamente o lopinavir (Shah et al., 2020).
Para além disso, ensaios in vitro demonstraram que a utilizagao conjunta destes dois
farmacos mostrou ter atividade antiviral contra 0 SARS-CoV-2 em culturas de células
Vero E6 (Maciorowski et al., 2020). Porém, contrariamente aos resultados referidos
anteriormente, a combinacdo lopinavir/ritonavir demonstrou ser menos eficaz em
humanos (Shah et al., 2020).

Atualmente o tratamento lopinavir/ritonavir ¢ comercializado em Portugal e esta
indicado para o tratamento de adultos, adolescentes e criangas com idade igual ou
superior a 14 dias com infe¢dao pelo VIH-1, em combinagdo com outros medicamentos

antirretrovirais.

4.3.1.  Mecanismo de a¢do

O lopinavir confere atividade antivirica, uma vez que inibe as proteases do VIH,
evitando a clivagem da poliproteina estrutural gag-pol e, consequentemente leva a
produgdo de virus imaturos ndo infeciosos. Adicionalmente, o ritonavir inibe o
citocromo P450-3A4 (CYP3A4) de metabolizar os inibidores da protease antirretroviral.
Desta forma, a utilizagdo de ritonavir vai permitir que a biodisponibilidade do lopinavir
seja prolongada, permitindo que exerca a sua atividade durante periodos mais longos
(Choy et al., 2020).

As proteases codificadas pela maioria dos virus tém um papel fundamental no
ciclo replicativo viral e a utilizagdo de inibidores destas enzimas resulta na producao de
particulas virais imaturas (Lou et al., 2014). No caso do SARS-CoV-2, a 3CLP® e a
Protease do tipo papaina (PLP™, Papain-like protease) clivam a ppla e a pplab,
permitindo a formagdo do RTC com posterior replicacdo viral (Gorkhali et al., 2021). O
facto da 3CLP™ apresentar locais de ligagdo aos substratos altamente conservados sugere

a possibilidade da combinacdo lopinavir/ritonavir exercer efeitos antivirais contra o
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SARS-CoV-2, uma vez que foi demonstrado que o lopinavir se liga com afinidade a
esta enzima (Shah et al., 2020; Yang et al., 2005; Zumla et al., 2016). Assim sendo, a
inibi¢do da 3CLP™ levard a producdo de genes incompetentes no ciclo de replicagdo
viral e a consequente formagao de particulas virais nao infeciosas (figura 21) (Uzunova

etal., 2020).

!
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Tmibidor da protease: poliproteinas 1a e 1ab (PL"™)
Lopinavir/ritonavir pelas proteases virais Protease do tipo 3-quimotripsina
(3CLF)

Figura 22 - Mecanismo de agdo da combinacdo lopinavir/ritonavir. O lopinavir impede que a Protease do
tipo 3-quimotripsina (3CLP™) exerca a sua fungdo, inibindo a clivagem na poliproteina la e na
poliproteina lab. O ritonavir inibe a metabolizacdo do lopinavir, permitindo um aumento da sua
biodisponibilidade. Adaptado de Uzunova et al., 2020

4.3.2. Aplicagdo na COVID-19

Tendo em consideragdo as diretrizes da OMS relativas as terapéuticas para a
COVID-19 publicadas até ao dia 24 de setembro de 2021, a combinagdo
lopinavir/ritonavir ndo € recomendada para tratar a COVID-19 independentemente da
gravidade da doenga e da duracdo dos sintomas. Esta recomendacdo ¢ fundamentada
com base nos resultados obtidos de uma revisdo sistematica e meta-anélise de 7 ensaios
clinicos randomizados com um total de 7 429 participantes hospitalizados. A caréncia
de evidéncias da combinagao destes dois farmacos em reduzir a mortalidade aos 28 dias,
a necessidade de ventilacdo mecanica e o tempo de melhoria do estado clinico dos
doentes levou a ndo recomendacao da sua utilizacdo (Lamontagne et al., 2020). Além

destes resultados, o uso de lopinavir/ritonavir levou a evidéncias com baixa certeza de
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poder aumentar o risco de nauseas, vomitos e diarreia e, consequentemente aumentar o
risco de hipovolemia, hipotensdo e doenca renal aguda (Lamontagne et al., 2020).
Similarmente ao remdesivir, nestes 7 ensaios clinicos randomizados nao foram
incluidos criangas e adolescentes com idade inferior a 19 anos de idade e, por isso, a
aplicagdo desta recomendacdao neste subgrupo populacional permanece incerta.
Adicionalmente, a OMS recomenda nao interromper o tratamento de lopinavir/ritonavir
em doentes infetados com VIH enquanto estiverem a receber cuidados de rotina contra a

COVID-19 (Lamontagne et al., 2020).

4.4. Hidroxicloroquina

A cloroquina (CQ) e a hidroxicloroquina (HCQ) sdo dois compostos derivados
da quinina e tém sido usados como medicamentos antimalaricos desde a década de 1940
(Ben-Zvi et al., 2012). A HCQ ¢ um analogo da CQ em que o grupo etilamina ¢
substituido por um grupo hidroxilo. Ambos tém propriedades farmacocinéticas
semelhantes, como por exemplo, elevada biodisponibilidade por via oral, metabolismo
hepatico moderado e elevados volumes de distribuigao devido a difundirem-se pelo
tecido adiposo (Ben-Zvi et al., 2012).

Estes farmacos tém sido amplamente utilizados, nomeadamente no tratamento
de doencas reumatologicas e, por muitos anos, para o tratamento e preven¢ao da maléria
(Fiehn et al., 2021; Steinhardt et al., 2011). Ambos tém sido usados para o tratamento
de doengas autoimunes devido aos seus efeitos imunomoduladores em diversas
citocinas, incluindo a IL-1 e a IL-6 (Ben-Zvi et al., 2012). Atualmente tém surgido
evidéncias de que a CQ e a HCQ possuem propriedades antivirais contra diversos virus,
nomeadamente os coronavirus (Dyall et al., 2014; Keyaerts et al., 2004).

Estes dois farmacos tém o seu perfil de seguranca bem definido. Alguns dos
efeitos adversos mais comuns incluem perturbagdes gastrointestinais, incluindo nauseas,
vomitos, diarreia ¢ dores abdominais e afecdes oculares com alteracdoes da cornea,
incluindo edema e opacidade, visao turva ou até fotofobia. Porém, estes ultimos efeitos
sdo frequentemente transitorios ou reversiveis com a interrup¢do do tratamento. Além
disso, varios efeitos adversos tém vindo a ser associados ao uso cronico de ambos,
nomeadamente cardiomiopatia com prolongamento do intervalo QT e retinopatia com

alteragdes na pigmentagdo e defeitos no campo visual (Fiehn et al., 2021). A CQ
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geralmente ¢ menos tolerada e causa toxicidade em doses menores comparativamente a
HCQ (Owens, 2020).

Estudos in vitro demonstraram que ambos apresentaram atividade antiviral
contra 0 SARS-CoV-2, o que possibilitou que se tornassem uma opg¢ao terapéutica
atrativa para o tratamento da COVID-19 (Keyaerts et al., 2004; M. Wang et al., 2020;
Yao et al., 2020). Adicionalmente, as combinagdes de HCQ com azitromicina
despoletaram o interesse de investigadores, uma vez que o seu uso concomitante
aumentou a resposta virologica em doentes com COVID-19 (Gautret et al., 2020). No
entanto, a maioria dos estudos observacionais envolvendo doentes hospitalizados com
COVID-19 tratados com HCQ n3o mostraram quaisquer efeitos benéficos ou
aumentaram o risco de morte (Geleris et al., 2020; Reis et al., 2021).

Estudos de modelagem molecular e estrutural da HCQ e da CQ contra a proteina
S do SARS-CoV-2 revelaram elevada afinidade para células do sistema nervoso central
e, consequentemente inibiram a sua ligagdo as células hospedeiras. Além disso, a HCQ
mostrou ter uma ligagdo consideravel a varios alvos terapéuticos do SARS-CoV-2,

como a RdRp e a 3CLP™ (Fantini et al., 2020; Nimgampalle et al., 2021).

4.4.1. Mecanismo de a¢do

A compreensdo dos mecanismos de acdo para explicar os efeitos terapéuticos e
adversos da CQ e HCQ baseiam-se sobretudo em estudos in vitro e, por essa razao, a
associagdo entre esses mecanismos ¢ a eficacia clinica e seguranga observadas in vivo
ainda ndo esta totalmente estabelecida. Até a data da realizagdo deste trabalho, sabe-se
que estes farmacos tém efeitos moleculares diretos na atividade lisossomal e no
processo de autofagia devido a funcionarem como duas bases fracas, e em vias de

sinalizagdo (Schrezenmeier & Ddorner, 2020).

4.4.2.  Inibicdo da atividade lisossomal e de autofagia

Um dos modos de agdo mais importantes de ambos os fAirmacos ¢ a interferéncia
na atividade lisossomal e autofagia. Estudos in vitro demonstraram que a CQ tem a
capacidade de desestabilizar as membranas lisossomais e promover a libertagdo de
enzimas lisossomais no interior das células, uma vez que se acumulam nos lisossomas e

inibem as suas fungdes (Circu et al., 2017). A CQ pode também interferir nas
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modificagdes pos-tradugdo das proteinas do SARS-CoV-2 que ocorrem no
compartimento intermédio Reticulo Endoplasmatico-Complexo de Golgi, uma vez que
estas envolvem vesiculas que contém no seu interior enzimas que requerem pH acido
para funcionarem (Devaux et al., 2020). Apesar de existirem escassas evidéncias deste
mecanismo, a eficacia da interferéncia destes farmacos na atividade lisossomal tem sido

repetidamente documentada (Frustaci et al., 2012; Mauthe et al., 2018).
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/, \\\

, Proteinas e
.-l [~  organelos

Lisossoma ~_ _J

(\%— Enzima
%é lizossomal —— HCQ

- 3 f Ig -“\\\
de HCQ nos [ Ellmm:rag:ao de
lisossomas | &= | proteinas e
organelos

MHCclassell . y

Dﬂ Autolisossoma
/,"'- - h ‘_\
S/ | S

Acumulacio

LN
| Yy @ J D\"'-\ |
\ Autoantigénio ——@D —G/fo ODD ;9
\ 2°J%@ / /
\\_ e ‘Q & d / MHC classe 11

e
@ o0 / ;
\'-._D -
MHC classe IT contendo o —— mediada pﬁila
endossoma Autolisossoma aprc?enté?gao
— : antigénica

Figura 23 - Mecanismo de a¢@o da hidroxicloroquina e da cloroquina. HCQ, hidroxicloroquina;
MHC classe II, complexo major de histocompatibilidade classe II. Adaptado de Schrezenmeier &
Dorner, 2020

Adicionalmente, este mecanismo de acdo pode inibir a fun¢do dos linfécitos ao

prejudicar a apresentagdo de antigénio pela via lisossomal e, por conseguinte, exercer
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efeitos imunomoduladores e anti-inflamatérios. Os lisossomas ndo so estdo envolvidos
na reciclagem de produtos celulares, como também intervém no processamento de
antigénios e na apresentacdo do Complexo major de histocompatibilidade de classe II
(MHC, Major histocompatibility complex class II), promovendo indiretamente a
ativacdo do sistema imunitario (Ballabio & Bonifacino, 2020; Baron et al., 2001). Além
disso, o processo de autofagia também esta incluido na apresentacdo antigénica e na
ativacdo da resposta imune (Ghislat & Lawrence, 2018; Miinz, 2016). Uma vez que o
pH écido dos lisossomas ¢ ideal para o normal funcionamento das respetivas enzimas, a
presenca de CQ e de HCQ ira alcalinizar os compartimentos endossomais e,
subsequentemente nao s prejudicar a maturagdo de lisossomas e autofagossomas como
também inibir a apresentagdo de antigénios na via lisossomal (figura 22)

(Schrezenmeier & Ddorner, 2020).

4.4.3.  Inibicdo de vias de sinalizacdo

A inibi¢do da fungdo de TLRs podera também representar um outro possivel
mecanismo de a¢do da CQ e da HCQ. No entanto, até a data da realizacdo deste
trabalho, ndo existem dados suficientes com evidéncia cientifica que o comprovem. Nao
obstante, estes farmacos mostraram ter a capacidade de interferir na sinalizagdo de
TLRs, uma vez que as alteracoes no pH dos endossomas afetam, por exemplo, as
funcdes do TLR7 e do TLR9 (Ewald et al., 2008). Além disso, a acdo da CQ e da HCQ
nas vias de sinalizagdo de TLRs foi demonstrada ao inibir a produgdo de varias citocinas
pro-inflamatorias, nomeadamente de IL-1, IL-6 e TNF-a (van den Borne et al., 1997).
Deste modo, ambos os farmacos poderdo exercer agdes anti-inflamatorias e,
consequentemente auxiliar a resposta hiperinflamatoria descontrolada do sistema

imunitario em doentes com COVID-19 grave.

4.4.4.  Aplicagdo na COVID-19

De acordo com as diretrizes da OMS sobre as terapéuticas para COVID-19
publicadas até ao dia 24 de setembro de 2021, a administragdo de CQ ou HCQ ndo ¢
recomendada para o tratamento desta doenca independentemente da sua gravidade e da
duragdo dos sintomas. Esta decisao baseou-se na revisao sistematica ¢ meta-analise de
30 ensaios clinicos randomizados com um total de 10 921 participantes em que se

concluiu que a utilizagdo de ambos os farmacos provavelmente ndo reduz a mortalidade
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a 28 dias ou a progressao para ventilagdo mecanica e pode ndo diminuir a duracao de
hospitalizagdo (Lamontagne et al., 2020). Porém, tendo em conta os resultados obtidos,
ndo se exclui o potencial risco aumentado de morte ou do uso de ventilagdo mecanica
consequentes da administragdo de CQ ou HCQ (Lamontagne et al., 2020).
Adicionalmente, o tempo de resolugdo de sintomas e a duracdo do uso de ventilagao
mecanica mantém-se incertos (Lamontagne et al., 2020). Relativamente aos efeitos
adversos da utilizagdo destes farmacos, ambos poderdo elevar o risco de diarreia e
vOmitos e, por conseguinte, aumentar o risco de hipovolemia, hipotensao e lesdo renal
aguda. No entanto, mantém-se incerta em que medida a CQ ou HCQ poderdo aumentar
o risco de toxicidade cardiaca. Além disso, recomenda-se extrema precaucao quanto ao
uso concomitante de CQ ou de HCQ com farmacos que prolonguem o intervalo QT,
nomeadamente a azitromicina (Lamontagne et al., 2020). Importa também referir que
nenhum dos ensaios clinicos randomizados envolveu criancas ou adolescentes com
idade inferior a 19 anos e gravidas, por isso, a recomendagdo da OMS mantém-se
incerta para estes subgrupos populacionais (Lamontagne et al., 2020). Porém, sabe-se
que a HCQ tem capacidade de atravessar a placenta e poder causar lesdes retinianas em
neonatos. Por esta razdo, a OMS esta ainda mais relutante sobre o uso de HCQ em
gravidas.

Uma outra revisdo sistematica da literatura procurou definir a eficacia e a
seguran¢a da utilizagdo de HCQ ou CQ no tratamento da infe¢cdo por SARS-CoV-2.
Foram incluidos 12 ensaios clinicos randomizados com um total de 8 569 participantes
e os resultados sugeriram que a HCQ exerce um pequeno ou nenhum efeito na taxa de
mortalidade, assim como na progressao para ventilagdo mecanica. Além disso, o uso
deste farmaco quase triplicou os efeitos adversos sem alterar a taxa de efeitos adversos
graves. Deste modo, os autores desta revisao sistematica concluiram que nenhum outro
ensaio com HCQ ou CQ devera ser realizado com o intuito de tratar a COVID-19

(Singh et al., 2021).

4.5. Ivermectina

A ivermectina ¢ um agente antiparasitario que pertence ao grupo das
avermectinas e € seletivo ndo sé para varios tipos de nematodes e helmintas, como
também para ectoparasitas, como por exemplo piolhos e acaros (Dourmishev et al.,

2005). A semelhanca dos corticosteroides, a ivermectina encontra-se presente na lista de
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medicamentos essenciais devido a sua elevada eficacia contra infestagdes parasitarias
em humanos.

A ivermectina geralmente ¢ bem tolerada embora possam surgir efeitos adversos
devido a rapida morte induzida aos parasitas, como por exemplo fraqueza, sonoléncia,
diarreia, nduseas e vomitos. Além disso, podem ocorrer efeitos adversos graves raros,
nomeadamente, neurotoxicidade e lesdes hepaticas. Este farmaco ¢ facilmente
absorvido por via oral ou topica e, uma vez que se trata de um composto lipofilico,
acumula-se no tecido adiposo e hepatico onde exerce a sua agdo (Canga et al., 2008).

A eficécia deste antiparasitario contra virus tem sido estudada ao longo dos anos
(Gotz et al., 2016; Tay et al., 2013; S. N. Y. Yang et al., 2020). Um estudo in vitro
demonstrou que a ivermectina conseguiu impedir a replicacio do VIH-1 através da
inibi¢do da interacdo entre a integrase viral e um complexo de carga proteico,
denominado importina alfa-beta 1 (IMPo/fl). O IMPa/Bl € responsavel pela
translocagdo da integrase para o interior do nucleo, permitindo o inicio da replicagdo
viral e a redug@o da resposta antiviral da célula hospedeira (Wagstaff et al., 2012). Além
dos resultados demonstrados para o VIH-1, este firmaco conseguiu limitar a infe¢do de
varios virus ARN, como por exemplo, do virus influenza e do dengue (Go6tz et al., 2016;
Tay et al., 2013). Supde-se que o espectro de atividade da ivermectina contra varios
virus ARN se deva principalmente a dependéncia da fungdo que o IMPo/B1 exerce no
processo replicativo viral, nomeadamente no SARS-CoV (Jans et al., 2019; Wulan et
al., 2015).

Deste modo, com base nos dados anteriormente referidos, o uso da ivermectina
no combate a pandemia da COVID-19 despertou algum interesse por parte da
comunidade cientifica, pois poderia também interferir no ciclo replicativo do SARS-
CoV-2. Esta hipotese foi posteriormente confirmada apds a publicagdo de resultados in
vitro demonstrarem que a replicagdo deste virus foi inibida em culturas celulares (Caly
et al., 2020). Adicionalmente, a ivermectina mostrou exercer efeitos anti-inflamatérios
em estudos in vivo, criando a hipotese de desempenhar outras acdes além das referidas
anteriormente para o tratamento da COVID-19 (Zhang et al., 2008). Porém, foi
demonstrado em ensaios in vitro que a ivermectina apenas desempenhou agdes anti-
inflamatérias quando se administraram doses superiores as necessarias para que
exercesse efeito antiviral e, por isso, improvavel de se obterem em humanos (Krause et

al., 1998).
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4.5.1.  Mecanismo de a¢do

A ivermectina ¢ um agente antiparasitdrio que se liga seletivamente e com
elevada afinidade a canais i6nicos de cloro mediados por glutamato das células nervosas
e musculares de animais invertebrados. Consequentemente hd um aumento da
permeabilidade da membrana aos ides cloreto seguida de uma hiperpolarizacdo da
célula nervosa ou muscular, resultando em paralisia ou morte do parasita. A atividade
seletiva deste fArmaco deve-se ndo s6 a inexisténcia destes canais em alguns mamiferos,

como também a baixa afinidade das avermectinas para estes canais em mamiferos.
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Figura 24 - Mecanismo de agdo proposto da ivermectina no SARS-CoV-2. O IMPa/B1 liga-se a
integrase viral, translocando-os do citoplasma para dentro do nucleo onde este complexo é
desestabilizado e a resposta antiviral da célula hospedeira ¢ reprimida. Ao invés, a ivermectina liga-se
ao IMPa/B1 e inibe a ligacdo deste a proteina viral, inibindo a sua translocagdo para dentro do niicleo
da célula hospedeira. Deste modo, a resposta antiviral mantém-se normal e eficiente. Adaptado de
Caly et al., 2020
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A utilizacdo deste farmaco no combate a pandemia COVID-19 tem sido
estudada e debatida, porém ainda ndo existe evidéncia de um mecanismo com agio
antiviral contra 0 SARS-CoV-2. Uma das hipoteses sugeridas, representada na figura
23, baseia-se nos efeitos da ivermectina no ciclo de replicacao de outros virus em que
inibe a interagdo entre o IMPo/B1 e a integrase viral, impedindo a translocacao destas
proteinas para o interior do ntcleo da célula hospedeira. Este mecanismo de agdo
hipotético impede que o SARS-CoV-2 se replique, possibilitando que o hospedeiro
mantenha a sua resposta antiviral competente (Caly et al., 2020).

Outra das hipdteses sugeridas sustenta-se em resultados de estudos in silico em
que a ivermectina mostrou ligar-se com afinidade a diversas proteinas do SARS-CoV-2,
nomeadamente a proteina S, a RdRp e a 3CLP™ e poder interferir no ciclo replicativo do
virus (Mody et al., 2021; Parvez et al., 2020).

Relativamente ao efeito anti-inflamatério da ivermectina, estudos indicam, até a
data da realizagao deste trabalho, que serd muito improvavel que este farmaco seja
utilizado em humanos com esse intuito, uma vez que € necessario a sua administragao
em concentragdes elevadas para se atingirem efeitos imunomoduladores que controlem
o estado hiperinflamatorio caracteristico da COVID-19 (Krause et al., 1998; Mody et
al., 2021).

4.5.2.  Aplicagdo na COVID-19

Com base nas diretrizes da OMS publicadas até ao dia 24 de setembro de 2021
relativas as terapéuticas para a COVID-19, a utilizagdo de ivermectina apenas estd
recomendada em doentes com COVID-19 sob contexto de um ensaio clinico
independentemente da severidade da doengca e da duracdo de sintomas. Esta
recomendacao fundamentou-se nos resultados de uma revisao sistematica e meta-analise
de 16 ensaios clinicos randomizados onde participaram 2 407 infetados pelo SARS-
CoV-2. Destes ensaios clinicos, 12 corresponderam a doentes com COVID-19 nao
grave e os restantes 4 estudos incluiram doentes com e sem COVID-19 grave. A
combinagdo da existéncia de vieses e imprecisdes na grande maioria destes ensaios
contribuiram para a diminuta evidéncia do efeito que a ivermectina possa ter na taxa de
mortalidade a 28 dias, assim como na necessidade de oxigenagcdo ou de ventilacao
mecanica, duracao da hospitalizagdo e eliminagao viral (Lamontagne et al., 2020).

Apesar da baixa certeza da evidéncia obtida, verificou-se também que a ivermectina
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poderd aumentar o risco efeitos adversos, levando a descontinuacdo da terapéutica
(Lamontagne et al., 2020). Adicionalmente, a OMS recomenda sobretudo a utilizagdo
de corticosteroides em dareas endémicas de estrongiloidiase, de forma a prevenir a
escassez de medicamentos indicados para programas de controlo e eliminagdo de
helmintas, nomeadamente da ivermectina (Lamontagne et al., 2020). Importa referir que
em nenhum dos 16 ensaios clinicos analisados participaram criangas com menos de 15
anos de idade nem gravidas e, portanto, mantém-se incerta a acdo deste farmaco nestes
subgrupos (Lamontagne et al., 2020).

Assim sendo, com base na evidéncia até a data, sdo necessarios mais estudos que
comprovem o0s possiveis efeitos antivirais e/ou imunomoduladores da ivermectina em

individuos infetados com COVID-19.

4.6. Inibidores do recetor da interleucina 6

Uma resposta imune caracteriza-se pelo reconhecimento de um agente
patogénico através do sistema imunitirio € a sua consequente resposta contra esse
agente, como por exemplo, um virus (Ghosn et al., 2021). Similarmente a outras
doencas que se definem pelo estado hiperinflamatério que causam nos doentes (Kotch et
al., 2019; Scott, 2017), a infecdo pelo SARS-CoV-2 induz uma reagdo disfuncional e
descontrolada do sistema imunitario e, por conseguinte, leva a produg¢do de niveis
elevados de citocinas, incluindo a IL-6 (Bastard et al., 2020; Galani et al., 2021).
Embora este processo inflamatério ainda nao seja totalmente compreendido, sabe-se que
os niveis elevados de IL-6 estdo diretamente relacionados com o estado
hiperinflamatorio de casos severos de COVID-19 (G. Chen et al., 2020).

A IL-6 ¢ uma proteina que tem uma fungdo crucial no processo inflamatorio da
infecdo e, a semelhanca da PCR, est4 associada a severidade da doenca causada pelo
SARS-CoV-2 (Galvan-Roman et al., 2021). Deste modo, a utilizacao de inibidores do
recetor da IL-6 poderd ser valiosa em doentes infetados com COVID-19, uma vez
induzem efeitos imunossupressores que poderdo ajudar o sistema imunitdrio a ter
capacidade de controlar a inflamagdo e promover tolerancia a doenca (Campochiaro &
Dagna, 2020).

O tocilizumab ¢ um anticorpo monoclonal (mAb, monoclonal antibody) que
bloqueia o recetor da IL-6 e a sua utilizagdo contra o SARS-CoV-2 foi proposta com o

objetivo de reprimir a hiperinflamacdo associada a COVID-19. Este farmaco esta
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aprovado pela Agéncia Europeia do Medicamento (EMA, European Medicines Agency)
para varias patologias reumatologicas, nomeadamente a artrite reumatoide e a atrite
idiopatica infantil sistémica. Similarmente, o sarilumab, um outro antagonista do recetor
da IL-6 aprovado pela EMA, estd indicado para a atrite reumatoide ao reduzir a
inflamacao e outros sintomas associados a esta doenga. Ambos os farmacos representam
uma estratégia terapéutica promissora contra a infecdo pelo SARS-CoV-2, uma vez que
possuem propriedades imunomoduladoras ao inibirem a ag¢do da IL-6 (Ghosn et al.,
2021). Assim sendo, a inibi¢ao da ligacao desta molécula ao seu recetor podera ajudar o

sistema imunitario a controlar a doenga e reduzir a inflamagao associada a COVID-19.

4.6.1. Mecanismo de a¢do

A tempestade de citocinas que ocorre com a progressio da severidade da
COVID-19 em muitos casos leva a faléncia multiorganica e a morte de muitos doentes
infetados pelo SARS-CoV-2 (Chakraborty et al., 2020a; Oberfeld et al., 2020). Este
virus, ap6s infetar uma célula hospedeira, induz a ativagdo de diferentes células do
sistema imunitario, como por exemplo, células dendriticas, monécitos e macrofagos,
conduzindo a secregdo de citocinas pro-inflamatoérias, nomeadamente de IL-6. A agao
desta citocina depende de duas vias distintas que se designam por via de sinalizagdo
classica ou via de sinalizagao cis e via de sinalizacdo trans (Chakraborty et al., 2020b).

Por um lado, na via de sinalizagdo trans, a IL-6 liga-se ao recetor de membrana
especifico mll-6R, presente a superficie de células imunogénicas, e forma um complexo
denominado IL-6-mIL-6R. Por sua vez, este complexo liga-se a molécula transdutora de
sinal, isto ¢, a glicoproteina 130 (gp130) que traduz a respetiva via de sinalizagao
através da via JAK-STAT ou da MAPK (Mitogen-activated protein kinase)/NF-kB-1L-6
mediadora de diferentes tipos de células inflamatorias do sistema imune inato, como por
exemplo, neutrofilos e macréfagos, e também do sistema imune adquirido com a
secrecao de células B e T (Braun et al., 2016; Kang et al., 2019).

Por outro lado, a IL-6 pode igualmente induzir um efeito pro-inflamatorio
através da via de sinalizagdo cis. Nesta, a IL-6 liga-se ao seu recetor que estd presente
na sua forma soluvel (sIL-6R, soluble IL-6 receptor), formando um complexo
designado IL-6sIL-6R que posteriormente também ird traduzir o respetivo sinal através

da via JAK-STAT ou da via MAPK/NF-kB-IL-6 (Kaur et al., 2020). Este complexo esta
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possivelmente presente a superficie de todas as células, principalmente de células
endoteliais (Jones & Jenkins, 2018).

Assim sendo, a IL-6, independentemente da via de sinalizagdo que utiliza,
desempenha um papel crucial na indugdo da tempestade de citocinas em individuos
infetados com COVID-19. Até a data da realizacdo deste trabalho, duas dessas
moléculas que poderdo ser capazes de atuar como antagonistas da sinalizagdo da IL-6
sdo dois mAbs humanizados, denominados tocilizumab e sarilumab (figura 24).
Portanto, a utilizacdo de farmacos inibidores dos recetores da IL-6 representa uma das
possiveis estratégias terapéuticas contra o SARS-CoV-2, uma vez que conseguirao
bloquear as vias de sinalizagdo de ambos os complexos formados (IL-6-mIL-6R e IL-
6sIL-6R) e, consequentemente controlar o estado hiperinflamatério caracteristico da

COVID-19.
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Figura 25 - Mecanismo de ag@o provavel de inibidores do recetor da interleucina 6. SARS-CoV-2, Severe
acute respiratory syndrome coronavirus 2; IL-6, interleucina 6; Recetor mIL-6, recetor de membrana da
IL-6; Recetor sIL-6, recetor soluvel da IL-6; gp130, glicoproteina 130; JAK-STAT/NF-kB/MAPK/IL-6,
via de sinalizagdo JAK-STAT ou MAPK/NF-kB-IL-6. Adaptado de Chakraborty et al., 2020b
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4.6.2. Aplicagao na COVID-19

Tendo em consideragdo as diretrizes da OMS sobre as terap€uticas para a
COVID-19 publicadas até ao dia 24 de setembro de 2021, a utilizagdo de inibidores do
recetor da IL-6 estd apenas recomendada para individuos com COVID-19 grave ou
critica. Adicionalmente recomenda-se a utilizagdo concomitante desta classe de
farmacos com corticosteroides nos subgrupos dos doentes anteriormente referidos. Esta
recomendacdo baseou-se na andlise de uma revisdo sistematica e meta-analise que
incluiu 22 ensaios clinicos randomizados com 10 156 participantes em que todos os
ensaios incluiram doentes severos ou criticos com COVID-19 (Shankar-Hari et al.,
2021). Os resultados obtidos demonstraram que o uso de antagonistas do recetor da IL-6
reduziu a mortalidade a 28 dias e a necessidade de ventilacdo mecanica (Shankar-Hari
et al., 2021). Porém, os efeitos dos inibidores do recetor da IL-6 na duracdo da
hospitalizagdo e na dura¢ao do uso de ventilagdo mecanica foram incertos devido a
existéncia de um alto risco de vieses (Lamontagne et al., 2020).

Além disso, a OMS recomenda a administragao de tocilizumab ou de sarilumab,
apenas por via IV em combinagdo com corticosteroides sistémicos e em doses unicas
durante 1 hora. Nao obstante, caso a resposta clinica tenha sido inadequada, podera ser
administrada outra dose 12 a 48 horas apds a primeira. As doses recomendadas de
tocilizumab e de sarilumab em doentes com COVID-19 sio de 8 mg/kg de peso
corporal at¢ um maximo de 800 mg e de 400 mg, respetivamente. Ao invés, a
administracdo dos corticosteroides podera ser feita por via oral, uma vez que
apresentam uma elevada biodisponibilidade, ou por via IV, caso o doente apresente
disfun¢do do trato gastrointestinal. A utilizacdo destes ultimos farmacos ¢ geralmente
realizada durante 10 dias, embora possa variar entre 5 e 14 dias. Além disso,
recomenda-se que a administracdo de inibidores do recetor da IL-6 seja iniciada
concomitantemente com corticosteroides. A OMS também aconselha a que sejam
realizados exames hematologicos, incluindo a contagem de neutréfilos e de plaquetas, e
andlises a fun¢do hepdtica antes do inicio do tratamento. Adicionalmente, todos os
doentes devem ser monitorizados quanto a sinais e sintomas da infe¢do, uma vez que o
uso concomitante de inibidores do recetor da IL-6 com corticosteroides aumenta o risco
de imunossupressao. No entanto, até a data da realizacdo deste trabalho, a evidéncia do

aumento do risco de reagdes adversas mantém-se incerta (Siemieniuk et al., 2020).
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Importa referir que nenhum dos ensaios clinicos randomizados incluiu criangas
e, por essa razdo, a aplicacdo da recomendagdo da OMS nesta faixa etaria mantém-se
incerta. Porém, o sarilumab n3o deve ser utilizado neste grupo populacional, uma vez
que a sua utilizagdo em criangas nao esta aprovada, devendo optar-se pelo uso de
tocilizumab (Lamontagne et al., 2020). Adicionalmente os resultados demonstraram nao
existir diferencas significativas na utilizagdo de tocilizumab ou de sarilumab e na
severidade da doenga (critica versus severa) e, portanto, esta recomendacao aplica-se a

todos os individuos adultos com COVID-19 critica ou severa.

4.7. Anticorpos monoclonais neutralizantes

Os mAbs s3o moléculas produzidas em laboratério derivadas de células B
naturais de hospedeiros que foram previamente expostas a um antigénio de interesse,
com o intuito de mimetizar a agdo de anticorpos na resposta imunoldgica de uma pessoa
(Bayer, 2019). Os mAbs apenas tém como alvo um tUnico epitopo predeterminado e,
geralmente causam eventos adversos com menor frequéncia (Marston et al., 2018).
Idealmente, para além de se ligarem com elevada especificidade ao respetivo antigénio,
estas moléculas devem ser estaveis, facilmente produzidas e ndo devem provocar uma
forte resposta imunologica (Marovich et al., 2020). Esta imunogenicidade ndo so varia
de acordo com a dosagem do medicamento, via de administracdo € o quao humanizado
¢ o mAb, como também depende das caracteristicas do doente, incluindo a idade,
antecedentes pessoais e comorbilidades associadas (R. M. Lu et al., 2020). Atualmente,
como mostra a figura 25, existem quatro tipos de mAbs: o mAb murino, produzido
inteiramente da proteina murina; o mAb quimérico, que contém cerca de 30% da
proteina murina na regido variavel do anticorpo; o0 mAb humanizado, constituido apenas
por 10% da proteina murina na regido variavel do anticorpo; € o mAb humano, 100%
humano (Gklinos et al., 2021).

A estratégia de atingir um Unico epitopo pode, dependendo do alvo especifico,
ser utilizada para travar a progressdo de determinada doenga (Marston et al., 2018).
Embora a maioria dos mAbs aprovados sejam usados para tratar doengas cronicas,
atualmente ja existem alguns que tém vindo a ser utilizados para tratar doengas
infeciosas, nomeadamente o virus Ebola e o virus sincicial respiratorio (Marovich et al.,

2020). Deste modo, a aplicagdo desta estratégia como uma possivel abordagem
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terapéutica para o tratamento da COVID-19 podera ter um grande potencial para tratar

e/ou impedir a progressao da infe¢do causada pelo SARS-CoV-2.

NN

Murmo Quimeérico Humanizado Humano

Figura 26 - Tipos de anticorpos monoclonais. Adaptado de Gklinos et al., 2021

Devido ao papel fundamental desta enzima na replica¢do viral e na severidade
de sintomas, como explicado na seccdo 3.1 na pagina 44 deste trabalho, a pesquisa de
mAbs que bloqueiem a ligagdo do SARS-CoV-2 a ACE2 nas células humanas
representa uma das atuais principais estratégias terapéuticas com o objetivo de tratar a
COVID-19 e/ou impedir a sua progressao para doenga grave (Marovich et al., 2020).

Estudos in vivo mostraram evidéncias de que a utilizagao deste tipo de moléculas
podera reduzir a carga viral nas vias aéreas superiores e inferiores de animais infetados
num periodo de tempo mais curto, resultando numa reducao da infecdo induzida pelo
SARS-CoV-2 (Baum et al., 2020; B. E. Jones et al., 2020). Além disso, resultados
provisorios da utilizagdo de um mAb na COVID-19 demonstraram uma possivel
diminuicdo da gravidade dos sintomas € um menor nimero de hospitalizagdes
comparado com placebo (P. Chen et al., 2021). Assim sendo, esta abordagem podera
constituir uma alternativa terapéutica ao tratamento da COVID-19. No entanto, até a
data da realizacdo deste trabalho, algumas questdes permanecem por esclarecer,
nomeadamente a efic4cia clinica, a duracdo de protecdo e o momento mais favoravel
para a administracdo destes mAbs na COVID-19. Adicionalmente, a resisténcia a estas
moléculas, fruto de possiveis mutacdes do SARS-CoV-2, poderd levar a diminui¢do da
sua eficacia e, consequentemente, a um aumento da gravidade da doenca por ele

causada (W. S. Lee et al., 2020).
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Figura 27 - Caracterizagdo da estratégia terap€utica com anticorpos monoclonais no SARS-
CoV-2. IgG Anti-spike, Imunoglobulina G anti-spike; ACE2, enzima conversora de
angiotensina 2; SARS-CoV-2, Severe acute respiratory syndrome coronavirus 2. Adaptado
de Tuccori et al,. 2020

4.7.1.  Mecanismo de a¢do

Como referido anteriormente, os mAbs sdo moléculas que mimetizam a acao de
anticorpos ao reconhecerem e ligarem-se especificamente a um epitopo predeterminado
(figura 26). Até a data de realizacdo deste trabalho, dois dos mAbs que demonstraram
exercer atividade antiviral contra 0 SARS-CoV-2 em animais foram o casirivimab e o
imdevimab (Baum et al., 2020). O mecanismo de a¢do subjacente a estes mAbs ¢
explicado pela ligacdo simultanea e ndo competitiva do casirivimab e do imdevimab a
diferentes epitopos do RBD da proteina S, inibindo a ligacao desta proteina a ACE2 e

consequente neutralizagdo do virus (Tuccori et al., 2020). Como mostra a figura 27, o

fragmento de ligacdo ao antigénio, isto €, a regido varidvel do casirivimab (colorida a
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ciano) liga-se ao topo do RBD da proteina S, sobrepondo-se quase completamente a
regido de ligagdo da ACE2, enquanto o imdevimab atua ao lado do RBD, com baixa

probabilidade de interferir e competir com o casirivimab (Hansen et al., 2020).

= Casirivimab

Proteina 5 — Imdevimab

Figura 28 - Estrutura do complexo casirivimab-RBD-imdevimab obtida por crio-
microscopia eletronica. O RBD da proteina S estd colorido a azul escuro; A regido
constante ¢ a regido variavel do casirivimab estdo coloridas a verde e ciano,
respetivamente; ¢ a regido constante e a regido varidvel do imdevimab estdo
coloridas a amarelo e vermelho, respetivamente. Adaptado de Hansen et al., 2020.

4.7.2. Aplica¢do na COVID-19

De acordo com as diretrizes da OMS relativas as terapéuticas para a COVID-19
publicadas até ao dia 24 de setembro de 2021, a combinagdo casirivimab/imdevimab ¢
sugerida em doentes que tenham um elevado risco de hospitalizacdo, isto ¢, individuos
ndo vacinados, idosos ou pessoas com doencgas cronicas e/ou imunodeficientes, uma vez
que estes dois mAbs mostraram poder reduzir o risco de hospitalizagdo e a duracao de
sintomas em doentes nao severos. Esta recomendacao fundamentou-se nos resultados de
quatro ensaios clinicos randomizados com um total de 4722 doentes ndo severos de
COVID-19 em que a utilizagdo concomitante destes dois fArmacos levou a menos 29
hospitalizagdes por 1000 doentes e reduziu a duragao de hospitalizacdo em cerca de 4,1
dias (Weinreich et al., 2021). Adicionalmente, analises farmacocinéticas mostraram que

as concentragdes antivirais de ambos os mAbs sdo alcangadas e mantidas durante pelo
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menos 28 dias ap6s a administragdo IV de uma dose total de 1200 mg (600 mg de cada
mADb) ou superior, isto ¢é, até¢ 2400 mg (1200 mg de cada mAb) (Weinreich et al., 2021).
Importa referir que nenhum dos quatro ensaios clinicos randomizados incluiu criangas e,
por essa razdo, a aplicabilidade desta recomendagdo para este grupo populacional
mantém-se incerta.

A OMS sugere também a utilizagdo da combinagdo casirivimab/imdevimab
apenas em doentes graves e criticos seronegativos, na medida em que demonstraram
ndo soO ter a capacidade de diminuir o risco de mortalidade, como também poderao
diminuir a necessidade de ventilagdo mecanica para este subgrupo de doentes. Esta
recomendacdo baseou-se nos resultados de um ensaio clinico randomizado que incluiu
9 785 participantes com doenca severa ou critica em que muitos deles foram sujeitos a
corticoterapia (Group et al., 2021). Por um lado, no subgrupo de doentes severos ou
criticos seronegativos, que correspondeu a 3153 pessoas, a combinagdo
casirivimab/imdevimab reduziu a mortalidade em 39 mortes por 1 000 doentes graves e
reduziu a mortalidade em 69 mortes por 1000 doentes criticos. Por outro, reduziu a
necessidade ventilagdo mecéanica em cerca de 42 casos por 1000 doentes seronegativos.
Adicionalmente, a dose total administrada por via IV neste subgrupo foi 8000 mg (4000
mg de cada mADb). Importa referir que, até¢ a data deste trabalho, os dados relativos a
farmacocinética desta alternativa terapéutica em doentes com COVID-19 grave e critica
ndo estdo disponiveis. Porém, estudos indicam que a concentra¢do sérica de outros
mAbs diminui durante estados de hiperinflamagao sistémica e este facto também esta
correlacionado com o aumento dos niveis de albumina e de PCR (Ryman & Meibohm,
2017). A semelhanca da recomendagdo anterior, a aplicabilidade desta também se
mantém incerta em criangas. Nao obstante, existe a possibilidade de beneficiarem
clinicamente da combinagdo casirivimab/imdevimab apenas se forem seronegativas

(Lamontagne et al., 2020).

5. PERSPETIVAS FUTURAS

Atendendo as atuais recomendagdes da OMS para o tratamento da COVID-19
permanecem incertezas relativamente aos efeitos terapéuticos da maioria dos farmacos
até a data utilizados. O insuficiente conhecimento da evolucdo clinica, os diferentes
resultados in vitro e in vivo contra o SARS-CoV-2 e a escassa informacao sobre a

dosagem apropriada da terapéutica a ser usada nesta doenga sdo exemplos de limitagdes
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que contribuem para a baixa evidéncia da seguranga e eficidcia de farmacos no
tratamento da COVID-19.

Embora a maioria dos ensaios clinicos realizados sejam reduzida dimensao e de
qualidade variavel, existem ensaios de grandes dimensdes a nivel internacional com
capacidade de fornecer evidéncias robustas para uma panoplia de potenciais opgdes
terapéuticas para a COVID-19 (The RECOVERY Collaborative Group, 2021; WHO
SOLIDARITY Trial Consortium, 2021). Estes estudos podem, por exemplo, adaptar as
suas intervengdes € o processo de sele¢do de participantes tendo em conta os ensaios
clinicos de menor dimensao, de forma a que consigam descobrir novos tratamentos
contra 0 SARS-CoV-2 sem nunca descurar os contantes avangos cientificos sobre os
potenciais alvos terapéuticos. Até a data, a exce¢do dos corticosteroides, as
recomendacdes da OMS incluem estratégias terap€uticas que apenas podem ser
administradas por via IV, constituindo um dos principais desafios da utilizacao destes
farmacos, uma vez que sdo necessarios locais apropriados com profissionais de satde
qualificados que garantam uma administragdo segura e eficaz. Além disso, a escassa
evidéncia de novos agentes terapéuticos eficazes condiciona a produgdo limitada de
farmacos recomendados para o tratamento da COVID-19.

Deste modo, torna-se pertinente, no futuro, criar um guia de progndstico clinico,
na medida em que se consiga estabelecer a diferenga entre o risco individual de cada
doente hospitalizado em compara¢do com individuos que ndo apresentem COVID-19
grave e, por conseguinte, identificar com mais precisdo quais os doentes que
beneficiariam de determinada intervengdo. Adicionalmente, ¢ necessaria a concretizagao
de ensaios clinicos que incluam criangas e gravidas, de forma a que sejam estabelecidos
perfis de seguranca de possiveis farmacos eficazes nestes grupos populacionais
(Lamontagne et al., 2020).

Assim sendo, o reposicionamento de farmacos deve focar-se ndo s6 na eficacia
de resultados clinicos que poderdo vir a diminuir os efeitos da COVID-19, como

também no impacto que a sua utilizagao terd na sociedade.
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Conclusdo

III. CONCLUSAO

O SARS-CoV-2 ¢ um virus de ARN ndo segmentado de cadeia positiva que
pertence a familia dos coronavirus e € o agente patogénico causador da COVID-19. A
pandemia da COVID-19 afetou a vida quotidiana e desacelerou a economia de multiplas
formas. No entanto, a maior ameaga que o mundo atualmente enfrenta ¢ a crescente taxa
de mortalidade devido a rapida disseminagdo do SARS-CoV-2 e as suas manifestagdes
associadas, tornando-se uma ameaca séria e preocupante para a saude publica. O
aumento do numero de infetados, internamentos hospitalares e de 6bitos nao so
implicou uma resposta imediata e especifica dos cuidados de satde, como também
tornou urgente o desenvolvimento de farmacos eficazes no tratamento da COVID-19.

O inicio da pandemia despoletou um investimento na investigacdo e
desenvolvimento de novas terapéuticas, porém a imperativa necessidade de se
encontrarem solucgdes para controlar o rdpido avanco da COVID-19 levou a que fossem
adotadas estratégias de reposicionamento de farmacos. Embora a evidéncia cientifica
relativa a historia natural da doenga, a melhoria dos resultados clinicos de doentes com
COVID-19 e ao desenvolvimento de imunidade protetora seja limitada, atualmente ja
existem agentes terapéuticos que demonstraram exercer efeito terapéutico contra a
infecdo por SARS-CoV-2. Porém, ¢ fundamental que sejam realizados ensaios clinicos
que comprovem a eficacia e seguranca de novos farmacos.

Atualmente, apenas a administra¢do de corticosteroides, inibidores do recetor da
IL-6 e de mAbs estdo recomendados pela OMS para o tratamento da COVID-19. No
entanto, a EMA aconselhou a utilizagdo de um novo agente antiviral denominado
molnupiravir que, até a data, ainda ndo esta autorizada na Unido Europeia em adultos
com COVID-19. Este farmaco deve de ser administrado logo apds o diagnostico de
COVID-19 e nos primeiros dias do inicio dos sintomas. Além disso, o facto desta opg¢ao
terapéutica ser administrada por via oral, representa uma das vantagens relativamente as
restantes recomendacgdes.

Em suma, apesar de ja estarem aprovadas varias vacinas para a COVID-19, ¢ de
extrema importancia que se estabelecam prioridades de firmacos mais adequados e que
sejam estudadas novas estratégias terapé€uticas direcionadas especificamente ao SARS-
CoV-2, de forma a que no futuro sejam disponibilizadas varias opcoes eficazes capazes

de tratar individuos infetados e de mitigar as consequéncias da atual pandemia.
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