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RESUMO

A pandemia COVID-19 apresentando seu possivel inicio na provincia chinesa de
Wuhan e se espalhando pelo globo em aproximadamente 4 meses, gerou até o final do ano de
2021 centenas de milhGes de dbitos por todo 0 mundo. Devido a seriedade da nova crise de
salide internacional, cientistas iniciaram pesquisas a respeito do genoma desse novo virus
através de comparacGes com materiais genéticos de outras cepas virais ja enfrentadas. Entdo
foram descobertos altos niveis de compatibilidade da nova cepa com a do virus SARS-CoV que
ja havia causado uma epidemia. Sendo morcegos da regido oriental um reservatorio natural da
cepa ja conhecida, especula-se que 0 virus possa ter origem desse meio, migrando para o
organismo humano devido a uma mutacao seguida de contato com humanos. Estudos a respeito
do SARS-CoV 2 e de seu ciclo viral, revelaram que se trata de um virus encapsulado de RNA
de fita Unica e de sentido positivo que penetra nas células hospedeiras por dois mecanismos:
endossomal e fusdo de membranas. Apos sua entrada na célula, foi identificado que enzimas
virais sao responsaveis pela producéo de proteinas virais e pela manipulacéo celular. Com as
informacdes a respeito das proteinas, as mesmas se tornam alvos farmacoldgicos para
estratégias terapéuticas contra o novo coronavirus. Pesquisas realizadas principalmente na base
de dados da Pubmed possibilitaram a reunido de informacdes a respeito de fArmacos que foram
usados de maneira emergencial no tratamento de enfermos graves, antivirais organicos e
metalofarmacos antivirais. Todos os farmacos selecionados foram categorizados e discutidos
individualmente, apresentando os principais avangos em testes realizados sobre os mesmos. Em
sua maioria, os metalofarmacos apresentaram bons valores de inibicdo da atividade viral e sobre
enzimas especificas, com valores abaixo ou préximos a 10 umolL™ e valores de Docking
molecular, em sua maioria, abaixo de -6,5 kcal/mol com relacédo aos sitios ativos de proteinas
chaves, suportando os argumentos do qudo promissor esses compostos podem ser. Evidencia-
se novamente a disparidade de volume de dados clinicos entre farmacos de origem puramente
organica e 0s metalofarmacos, apesar de apresentarem uma caracteristica de alto interesse: a
atuacdo de amplo espectro, o que confere maior resisténcia as mutacdes do virus alvo. Foram
encontrados 11 candidatos a farmaco, dentre os quais 4 séo metalofarmacos com propostas de
reposicionamento e 7 compostos em estudos iniciais. Os metalofarmacos apresentaram maior
tendéncia a atuarem através da inibicdo de alvos farmacolégicos proteicos do SARS-CoV 2 por
interacdo tiofilica com cisteinas presentes no sitio ativo da proteina. Os principais alvos
selecionados pelos grupos de pesquisa foram 3CLP™, PLP™ e a proteina S. Mais estudos sdo

necessarios para explorar outros alvos e avancar a implementacéo dos candidatos a fase clinica.
1
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Lista de Siglas e Abreviaturas:

3CLP™; proteina 3 tipo quimotripsina (MP™: proteina principal);
ACE2: Enzima conversora de angiotensina 2;

ASP: asparagina,;

ATPase: adenisinatrifosfatase;

bat SL-CoVZC45: coronavirus de morcego do tipo SARS cepa ZC45;
Beta-CoVs: subclassificacdo dos coronavirus;

Calu-3: células humanas de carcinoma pulmonar;

CCso: concentracdo citotoxica média;

cDNA: &cido desoxirribonucleico codificante;

COVID-19: doenca coronavirus 2019;

CTC-96: composto quelado de cobalto nimero 96

CYS: cisteina;

CYS111: cisteina 111;

CYS145: cisteina 145;

DNA: acido desoxirribonucleico;

ECso: concentragdo média de inibicéo viral;

ELISA: ensaio imunoabsorvente enzimatico

ERQOS: Espécies Reativas de Oxigénio (ROS Reactive Oxigen Species);
FDA: administracdo de alimentos e medicamentos dos Estados Unidos;
H.Pylori: Helicobacter pylori;

H1N1: um dos subtipos de virus Influenza A

HIV: virus da imunodeficiéncia humana;



hPTP1B: proteina-tirosina fosfatase 1B humana;

Huh7: células humanas de carcinoma hepatico;

ICso: concentracdo média de inibicdo;

ICP-MS: espectrometro de massa com plasma indutivamente acoplado;
IgG: imunoglobulina G;

IL-1: interleucina 1;

IL-6: interleucina 6;

Km: constante aparente de Michaelis-Menten;

LMCT: transferéncia de carga ligante-metal;

M-ATCUN: metal ligado a sitios de ligacdo amino terminais para niquel e cobre;
MERS-CoV: coronavirus da sindrome respiratéria do meio leste;
mRNA: acido ribonucleico mensageiro;

ND: néo disponivel,

NF-kB: fator de transcri¢do nuclear kappa B;

NP: ndo possui;

nsp: proteina nao estrutural,

OMS: Organizacdo Mundial da Saude (WHO - World Health Organization);
ORF1a: do inglés Open Reading Frame 1a;

ORF1b: do inglés Open Reading Frame 1b;

PLP™: proteina do tipo papaina;

ppla: poliproteina 1a;

pplab: poliproteina lab;

RBC: citrato de ranitidina bismuto;

RBD: dominio de ligacdo receptor;



RdRp: proteina de RNA dependente de RNA;

Ref.: referéncia;

RNA: &cido ribonucleico;

RT-PCR: do inglés Real Time - Polymerase Chain Reaction;

RTC: complexo de replicacdo e transcricao;

S-ACEZ2: interacdo entre proteina spike e enzima conversora de angiotensina 2;
SARS-CoV: coronavirus da sindrome respiratéria aguda;

SARS-CoV 2: coronavirus da sindrome respiratoria aguda 2;

SARS-CoV Tor 2: coronavirus da sindrome respiratoria aguda cepa Tor 2;
Sl: indice de seletividade;

TMB: 3,3',5,5'-tetrametilbenzidina;

TMPRSS2: protease transmembranar serina 2;

TNFa: fator de necrose tumoral alfa;

UTI: unidade de tratamento intensivo;

UV-Vis: regido eletromagnética ultravioleta-visivel;

Vero E6: células do rim de macacos verdes africanos;
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1. Introducao

Em dezembro de 2019, na cidade chinesa de Wuhan, se iniciava a proliferacdo de uma
nova cepa altamente infectante em seres humanos da familia Coronaviridae. Inicialmente,
casos de pneumonia comegaram a surgir na provincia em pessoas que tiveram contato com
comerciantes do mercado local de produtos marinhos (Wuhan Huanan Seafood Wholesale
Market), onde também eram vendidos animais silvestres, o que levou se considerar o mercado
como o epicentro de uma nova epidemia. No inicio da pandemia em Wuhan, recursos clinicos
foram utilizados para diagnosticar casos como: febre, sintomas agudos respiratorios e
radiologia. Trés casos suspeitos foram identificados no inicio de dezembro de 2019. O primeiro
caso onde um homem, casado com uma mulher, que teve contato com o mercado de Wuhan, e
seu filho foram considerados o primeiro grupo infectado pela COVID-19 (do inglés,
Coronavirus Disease 2019). No segundo caso, uma mulher de 34 anos apresentou
tromboembolia venosa e em seguida pneumonia. O terceiro caso foi de um homem de 51 anos
com sintomas de resfriado, apresentando febre e alteracdes nas imagens de raios X dos pulmdes
(apresentou aumento de neutrofilos relacionados a Mycoplasma pneumoniae). Nesses 3 casos,
0s pacientes apresentaram problemas vasculares e em dois receberam diagnésticos de
pneumonia. Com a posterior comprovacdo de casos ndo relacionados com o mercado de

Wuhan, o estudo sugere que poderiam haver outros epicentros de infecgéo.?

1.1. Cronologia e expansao

No inicio do ano de 2020, os seguintes acontecimentos a respeito da COVID-19 foram
notificados: em 09/01/2020 a OMS (Organizacdo Mundial da Saude) reportou que as
autoridades chinesas determinaram gue 0 novo surto era causado por um novo coronavirus; em
11/01/2020, a China confirmou o primeiro 6bito por COVID-19; em 21/01/2020, o primeiro
caso nos EUA; em 24/01/2020, os primeiros 3 casos (na Franca) da regido europeia e em

25/01/2020, o segundo caso do continente africano foi confirmado.?
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No dia 26/02/2020 foi confirmado o primeiro caso de COVID-19 no Brasil, um homem
de 61 anos deu entrada no hospital Albert Sabim em S&o Paulo apds retornar de uma viagem a

regido de Lombardia na Italia.

Medidas de contencdo foram tomadas pelas autoridades dos paises afetados para reduzir
0 namero de infectados e de mortes que aumentavam a cada dia, sobrecarregando os sistemas
de salde. A restricdo de circulacdo de pessoas e contato social levaram a suspensdo de
atividades comerciais, industriais e de ensino, 0 que agravou e tornou ainda mais evidente os
problemas sociais e econémicos pré-existentes em muitos paises. Como exemplo, com 0
fechamento de portos e aeroportos houve um deficit no suprimento de matéria prima mineral,

0 que gerou uma estagnacao de processos produtivos de diversos setores.*®

As medidas de contencdo desempenharam um papel fundamental de ganhar tempo para
que a comunidade cientifica encontrasse uma solugcdo de longo prazo. Em todo o mundo,
instituicdes de diversas esferas, privada e publica, uniram forcas para a pesquisa do novo virus,
com o intuito de desenvolver novos e mais eficazes métodos de diagndstico, medicamentos

para o tratamento de pacientes e vacinas para que a crise sanitaria seja superada.*®”’

1.2. Intervencéo farmacologica

Devido a urgéncia da situacdo, medicamentos ja conhecidos e que possuem atuacao
sobre 0s principais danos causados por esse novo virus foram reposicionados com a intengdo
de amenizar os sintomas criticos que levam a 6bito. A seguir nas figuras 1 a 3 sdo apresentados
farmacos e pro farmaco corticoides, como a Dexametasona e Prednisona, anti-hipertensivo,
como Losartan e antibiotico, Azitromicina, utilizados em pacientes criticos com o intuito de
auxiliar a recuperacdo. Os corticoides agiriam sobre a producéo das citocinas pré inflamatorias,
0 Losartan agiria sobre a angiotensina 2 e a Azitromicina foi ministrada para combater

infeccdes bacterianas paralelas.*
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Figura 1. Estruturas: dexametasona (esquerda) e prednisona (pré farmaco - direita).

Figura 2. Estrutura do losartan.
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Figura 3. Estrutura da azitromicina.

De modo geral, os medicamentos utilizados atualmente sdo em sua maioria de natureza
organica, obtidos de extratos naturais de plantas, ou moléculas sintéticas que mimetizam
compostos naturais. Muitos desses medicamentos ndo combatem diretamente 0 microrganismo
invasor, estes auxiliam o organismo do paciente no combate & enfermidade amenizando
sintomas, ou sensibilizando o antigeno a neutralizacdo pelos anticorpos. Considerando 0s
medicamentos de natureza inorganica e principalmente baseados em complexos metalicos,
apresentam uma grande escassez de textos cientificos e dados clinicos % . Uma estratégia
empregada por essa area é a formacdo de um composto de coordenagdo entre moléculas de
farmacos conhecidos e metais, que pode resultar em um aumento da atividade desses farmacos,
ou até promover novas interagcdes com bioalvos devido a nova estrutura formada. Entdo, um

metalofarmaco se trata de um farmaco com a presenca de 4tomos metalicos em sua estrutura.®

1.3. Metalofarmacos no uso clinico

Dos muitos possiveis candidatos a metalofarmacos desenvolvidos, poucos chegaram a
ser aplicados extensivamente em fase clinica. Atualmente, os dois aprovados mais conhecidos
sdo: a cisplatina (o metalofarmaco mais utilizado em quimioterapia no tratamento de cancer de
prostata)® e o Auranofina (um medicamento popular na medicina védica a base de ouro (Au) e

aprovado pela FDA (Food and Drug Administration, o 6rgdo regulador de alimentos de
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medicamentos dos Estados Unidos), que é utilizado para tratar pacientes diagnosticados com
artrite reumatoide)®’. Considerando a classe dos antivirais, a seguir algumas estruturas de

metalofarmacos aprovados para uso e disponiveis no mercado:

C|\Pt /NH3
AN

ol NH

Figura 4. Estrutura da cisplatina.

Figura 5. Estruturas: Auranofina (acima) e subcitrato bismuto(l11) potassico (abaixo).
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Figura 6. Sulfadiazina de prata.

A sulfadiazina de prata ilustrada na figura 6, € um metalofarmaco, comercializado pelo
nome de Dermazine® Silvestre, de uso topico para o tratamento de escaras, queimaduras e
ferimentos pds cirdrgicos, que possui propriedades cicatrizantes e bactericida. Outro
medicamento com sulfadiazina de prata em combinagdo com nitrato de cério € comercializado
e indicado para as mesmas enfermidades, onde o nitrato de cério possui uma propriedade
imunomodulatéria. Ambos medicamentos foram produzidos por muitos anos pela farmacéutica
Silvestre Labs®, localizada na cidade universitaria da UFRJ, e que junto ao grupo Axis Biotec,

se dedica a pesquisa e desenvolvimento de negdcios no setor de satde brasileira.>3

Devido ao reduzido nimero de metalofarmacos com atividade antiviral e a urgente

necessidade de reposicionamento de medicamentos para o0 combate a pandemia da COVID-19.

2. Objetivo

O objetivo geral deste trabalho foi realizar um levantamento bibliografico sobre
metalofarmacos com atividade antiviral e com potencial para serem aplicados como método
profilatico e/ou no tratamento de infec¢Bes para a atual pandemia da COVID-19, além de outras
infeccbes virais. Apds o levantamento bibliografico, buscou-se categorizar 0os compostos
encontrados de acordo com o método de classificacdo de farmacos antivirais. Neste trabalho,

também foram discutidas informag6es mais atuais sobre a pandemia de COVID-19, conceitos
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de epidemias e pandemias e reposicionamento de metalofa&rmacos que apresentam promissores
resultados in vitro®’. Para finalizar, acredita-se que as informac@es reunidas e organizadas no
presente trabalho auxiliardo no avanco das pesquisas nessa area que ainda € tdo pouco explorada

pela medicina moderna.

3. Método

Motivado pela crise de salde que ainda persiste e medidas sanitarias que restringem os
trabalhos experimentais, optou-se por um trabalho de concluséo de curso na modalidade de

revisao bibliografica sobre metalofarmacos no possivel combate a COVID-19.

3.1. Método de pesquisa

O tema do trabalho foi decidido iniciando-se pesquisas em duas bases de dados
mundialmente reconhecidas: Pubmed e Web of Science. Alguns textos foram obtidos de outras
fontes como: Scielo, Journal of Virology, Virology Journal, Nature Microbiology e Chemical
RXIV. Para a selecdo de artigos com temas correlatos a ideia principal do trabalho foram
utilizadas palavras chaves para as buscas, tais como: metalofarmacos, metallodrugs, antiviral,
metallopharmaceuticals, COVID-19 e SARS-CoV 2. Artigos que discutiam metais ou
metalofarmacos empregados no tratamento de infecgdes virais ou da propria COVID-19 foram
selecionados para este trabalho, assim como artigos que apresentavam termos ou técnicas
especificas da area. A etapa de pesquisa foi realizada, em sua maioria, entre 0s meses de junho
e dezembro de 2021.

3.2. Método de classificacdo de antivirais

Em uma primeira aproximacdo, a classificacao dos metalofarmacos foi realizada a partir

dos seus grupos metalicos. Porém, no campo da virologia foi observado que a classificacdo

16



desse ramo se da atraves dos bioalvos virais (alvos farmacoldgicos), sendo este o0 mais adequado

para a abordagem deste trabalho.®

4. Revisao Bibliografica

4.1. Epidemias, pandemias e endemias

Desde de antes de Cristo, infestacdes de pragas e infec¢des afligem diversos povos.
Naquela época, devido a precariedade dos sistemas sanitarios e de saude era inevitavel que
doencas contagiosas se proliferassem facilmente, causando impactos, como crises financeiras

e na saude.

Atualmente, com relacédo as crises de saude, a OMS define 3 niveis de acordo com o
alcance de contagio, sendo elas surto, epidemia e pandemia. Um surto € a menor area de
contaminacdo de pessoas, podendo ocorrer dentro de um hospital, por exemplo. Epidemia se
trata de contagios que atingem escalas estaduais e até federais, enquanto pandemia se
caracteriza pela dispersdo da infecgdo por outros continentes, ou 0 mundo todo e de maneira
sustentada de pessoa para pessoa. Outro termo utilizado é endemia, que se trata de uma
epidemia que perdura durante muito tempo em uma determinada regido, como a dengue no

Brasil. Essas infecgGes geralmente sdo de natureza viral, bacteriana ou protozodtica.®

Durante a historia, pandemias tem feito milhdes de vitimas, como a variola nos 2
primeiros séculos D.C. (Peste Antonia e Peste Cipriano); a peste bub6nica iniciada nos anos
500 e reaparecendo por volta de 1300; a gripe espanhola causada pelo virus HIN1 que em 2
anos apenas (1918-1920), apresentou projecdo de mortos de cerca de 100 milhdes de pessoas e

atualmente, a COVID-19 que ainda vem causando milhares de 6bitos.®

Além das medidas de contencdo ja mencionadas, seguindo as recomendac@es da OMS,
propagandas informativas com relacdo ao que ja se sabe e 0 que ndo se sabe sobre a atual crise
de satide mundial foram divulgadas com o intuito de acalmar a populagdo e reduzir “epidemias
de falsas noticias”, que poderiam levar a omissdo por parte da popula¢do na realizacdo das

medidas sanitarias necessarias'®. Pode-se citar exemplos de medidas sanitarias como: o uso de
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méscaras (para conter o aerossol contaminante), frequente higiene das maos (para evitar
contaminagGes ao tocar mucosas), etiqueta respiratoria (cobrir a boca ao tossir) e

monitoramento de pessoas doentes e de seus circulos sociais.*

Até outubro de 2021, de acordo com a OMS (2021), o total de infectados atingiu 340
milhdes e levou a 6bito mais de 5,5 milhdes de pessoas pelo mundo?2. O Brasil, apesar de ser
um dos paises que tiveram tardiamente seus apices de infecgdes, por um longo periodo
apresentou taxas de mortes diarias em milhares. No momento, a mortalidade diaria esta por
volta de 200 pessoas, com um total de mais de 23 milhdes de casos confirmados e atingindo a

faixa de 622 mil ébitos.™

4.2. O virus SARS-CoV 2

O novo SARS-CoV 2 é classificado no género betacoronavirus (Beta-CoVs, havendo
outros 3 géneros: alfa, gama e delta) e no subgénero Sabercovirus. Os betacoronavirus sao
virus envelopados em uma membrana plasmatica de mesma natureza da membrana da célula
hospedeira, com material genético de natureza RNA de fita Uinica e de sentido positivo (5’—
3°)}. A fisiologia do virus é constituida de 4 proteinas principais: a proteina S (Spike
glycoprotein), a proteina M (a proteina abundante de membrana), a proteina E (proteina do
envelope viral) e a proteina N (constitui o nucleocapsideo), imagens das estruturas nas figuras

7e 8.15'16
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Figura 7. Estrutura externa do SARS-CoV 2.4

Para estudos de alvos terapéuticos foram identificadas as regides codificantes de
proteinas ndo estruturais como: protease tipo papaina (do inglés: papain-like protease, PLP™),
protease tipo 3-quimotripsina (do inglés: 3-chymotrypsin-like protease, M"R° ou 3CLP™),
helicase (H) e RNA polimerase dependente de RNA (RdRp), ver Figura 9.1>16
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Figura 8. Principais constituintes do SARS-CoV 2.
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Figura 9. Genoma do SARS-CoV 2: acima genoma completo e abaixo regido codificante aberta com as

principais proteinas ndo estruturais, formadas pela clivagem de ambas poliproteinas.

De um dos primeiros pacientes chineses da provincia de Wuhan, foram coletadas
amostras do fluido de lavagem bronguioalveolar e realizados estudos de filogenia sobre o

material genético obtido. A sequéncia gendmica foi determinada através da transcricao-reversa
20



por reacdo em cadeia de polimerase (do inglés: reverse-transcription polymerase chain reaction,
RT-PCR). A organizacdo gendmica do SARS-CoV 2 foi obtida através da comparacdo com
outras duas sequéncias de membros representativos do grupo beta coronavirus: SARS-CoV
Tor2 (relacionado a infecgdes em humanos) e bat SL-CoVZC45 (um coronavirus presente em
morcegos). O novo coronavirus apresentou uma correspondéncia de aminoacidos com o bat
SL-CoVZC45 de 89,1% em uma das faixas gendmicas, 0 que gerou a suspeita de que o virus
tenha origem neste reservatorio natural. Com o avan¢o dos estudos, foram encontradas altas
similaridades no codigo genético do novo coronavirus com o SARS-CoV na regido que codifica
0 dominio do receptor de ligacdo (do inglés: receptor-binding domain RBD). Essa descoberta
auxiliou a comunidade cientifica a compreender a infecciosidade do novo virus, que utiliza o
mesmo receptor do SARS-CoV, a enzima conversora de angiotensina 2 (do inglés: angiotensin-
1-converting enzyme-2, ACE2). A ACE2 interage com a proteina S na superficie do

coronavirus permitindo a entrada do virus na célula.**

4.3. A infeccao celular

O meio de entrada mais discutido do virus na célula é pela interagdo da proteina Spike
S do involucro viral com o receptor ACE2 da membrana celular. A proteina S se trata de um
trimero que sofre uma clivagem em duas subunidades: S1 e S2. A proteina S, que contém as
RBD, entra em contato com a ACE2 e sofre uma clivagem (pela TMPRSS2, furina ou
catepsina), expondo RBD e liberando as subunidades S1 e S2. A subunidade S2 é clivada em
dois dominios, HR1 e HR2, que participam da composi¢do da estrutura de pds transfusdo. Essas
duas unidades introduzem os peptideos de fusdo na membrana celular, promovendo a fusdo

entre as membranas e abrindo um poro para a entrada do virion.’

O SARS-CoV 2 assim como outros virus possui 0 método de entrada em células através
de endocitose. Com a subunidade S1 interagindo com a ACE2, ha a formac&o de um endossoma
(compartimento membranoso) que envolve o virus. Dentro do endossoma, a Catepsina L
(presente na membrana celular) possui o papel de promover a fusdo entre as membranas viral
e endossomal de maneira dependente de pH. Apos iniciar o processo, as subunidades S1 e S2
procedem pelo mesmo meétodo da entrada pela fusdo de membranas anteriormente

discutido.1”18
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Apos a entrada na célula, o nucleocapsideo é rompido liberando o material genético do
virus no citoplasma celular. O RNA viral € traduzido em suas regides de leitura abertas (ORFl1a
e ORF1b) produzindo 2 poliproteinas, ppla e pplab. Entdo por clivagens proteoliticas, sdo
liberadas as proteinas nspl, PL(pro) e 3CL(pro), onde a nspl ird coordenar a maquinaria celular
de proteossintese para traduzir o genoma viral. As PL(pro) e 3CL(pro), perpetuam a clivagem
das ppla e pplab, do qual desta ultima se tratam de 16 proteinas ndo estruturais (nsp1-16) e
novas proteinas estruturais N, S, E e M (a atuacdo dessas duas proteinas principais €
fundamental, pois € responsavel pela sintese do complexo de replicacdo e transcri¢do (RTC)).
O RNA ¢ transcrito em novas fitas complementares de RNA viral de sentido negativo com o
auxilio das proteinas RdRp e helicase, gerando posteriormente as novas fitas de sentido
positivo. As proteinas virais e as novas fitas de RNA sintetizadas pelo RTC sdo translocadas
para a membrana do reticulo endoplasmatico e sdo armazenadas em compartimentos
intermediarios do aparato de Golgi (como “exossomas”). Nessa organela, o RNA viral
transcrito € combinado com o nucleocapsideo e sofre exocitose, recebendo seu envelope viral

na saida através dos compartimentos vesiculares secretores do complexo de Golgi.*®

4.4. A tempestade de citocinas e a mortalidade

O SARS-CoV 2 acomete tecidos do sistema respiratorio e digestivo em diferentes
extensdes, causando inflamacdes e posteriormente lesGes em 6rgédos, principalmente sobre 0s
do sistema respiratorio. A alta inflamacgao que acomete os tecidos epiteliais gera disfungdes e
lesBes de 6rgaos acometidos, como as vias nasais e 0s alvéolos pulmonares, o que causa a perda
de sensibilidade olfativa e de paladar, alem da reducéo da eficiéncia das trocas gasosas gerando

os principais sintomas da doenca.*

As inflamagdes severas causadas por infec¢des sdo denominadas “sindrome de
tempestade de citocinas”. As citocinas (proteinas sinalizadoras pro-inflamatérias) junto com
os interferons (glicoproteinas com atividade antiviral) sdo os dois principais tipos de espécies
quimicas presentes em altas concentracdes durante os processos inflamatorios gerados pela
COVID-19. Esta sindrome, no caso de infec¢Oes respiratorias, é causada pela atuagcdo excessiva
de mastdcitos (leucécitos granulares). Esse quadro ndo se trata de uma doenca em si, mas de

uma exaustdo do sistema imune que leva a faléncia de drgdos. A intensificacdo ou

22



prolongamento dessa sindrome, causa apoptose dos tecidos epiteliais e endoteliais dos pulmdes

resultando em tromboses e sindrome aguda respiratdria.®

Os mastocitos se tratam de celulas de defesa que funcionam como sensores as infec¢des
virais e bacterianas no trato respiratério, liberando sinalizadores pré-inflamatérios, como as
citocinas, quimiocinas e histamina. Segundo Hafezi et. al (2021) os mastécitos possuem um
papel fundamental na entrada do SARS-CoV 2 nas células das mucosas, pois essas células de
defesa produzem ACE2 serine protease (uma enzima responsavel em transformar a
angiotensina 1 em angiotensina 2 que é importante para a entrada do virus nas células),
TMPRSS2 (proporciona o priming da proteina Spike) e serina protease triptase derivada dos

mastocitos (enzima essencial para a entrada do virus na célula).®

O ponto de alta importancia ¢ a diferenciacdo das respostas imunoldgicas desreguladas
das respostas efetivamente protetivas, pois inicialmente a presenca das citocinas se trata de uma
defesa natural do organismo a infeccdo. Neste cenario, se faz necessario o uso de farmacos para
um tratamento conjunto cuidadoso que combata o virus e a inflamacéo excessiva dos tecidos,

em uma combinagao de antivirais com anti-inflamatérios.*°

4.5. Conceitos farmacoldgicos

Antes de comecarmos a discussao sobre o tema principal do trabalho é importante

apresentar algumas definicdes que serdo extensamente utilizadas.

Segundo a FDA (2021), farmacos sdo produtos utilizados no diagndéstico, cura,
mitigacédo de efeitos, tratamento ou prevencdo de doencas, ou afetar estruturas ou fungbes no

homem ou outros animais.?°

Outro conceito muito utilizado na area farmacoldgica é a de pro-farmaco, que se trata
de substancias que sdo administradas ao paciente e através de um processo metabolico, sdo

convertidas ou produzem um farmaco no organismo do paciente.?

Dentro do amplo conjunto de produtos definidos como farmacos, neste trabalho, os
classificados como antivirais sdo os principais focos. Antivirais sdo farmacos utilizados no

controle e prevencgéo de infeccdes virais e geralmente agem diretamente sobre componentes
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fundamentais nos ciclos virais. Na area da virologia, esses componentes fundamentais para o

ciclo viral sdo denominados alvos farmacoldgicos (ou alvos terapéuticos).?:

Metalofarmaco € a classe de farmacos que possui pelo menos um atomo metélico em

sua estrutura. Esses compostos podem atuar como pré farmacos, sofrendo reacdes de
substituicdo de ligantes e/ou reacdes redox antes de alcancar o alvo bioldgico. Alguns exemplos
dessas atuacdes seriam: a interacdo com biomoléculas como o DNA, a utilizacdo de um centro
metalico para liberacdo controlada de um farmaco ou a produgdo de espécies reativas de
oxigénio (EROs).?

Quatro principais parametros sdo fundamentais na avaliacdo da viabilidade de um

composto como farmaco: biodisponibilidade, concentracdo de citotoxicidade (CC50)

concentracdo de inibicdo (IC50) e indice terapéutico (IT50/CC50)?%. Uma discussdo com mais

detalhes € tratada na secdo de anexos.

5. Perspectivas farmacologicas e a nova pandemia

Para as discussdes a seguir, algumas informagdes podem ser Gteis para compreender

melhor as comparacdes feitas:

1. Uma revisdo da literatura até 0 momento indica que faixas de valores de ICsp €
ECso que classificam como apropriado o candidato a farmaco ndo foram
encontradas, porém valores abaixo de 30 umolL"* foram considerados aceitaveis
e valores bons devem estar proximos ou abaixo de 10 pmolL™ para o virus
SARS-CoV 2.

2. Para o pardmetro de CCso, valores acima de 100 pumolL™ sdo considerados
aceitaveis para o virus SARS-CoV 2.

3. Valores de Docking menores que -6,5 kcal/mol podem ser considerados como
ligagGes entre farmaco e alvo farmacoldgico.®

4. A maioria dos estudos de ECso realizados foram em células Vero E6 (células de
rins de macaco africano), porém em alguns estudos células como Caco-2(células

de adenocarcinoma colorretal humano), Huh7(linha celular de carcinoma
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derivada de hepatocitos) e Calu-3 (linha celular epitelial de cancer de pulméao

humano) foram empregadas, além da citada anteriormente.

5.1. Farmacos nao antivirais reposicionados e/ou em estudo para o
combate a COVID-19

Além daqueles citados na Introducdo, a seguir, sdo apresentados outros farmacos que
foram empregados em uso emergencial contra a COVID-19, ou estdo sob estudo. Na Quadro
1, sdo apresentadas mais informacdes sobre os farmacos que vém sendo utilizados em pacientes

em estado critico e outros que estdo em testes in vitro.
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Quadro 1- Lista de farmacos reposicionados e/ou em estudo contra a COVID-19.

Quadro
s clinico e/ou
FArmaco Aplicacdo C!asse de alvos ICs0 OU EESO Ref.
atual farmaco . (umolL™)
farmacolog
icos
dexameta- mflamagoes corticosteroide | inflamacéo ND* 17
sona e alergias
prednisona lnflamagoes corticoide Inflamagao; ND 23
e alergias M
hipertensao blogueador de inflamacéo;
losartan pertel receptor de ¢a0; ND 23,42
arterial . . M
angiotensina 2
IL-6e 11
cloroquina | antimalarico | antimicrobiano TNFa; (Eé ) 24
PL(pro) *0
. . IL-6e
CIhOI r('jorol);ilr_m antimalarico | antimicrobiano | TNFa; 4(’237’)0 24
a PL(pro) >0
ivermectina vermifugo | antiparasitario proteina 2,0 24
Spike
anidulafun- contra antifanaico helicase, 4,6 93
gina candida g RdRp, S, N | (helicase)
pen|C|I|,na G cc,)r]t_ra antibidtico 3CL(pro) ND 25
procaina sifilis
azitromicina contra antibidtico IL-1eIL-3 ND 25
pneumonia
contra inibidor de inibicdo da
camostat pancreatite | serina protease | TMPRSS2 ND 23,28
contra o L
; inibidor de inibicdo da
nafamostat pancreatite e serina protease | TMPRSS? 22,5(ECsp) 23,28
esofagite
fluvoxamina | S Depressdo | recaptagdo de | inibicao de ND 93
Maior serotonina citocinas

*ND- ndo disponivel pela referéncia ou ndo encontrado para esse trabalho.
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Com os sintomas evidentes de inflamacgdo pulmonar nos pacientes de UTI (unidade de
tratamento intensivo), uma das primeiras alternativas para auxiliar o tratamento desses
enfermos sdo os anti-inflamatérios. Dos muitos que foram usados, tem-se como exemplo o
corticosteroide dexametasona e o corticoide prednisona (Figura 1). Esperava-se que esses
farmacos promovessem a vasodilatagdo nos tecidos inflamados, evitando o rompimento dos
canais sanguineos e o consequente desenvolvimento do quadro de fibrose pulmonar. Além
desse efeito, alguns estudos investigam a atuacdo desses compostos sobre a inibicdo da

producdo das citocinas pré inflamatérias.’?3

Outro farmaco conhecido que foi utilizado foi a losartan (Figura 2), que se trata de um
anti-hipertensivo, que possui a funcdo blogueadora sobre os receptores de angiotensina 2. N&o

foram encontrados dados clinicos ou in vitro sobre esse farmaco.?%*?

Dois farmacos muito discutidos foram a cloroquina e a hidroxicloroquina (Figura 10).

Estes compostos sdo utilizados no tratamento de malaria. A hidroxicloroquina se trata de uma
versdo menos toxica da cloroquina. Ambos farmacos antimicrobianos possuem carater
levemente alcalino, que inibe a ativagdo de proteinas de transporte da membrana dos
endossomas (como as catepsinas). Como ja discutido, o mecanismo de entrada do SARS-CoV
2 por meio de endossomas é dependente do pH intra endossomal. Devido a essa propriedade,
este farmaco foi considerado promissor para o tratamento emergencial nas UTI. Entretanto, os
resultados clinicos da utilizacdo deste medicamento séo contraditérios, o que levou a suspensao
de sua aprovacdo para uso emergencial pela FDA e a contraindicacdo pela comunidade

cientifica.?*
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ﬂ

Figura 10. Estruturas: Cloroquina (esquerda) e hidroxicloroquina (direita).
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A ivermectina (Figura 11) é um antiparasitario de uso veterinario. Esse farmaco age
pelo aumento da permeabilidade da membrana nuclear das células parasitarias, induzindo a
apoptose dos parasitas. Porém, alguns estudos evidenciaram atividade antiviral em cepas de
dengue e chikungunya. Nas células humanas, esse farmaco induz a inibicdo de importacao de

proteinas virais pelo ndcleo celular, impedindo o acesso do virus & maquinaria intracelular.?*

Figura 11. Estrutura do ivermectina.

Dentre os compostos selecionados para a discussdo, foi incluido um antiflngico

(anidulafungina, Figura 12) que € utilizado contra infec¢des invasivas, como a candidiase.

Estudos indicaram que esse composto possui potencial inibitdrio sobre proteinas chaves da
SARS-CoV 2, como a S, a P, a RdRp e a helicase. Contra a inibicdo da atividade da helicase

foi obtido um valor promissor de IC,s de 4,6 pmolL 1.3
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Figura 12. Estrutura do anidulafungina.

Da classe dos antibioticos, a Quadro 1 apresenta a penicilina G procaina (figura 13) e a

azitromicina (figura 3). A representante das penicilinas apresentou atividade contra a 3CL(pro),
enquanto a Azitromicina atua na amenizagdo de inflamagGes nos tecidos pela diminuigédo da
producdo das citocinas IL-1 e IL-3 (IL- interleucina). Ambos medicamentos sdo utilizados para
o tratamento de infec¢cOes bacterianas, porém sao mais utilizados especialmente contra sifilis e
pneumonia. A azitromicina vem sendo usada em tratamento profilatico conjunto com outros

medicamentos em pacientes em estado grave da COVID-19.%%
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Figura 13. Estruturas: procaina (esquerda) e penicilina G (direita).

Camostat e nafamostat (Figura 14) s&o dois inibidores de receptores de serina protease

que vém sendo estudados para aplicacdo clinica contra a COVID-19. Esses medicamentos
geralmente sdo usados para o tratamento de doencas gastricas relacionadas ao virus
Helicobacter pylori. Os estudos com 0 SARS-CoV-2 evidenciam que estes farmacos atuam
sobre a TMPRSS2 impedindo a clivagem da proteina S e a interacdo efetiva S-ACE2. Para o

Nafamostat, um estudo apresentou um bom valor de ECsp igual a 22,5 umolL* em uma cultura
de células Vero E6.2%

CHj
/
H3C_N H2N NH2
HoN fo A
>—NH2 0 N
N O
0
O
NH
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Figura 14. Estruturas: camostat (esquerda) e nafamostat (direita).
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Além dos danos causados as células do sistema respiratério, foram descobertas lesGes a
células nervosas pelo novo coronavirus. A fluvoxamina (Figura 15), um antidepressivo da
classe dos recaptadores de serotonina, esta em estudo para reduzir o processo inflamatério

neural e as sequelas neuroldgicas em pacientes graves.?

F F
NZ"
|
O\l\
NH, O

CHj,

Figura 15. Estrutura do fluvoxamina.

52. Farmacos com propriedades antivirais em teste para

reposicionamento para combate a COVID-19

Até o momento, ainda ndo foram desenvolvidos farmacos criados com a funcéo
especifica de combater 0 SARS-CoV 2. Muitos grupos de pesquisas ao redor do mundo se
esforcam para projetar, aperfeicoar e levar para a fase de testes clinicos novos farmacos para

que se alcance o controle da pandemia.

Como anteriormente ja& discutido, a estratégia adotada para um enfrentamento a curto
prazo por essa classe de compostos se baseia no reposicionamento de antivirais ja conhecidos
e aprovados para uso no mercado. No Quadro 2 sdo apresentados alguns farmacos e seus alvos
farmacologicos que foram propostos por pesquisadores da area para serem reposicionados para

o0 tratamento de pacientes diagnosticados com COVID-19.

31



Quadro 2- Lista de farmacos antivirais em teste contra a COVID-19 por reposicionamento.

N Alvo farm. | 1C50e CC50 .
. Aplicacéo | Classe de Docking
Farmaco atual FArMAco contra (ECs0) | (umolL (kcal/mol) Ref.
COVID-19 | (umolL?) 1
remdesivir contra 6,6; 0,77
tiviral RdR P >1 - 26,27
(FDA ap)) Ebola antivira dRp (ECs0) 00 8,3 6,
o contra - 61,6 «
favipiravir HINL antiviral RdRp (ECs0) 400 ND 26
contra 34,6
ledi i . iviral RdR ’ >1 -8, 27
edipasvir hepatite C antivira dRp (ICs0) 00 8,9
. contra . 2,9
nelfinavir mny antiviral | 3CL(pro) (ECx0) ND ND 28
atazanavir car:ga antiviral | 3CL(pro) (Ezé(:o) ND ND 28

*ND- ndo disponivel pela referéncia ou ndo encontrado para esse trabalho.

FDA ap. — aprovado pela FDA.

Dos antivirais estudados para o combate ao coronavirus, o remdesivir (Figura 16) foi o
primeiro e Unico até o momento a obter a aprovacdo pela FDA e a ser amplamente divulgado
na midia. Este farmaco se trata de um analogo de nucleotideo utilizado recentemente para o
tratamento de enfermos infectados com Ebola. Este farmaco interage com a proteina viral
RdRp, forcando uma terminacdo prematura no processo de traducdo de proteinas virais. Os
valores de ECso encontrados para esse farmaco foram de 0,77 umolL™ por contagem de material
genético (como em RT-PCR) e de 6,6 pmolL? por uso de anticorpos contra proteinas do virus
em culturas de Vero E6. Estudos de Docking molecular apresentaram resultados de energia
livre de -8,3 kcal/mol entre 0 Remdesivir e a RdRp, o que se classifica como uma interacdo

efetiva entre as estruturas.??’
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Figura 16. Estrutura do remdesivir.

Favipiravir (Figura 17) € utilizado no combate ao virus da gripe comum, H1N1. Esse
farmaco tem como alvo farmacoldgico a proteina RdRp. Em testes celulares de linhagem Vero
E6, apresentou ECso de 61,6 umolL™. Devido as similaridades da gripe comum a COVID-19,

é natural que medicamentos utilizados contra influenza virus sejam submetidos a testes para
reposicionamento.®

Figura 17. Estrutura do favipiravir.

Ledipasvir (Figura 18) é um antiviral utilizado no tratamento de hepatite C tipo 1,
atuando sobre a proteina de RdRp, também presente no novo coronavirus. Em seu estudo foi

determinada a ICso entre o farmaco e a RdRp, apresentando um valor de 34,6 pmolL™? em
linhagens de Vero E6.%

33



Figura 18. Estrutura do ledipasvir.

Ao fim da lista, dois antivirais (nelfinavir e atazanavir) (Figuras 19 e 20,

respectivamente) empregados no tratamento da infeccdo pelo HIV (Virus da Imunodeficiéncia
Humana) foram testados para reposicionamento, onde se acredita que possuam atividade
inibitéria sobre a proteina principal do SARS-CoV, a 3CL(pro). As testagens evidenciaram
valores promissores de 2,0 umolL™? e de 2,9 pmolL?! para o atazanavir e nelfinavir,

respectivamente, em células Vero E6.%8

"'I;,’
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Figura 19. Estrutura do nelfinavir.
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Figura 20. Estrutura do atazanavir.

Nesta secdo foram apresentados apenas 6 farmacos antivirais representativos, porém ha
muitos trabalhos apresentando outros antivirais sob a mesma perspectiva de reposicionamento
para a causa da COVID-19.

5.3. Metalofarmacos em estudo e reposicionados para o combate a
COVID-19

Nesta penultima parte do trabalho serdo apresentados os principais avancos e estratégias
utilizados no desenvolvimento de farmacos a base de metal para possiveis tratamentos contra a
infeccdo de SARS-CoV 2. No Quadro 3, foram organizados os metalofarmacos com
informacgdes a respeito de sua aplicacdo atual, classe de farmaco a que pertence, alvo
farmacoldgico no virus da COVID-19, ICso(ou ECsp), valores de docking, centro metalico e

referéncia das informacGes apresentadas.
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Quadro 3- Metalofarmacos em teste para reposicionamento contra a COVID-19.

Docking
Farmaco a ual~ ,C'ass' Alvo IC50_1 (kcal/ | Metal | Ref.
aplicagdo | Farmaco Farm. (umolL™)
mol)
contra
: 6,16,
. artrite agente anti- | ACEZ2; L§ECHuh7, Au(l)
auranofina . " 22,21C; ND*
reumat6i- [ reumatico | PL(pro) (i 29,30
0,75IC
de
anti- 4,0;
. ; anti- PL(pro); o
ebselen | inflamat6 | . . 4,7 ND Se® | 1632
: flamat 3CL ’ :
rio inflamatorio (pro) (ECs0)
citrato de
ranitidina e anti anti viral/ . .
. . ., Helicase 4,6 ND Bi(lll
bismuto(lI1) | H.pylori | anti Glcera L
(RBC)
doxovir; Zn
(CTC-Qé) antiviral antiviral fingers; ND ND Co(llN | 6
ACE; S

*ND- néo disponivel pela referéncia ou ndo encontrado para esse trabalho.

#NP- candidato a farmaco em teste que ndo possui classe e/ou atuagdo farmacoldgica atualmente.

@ - Selénio ndo é considerado um metal, mas sim um metal6ide.

nspl6 — do inglés non structural protein 16
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Quadro 4- Novos candidatos a metalofarmacos em estudo contra a COVID-19.

atual Class ICS0 Docking
Farmaco - . ' Alvo Farm. | (pumolL (kcal/ | Metal | Ref.
aplicacdo | Farmaco 1
) mol)
Derivados de | contra . PL{pro),S -7,4;-7,3 Fe,
Metizasona | variola antiviral 3CL(pro), ND -8,3 Mg, 33
RdRp ’ Mn
Tiosemicarba .
zonas de ?ntl_ anticancer | 3CL(pro) 10,0 ND Fe(ll) [ 34
cancer (méx)
Fe(l11)
Tricarbonil 4 9,0a
Re(l) NP NP 3CL(pro) 20.0 ND Re(l) | 36
Tiosemicarba anti oroducio
zonas de cAncer anticancer de EROS ND -9 PA(Il) [ 35
Pd(Il)
Complexos
de Vanadio | antiviral antiviral 3CL(pro) ND (-5)a(-9) | V,VO| 33
(1,IV,V)
Ciclopentadie anti
nila de Rd tuberculo | antibidtico Spike ~12,0 ND Rd 39
se
liberacédo rodutor de Cu,
M-ATCUN | local de P EROs Spike ND ND Nie 40
EROs Co
Mn(ll
Mn(l1) e Cap RNA )né
NP NP viral ND ND 41
Mg(ll) nsp16 (nsp16) Mgi(ll
Trat.
Remd.;Cu(ll) e
NAC; NP NP PLEPro): i | \p ND | cu(n| 4
. . N
Colchicina;
NO

*ND- ndo disponivel pela referéncia ou ndo encontrado para esse trabalho.
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#NP- candidato a farmaco em teste que ndo possui classe e/ou atuagdo farmacoldgica atualmente.
@ - Selénio ndo é considerado um metal, mas sim um metalGide.

nspl6 — do inglés non structural protein 16

O primeiro item do Quadro 3 parte 1 de farmacos se trata da auranofina (Figura 5), um
composto baseado em seu centro metélico de ouro (Au) geralmente nos estados de oxidacdo
Au(l) ou Au(lll). Esse composto e todos os seus derivados pertencem a classe de anti
reumaticos, sendo atualmente aprovado pela FDA para o tratamento de artrite reumatoide. Em
testes durante infeccdes de SARS-CoV 2, a Auranofina apresentou aumento na regulacéo da
producéo de citocinas dos tipos IL-1p, IL-6, TNFa e NF-kB. Trabalhos realizados por grupos
de pesquisas sobre farmacos a base de ouro, apresentaram valores de ECso e CCso de 1,5 pmolL
e 5,7 umolL* em culturas de células Huh7. Outro estudo apresentou a CCso de 14,2 pmolL™*
na linhagem Vero EG, porém sem valor de ECso. Valores de I1Cso foram encontrados no estudo
em que se comprara a inibicdo das S-ACE2 e 3CL(pro) por complexos a base de ouro com
ligantes de carbenos heterociclicos ou ligantes alquilicos, onde a auranofina apresentou valores
22,2 pmolL™? e 0,75 pumolL™ contra S-ACE2 e 3CL(pro) respectivamente. Estes estudos
defendem a teoria de que a auranofina age como um composto tiolfilico, onde o0s grupos tidis
dos fragmentos de cisteinas das proteinas apresentaram forte tendéncia a se coordenarem ao ion
de ouro, deslocando ions de zinco(ll) de regides de dobras das proteinas, conhecidas como
dedos de zinco (do inglés: zinc-fingers)'®2°. Ao deslocar o ion zinco da estrutura proteica, o fon
de ouro desencadearia uma mudanca estrutural nos sitios ativos dessas moléculas, inativando-
as. Outro modo de inibicdo apresentado no caso da 3CL(pro), o fArmaco de ouro se liga a
cisteina 111 (CYS111) presente no sitio ativo de proteina, causando a inativagdo da mesma.
Essa afinidade entre ouro e enxofre, é explicada pela teoria acido base de Pearson, onde uma
base macia como o enxofre do grupo tiol tende a interagir melhor com acidos macios, como é
0 caso do ouro. Com o avanco de estudos foi observado, inclusive, efeitos inibitérios da
auranofina sobre a tioredoxina redutase, o estresse oxidativo do reticulo endoplasmatico e a

ativacdo de proteinas nio funcionalizadas.516:2%30

O farmaco ebselen (Figura 21) se trata de um organosselendide por conter um selénio
em sua estrutura. O selénio ndo é considerado um metal, mas sim um metaldide. Este composto
foi aplicado em estudos contra o cancer devido a sua atividade anti-inflamatdria e antioxidante,
sendo atualmente utilizado no tratamento de transtorno bipolar e problemas de perda de

audicdo®®!, Devido as suas propriedades clinicas, incluindo a baixa toxicidade®! e evidéncias
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que apontam a inibicdo de proteinas por interacdo com cisteinas proteicas, esse farmaco foi
estudado para a possivel aplicacdo no tratamento da COVID-19. O grupo de Tomczak et. al
(2020) fez um estudo abrangente sobre esse composto, testando sua atividade sobre as proteinas
PL(pro) e 3CL(pro), obtendo-se valores de ICso de ~2,3 pmolL? e 0,67 pmolL?,
respectivamente. Ensaios de ECso realizados em células da linhagem Vero E6 apresentaram o
valor de 4,67 pmolL1.32 O grupo argumenta que esses baixos valores sdo explicados pela
descoberta que o ebselen se liga covalentemente ao grupo cisteina dos sitios ativos das duas
proteinas alvos, CYS111 da PL(pro) e CYS145 da 3CL(pro), com evidéncias de que se trata de
inibicdes ndo reversiveis®. Foram realizados estudos com derivados do ebselen, porém estes
apresentaram valores de inibicdo parecidas ou ligeiramente superiores. No momento, o que
impede em maior proporcdo o avanco da aprovacdo desse farmaco é a sua baixa seletividade,
apresentando interagdes com proteinas humanas como chaperonas, B-tubulinas, enolase 1,

vimentina e receptor de laminina 1.1

Se /©
"N

N
\O

Figura 21. Estrutura do ebselen.

O Bi é conhecido por sua baixa toxicidade frente ao organismo humano, conferindo-o
um grande atrativo para o desenvolvimento de novos farmacos. O grupo de Yuan et. al, 2020
realizou um amplo estudo sobre farmacos de bismuto em comparacdo com dois farmacos de
ouro (sendo um deles a Auranofina) e o remdesivir. O trabalho do grupo realizou testes de
efetividade de inibicdo do virus, inibicdo das funcGes de ATPase e desenovelamento de DNA
da helicase do SARS-CoV 2 e concentracdo citotdxica de todos os farmacos do estudo. O
principal farmaco com propriedades promissoras deste texto foi o citrato de ranitidina e Bi(lll)
(do inglés: Ranitidine Bismuth Citrate - RBC, Figura 26), que apresentou valores de CCso de
2243 umolL™* para a linhagem Vero E6 e de 2486 pmolL™ para a linhagem de Caco-2. A RBC
apresentou valores de 1Csp contra as atividades de ATPase e desenovelamento de DNA de ~0,7
umolL* para ambos. Para analisar o tipo de inibicdo foi adicionada uma quantidade de 50 vezes
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a quantidade de bismuto ap6s os testes de inibicdo para tentar restaurar a atividade da enzima,
porém foram restaurados apenas valores de 6% e 13% para as atividades de ATPase e
desenovelamento de DNA, respectivamente, 0 que evidenciou uma inibicdo competitiva
(aumento apenas no valor da constante aparente de Michaelis-Menten (Kn)) e irreversivel do
sitio ativo da helicase pelo Bi(lll). O trabalho apontou um estudo que revelou a existéncia de 3
regides de dedo de zinco (do inglés: Zn-fingers) na estrutura de helicase. Com essa informacao,
0 grupo realizou um estudo da tiofilicidade do Bi(lll) pelas cisteinas dos dedos de zinco, onde
os resultados analisados por UV-Vis apresentaram uma banda do tipo transferéncia de carga do
ligante para o metal (LMCT) na regido de 340 nm caracteristica da ligacéo Bi-S. Com os valores
de intensidade de absorvancia e o do platd formado da raz&o entre a concentragéo de Bi(lll)
pela de helicase de SARS-CoV 2, foi encontrado um valor de 3, o que corrobora com o resultado
do estudo, onde as cisteinas dos 3 dedos de zinco na estrutura da helicase viral se ligam ao
Bi(I1). Para a confirmacéo desse resultado, o grupo acompanhou a ejecao de zinco com analises
de espectrometria de massas com plasma indutivamente acoplado (do inglés: Inductively
Coupled Plasma Mass Spectrometry - ICP-MS). Segundo os autores, no caso do RBC, a funcao
da molécula de ranitidina no farmaco é a de estabilizacdo do mesmo no meio aquoso, pois o
mesmo atua no citoplasma celular, que é altamente hidratado e pelo fato de que esse farmaco é
ministrado por via oral. Devido a essa posologia, € explicado o fato dos testes terem sido
realizados com a linhagem Caco-2 de células intestinais. Por fim, os autores apresentam alguns
aspectos a serem aprimorados sobre esse farmaco, como: a baixa concentragdo no soro
sanguineo que é abaixo da ECso para Vero E6 e, apesar dos resultados apresentados, a

confirmagdo da seletividade desse farmaco a helicase é necessaria.®’
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Figura 22. Estrutura do citrato de ranitidina e Bi(lll)

O doxovir (Figura 29), da série de fArmacos identificados pelo termo CTC (do inglés:
cobalt chelates compounds), € o de nimero 96, CTC-96 e se trata de um centro de cobalto(l11)
quelado por 1 ligante acacen (formado pela reacdo entre 2 acetilacetonatos e 1 etilenodiamina)
e 2 ligantes 2-metilimidazol. Este composto é sugerido devido a propriedade dessa série de
compostos de atuar como compostos ejetores de zinco, sendo que resultados apontam que o

Doxovir foi capaz de inibir a entrada do virus de herpes simplex em células e no nucleocapsideo
do HIV-1.%

mcl} —‘+ Br-
Y IR

H4C CHa

Figura 23. Estrutura do doxovir.
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Para compostos derivados de metisazona (Figura 22), o grupo de Alkhatip et. al (2021)
selecionou esse composto para desenvolver complexos de Ca, Fe, Mg, Mn e Zn, pois
anteriormente foi observado que a metisazona apresentava interacdo com proteinas do virus da
COVID-19. Um estudo foi entéo realizado para avaliar a alteracdo na interacdo desse composto
com alvos farmacolégicos do SARS-CoV 2 quando coordenado a diferentes metais. Ndo foram
realizados testes bioquimicos, a metisazona e seus derivados foram apenas avaliados através de
Docking molecular com a comparagdo de seus valores de energia livre. As energias foram
avaliadas frente as proteinas alvo Spike, RdRp, PL(pro) e 3CL(pro), onde para a proteina S
foram encontrados valores para os complexos de Mn(Il) -8,3 kcal/mol, Zn(ll) e Ca(ll) -8,3
kcal/mol e por fim Fe(ll) e Mg(Il) -7,9 kcal/mol. As interagdes dos derivados com 0s outros
alvos farmacoldgicos estudados foram inferiores relativamente a Spike, porém foi observado
que de maneira geral a coordenacdo com metais aumentou a interacdo da metisazona com a
PL(pro) e a 3CL(pro). Com a observacao das interacGes dentro dos sitios ativos, o grupo
concluiu adicionalmente que as moléculas ndo possuem uma conformacdo especifica de

interacéo. >

M(ll): Ca, Zn, Mg ou Mn

Figura 24. Estrutura dos compostos de metisazona.

As tiossemicarbazonas, assim como as metisazonas, sdo um grupo de farmacos que

apresentaram alguns indicios de atividade antiviral, apesar de serem mais estudados para a area
oncoldgica. Os estudos encontrados sobre esses compostos apenas avaliaram de maneira efetiva

as interac6es moleculares com a proteina 3CL(pro) por simulac6es de Docking molecular. O
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trabalho que avaliou tiossemicarbazonas de Fe(l11) e Ni(ll) (Figura 23) determinou valores de

energia livre de -7,4 kcal/mol e 7,0 kcal/mol. Os autores consideraram o resultado do complexo
de ferro como mais efetivo e realizaram um experimento de inibicdo apenas com este, onde o
maior valor de inibigdo atingido foi de ~33%, com um valor de concentragdo do complexo de

100 umolL™. O trabalho que avaliou as tiossemicarbazonas de Pd(ll) (Figura 24) ndo

apresentou uma discussdo voltada diretamente a aplicacdo do candidato a farmaco para o
combate ao virus da COVID-19, apenas apresentando valores de energia livre obtidas por uma
avaliacdo por Docking de 3 complexos com valores em torno de 9,0 kcal/mol em simulacéo de

interacdo com a proteina 3CL(pro).34%

Figura 26. Estrutura tiossemicarbazonas de Pd(Il).
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Karges et. al, 2021 utilizando das informagdes do trabalho de Fricker et. al, 2010, de
que complexos de Au(lll), Pd(I1) e Re(V) podem inibir a atividade de proteases de cisteina B e

K, através da formacdo de adutos por coordenacdo monodentada e de que complexos de Re(l)

tricarbonila (um exemplo pode ser visto na Figura 25) ja& eram utilizados no tratamento de
cancer, ou como sondas luminescentes e contraste em exames de radio-imagem, decidiram
sintetizar e avaliar uma série de complexos de Re(l) coordenados com 1 grupo bidentado 2,2
bipiridina di-substituida, 3 grupos carbonila e 1 ligante labil (H2O ou CI"). Todas as moléculas
foram avaliadas quanto ao seu potencial de inibicdo da enzima 3CL(pro), apresentando valores
de ICs na faixa 7,5 a 24,1 umolL%, onde 0 menor valor foi obtido do composto de niimero 34
no trabalho, que se trata de um complexo com uma 2,2-bipiridina-4,4-substituida com NH,, 3
CO e H20 como ligante labil. O grupo de pesquisa estudou o efeito do ligante labil, concluindo
que o CI" confere uma cinética lenta de coordenacdo com a cisteina da proteina 3CL(pro) e a
agua confere uma cinética rapida. Foi estudada inclusive a atuacdo do composto 34 sobre
proteases presentes em células respiratdrias, como a catepsina B (uma protease de cisteina), a
aspartato protease beta-secretase 1 e serina protease humana dipeptidil peptidase-4, obtendo o
resultado que frente a essas proteinas, o complexo € considerado seletivo para a proteina
3CL(pro).%®

“ NH,
O\HO F
o// %

0 \/ NH.

Figura 27. Estrutura do composto 34, p-diamino-2,2’bipiridinatricarbonil de rénio(T).

O artigo publicado por Scior, et. al, 2021, apresenta um trabalho de avaliagéo por

Docking de 20 diferentes compostos de vanadio (1), (IV) e (V). O vanadio é um metal versatil

44



que pode estar presente em candidatos a farmacos contra diabetes e cncer. Esse metal é capaz
de se apresentar na forma oxigenada (vanadila) e em diferentes geometrias, o que no meio
bioldgico, o permite mimetizar anions fosfatos em vias de sinalizacdo. Além dessas
propriedades, este centro metalico possui grande afinidade por proteinas de ambas superficies
(externa e interna) da membrana celular, inclusive. O grupo identificou que no sitio catalitico
da proteina 3CL(pro) ha uma diade cisteina-asparagina (CYS-ASP) semelhante a uma outra
presente em uma hidrolase humana. Entdo foi utilizada a proteina-tirosina fosfatase 1B
(hPTP1B) para mimetizar o sitio da 3CL(pro). Com a realizacao das simula¢des de uma série
de complexos de vanadio nesse modelo mimético, apresentando valores de energia livre de -
9,0 a 10,0 kcal/mol (onde valores menores que -6,5 kcal/mol sdo considerados como sinais de
interacOes efetivas entre atomos). O complexo denominado de AREAY apresentou um dos
valores mais promissores de energia -9 kcal/mol, sendo utilizado para ilustrar os compostos
estudados (Figura 27).%8

o\\ /o

\N/‘i\o
N CH;
N F \N/ \\
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H,N i S
-

Figura 28. Estrutura AREAY.

Complexos de ciclopentadienila de rédio, do tipo banco de piano, foram avaliados pelo

grupo Chuong et. al (2021) quanto a citotoxicidade e efetividade de inibicdo do virus SARS-
CoV 2 em células da linhagem Vero E6 e Calu-3. No trabalho, o grupo utilizou de maneira
equivocada o termo ICsg para se referir a concentragéo efetiva onde o complexo inibe em 50%
a atividade viral, no caso ECsp. Testes de toxicidade e de estabilidade também foram realizados,
onde a toxicidade de ambos complexos frente as células Vero E6 e Calu-3 apresentaram valores
de CCso de 109,4 pmolLt e 92,25 pmolL?! para os complexos 4 e 2, respectivamente. Os autores
argumentaram que esses complexos possivelmente agem sobre a proteina Spike do virus da

COVID-19 baseados nas informacfes sobre os compostos derivados de ouro. Em estudos
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realizados sobre a cinética dos complexos foi descoberto que o complexo 2 é mais instavel,
perdendo sua atividade ao longo do tempo quando comparado ao complexo 4 que a mantém. A
seletividade desses compostos foi questionada frente a outras proteinas possivelmente presentes
no meio celular devido as evidéncias de que esses tipos de complexos apresentam sensibilidade
a presenca de albumina do soro bovino. Sdo apresentados abaixo dois dos complexos que
apresentam melhores resultados (Figura 28).%°

CH, CHj
HyG CH, HaC CHj
H,C CH,
Rh\\m
N cl
N

Figura 29. Estruturas: Cloreto de pentametilciclopentadienil 1,3-dicicloexilimidazol-2-ilideno de rddio
(composto 2 - esquerda) e cloreto de pentametilciclopentadienil dipivaloimetanato de rédio (composto 4 -
direita).

Assim como os CTC, os ATCUN sdo uma série de compostos de cobre ou de niquel

(Figura 30) formados pela coordenacdo de um tipo especifico de estrutura ao centro metélico,
gue nesse caso se tratam de grupos amino terminais, naturalmente presente em diversas
proteinas (do inglés ATCUN: amino-terminal copper and nickel binding sites). Esses grupos
amino-terminais sao considerados como modificadores nas estruturas de interesse para modular
atividades desejadas, como a producdo de EROS, que € a principal estratégia desses tipos de
compostos no combate a microrganismos. O trabalho propGe a sintese de um ATCUM
conjugado com ACEZ2, onde esse composto com um centro de cobre ou niquel podera se ligar

e oxidar aminoacidos como a tirosina da estrutura da proteina Spike do SARS-CoV 2.4
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Figura 30. Estrutura simplificada de M-ATCUN.

A linha do Quadro 3 (pagina 35), onde é apresentado Mg(ll) e Mn(ll) nsp16, ndo se

trata exatamente de um medicamento encontrado para tratar a infec¢éo viral da COVID-19.
Esta, na realidade, é uma descoberta feita pelos autores do trabalho, onde foi evidenciada a
necessidade de um céation bivalente na regido do “capped” do mRNA viral, durante o processo
de metilacédo da primeira adenosina. Artigos anteriores identificaram esses ions como Mg(ll) e
Mn(1l). Com o intuito de avaliar a influéncia desses metais sobre a metilagdo, testes com
concentracBes de MnCl, e MgCl» foram realizadas, demonstrando uma maior contribuigdo de
Mn(Il) para o processo, que foi evidenciado pelo aumento de sua concentracdo. Para melhor
compreensdo do papel desses metais durante o processo, estudos cristalograficos dos produtos
da metilacdo foram realizados, no qual as distancias entre os grupos béasicos e 0s centros
metalicos foram analisadas para determinar as interagdes existentes. Estas imagens
evidenciaram que os cations desempenham o papel de alinhar a regido "capped” do mMRNA com
o sitio ativo da 2’-O-MTase (complexo nspl6-nspl0), onde o0s cations interagem
majoritariamente com os grupos fosfatos da m’GpppAUU (que possui um trifosfato) e com um
fosfato da primeira adenosina que sera metilada. lons adicionais promovem uma estabilizago
da conformacédo da fita de mRNA no interior da estrutura do complexo de metilagdo, por

interagBes com grupos bésicos da enzima e os grupos fosfatos das bases nitrogenadas.**

O artigo de Minasov et. al, 2021 apresentou a funcdo especifica das RdRp (nsp12) e
helicase (nsp13). No momento pré-metilacdo, os mMRNA recém produzidos possuem 3 fosfatos
na sua extremidade 5’ sendo, nesse ponto, que a funga@o de trifosfatase da nsp13 a faz clivar um
fosfato dessa triade. Em seguida, o nsp12 realiza a unido do grupo m’G que possui um fosfato,
gerando o Cap-0-RNA (m’GpppAUU), que se trata da espécie ainda ndo metilada.*
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5.4. Outras estratégias (“coquetéis medicinais™)

Além do uso individual de farmacos, alguns grupos de pesquisa tém adotado uma
estratégia de combinacédo de substancias que combatem a COVID-19 por diferentes frentes. O
grupo de Andreou et. al (2020), apds uma extensa pesquisa na literatura, propds o uso de um
esquema de tratamento que utiliza farmacos com diferentes nichos de atuacdo, como: antiviral,
anti-inflamatdrio, vasodilatador, virucida, imunomodulador e precursor de EROs. O coquetel é
composto por: remdesivir (antiviral), cobre (metal que possui atividade virucida por produgéo
de EROs e imunomodulatoria), N-acetilcisteina (um composto antioxidante, para conter a
producdo de EROs pelo cobre), colchicina (anti-inflamatério para combater a hiperinflamacéo
por citocinas) e NO (administrado por inalacdo, que promove vasodilatacdo em regides

inflamadas para evitar hipoxia). Este esquema se propde a tratar pacientes desde 0s que

possuem sintomas leves até os que necessitam de respirador mecanico.*?

Frente aos farmacos, observa-se uma menor quantidade de dados que descrevem o0s
metalofarmacos (geralmente apenas 1 evidéncia de sua atividade antiviral), o que reforca o
argumento de pouco avango de estudos relativamente aos de natureza puramente organica.
Apesar disso, alguns autores e o numero de alvos farmacoldgicos possivelmente afetados por
metalofarmacos, evidenciam a caracteristica positiva de que esses candidatos metalicos
possuem atuacdo de amplo espectro sobre o ciclo viral, 0 que aumenta a resisténcia desses
farmacos metélicos frente as mutagdes. Dados obtidos de testes e parametros diferentes
dificultam uma comparacéo efetiva entre os novos candidatos e inclusive, com farmacos ja em

aplicacao clinica.

6. Conclusao

Origens: até o presente momento, as informag6es com relacdo as origens do virus sao
resultantes de estudos de comparacdes filogenéticas, fazendo com que a maioria das estratégias
de enfrentamento desse novo virus fossem baseadas nas experiéncias obtidas por epidemias
passadas como as de SARS-CoV e de MERS-CoV. Esta abordagem provém entdo, em

consequéncia de estudos filogenéticos que apresentam semelhancas genotipicas entre as
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linhagens SARS-CoV e SARS-CoV 2, 0 que revela indicios da possivel origem da nova cepa.
N&do obstante, ainda ha muito a ser descoberto sobre esse assunto, que ainda causa muita

discussdo dentro da comunidade cientifica.

Cronologia: desde os primeiros indicios notificados no final do ano de 2019 na
provincia chinesa de Wuhan pela OMS, o virus se disseminou rapidamente pelos paises da Asia
e Europa em um intervalo de dois meses. Conseguintemente no 3° més ap06s as primeiras
notificacOes, a cepa altamente contagiosa chega ao Brasil. No inicio do ano de 2022, 0 novo
coronavirus ja infectou um total de 340 milhdes e levou a 6bito 5,5 milhGes de pessoas, sendo

deste total, 23 milhdes infectados e 622 mil mortos brasileiros.

Intervencdo medicamentosa: frente ao cenario desesperador em que se encontrava 0s

sistemas de saude da maioria dos paises do mundo, medicamentos autorizados pelos respectivos
6rgdos regulatérios de cada pais permitiram o uso emergencial de medicamentos de
comportamento conhecido, que poderiam auxiliar na sobrevivéncia de pacientes em estado

grave (de combate direto ao virus ou em resposta aos efeitos de sua infec¢éo).

A pesquisa e os metalofarmacos: a discussdo a respeito de reposicionamento de

farmacos nos levou a uma das motivagdes deste trabalho que, apesar de ser ja sinalizada por
alguns trabalhos, ainda ha pouco destaque de metalofarmacos na medicina frente a
medicamentos com principios ativos puramente organicos. Este cenario, de certa forma, pode
estar acarretando um atraso no campo farmacoldgico, dadas as possiveis propriedades
conferidas pelo &tomo metalico ao composto. Alguns fatores chaves podem ser 0s responsaveis

por esse receio de grupos de pesquisa em explorar tal area:
1°: os metais livres geralmente apresentam alto grau de toxicidade em organismos vivos;

2°: pesquisas realizadas para o desenvolvimento de farmacos sdo extremamente caras,

demandando além de laboratdrios de sintese quimica, laboratorios de nivel de biosseguranca;

3°: dado o primeiro fator, foi criado um estigma sobre a possibilidade de propriedades
curativas frente aos danos conhecidos, porém em culturas orientais, os metais ja sdo utilizados

em tratamentos da medicina tradicional.

Conceitos: a revisao da bibliografia a respeito de termos da medicina, como pandemia,
epidemia, endemia e surto, assim como de termos farmacoldgicos a respeito de farmacos e suas
variantes, serve de base introdutdria para leitores de fora da area que ndo estdo familiarizados

com tal jargéo.
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Ciclo viral: com uma extensa pesquisa, foram descritos os principais mecanismos de
entrada e de multiplicacdo viral no interior da célula. No &mbito de ingresso viral na célula, foi
evidenciada a endocitose do SARS-CoV 2, além da conhecida fusdo de membrana. Em vista
do conhecimento a respeito da maquinaria viral e sua atuacdo sobre a célula hospedeira, se

tornam mais tangiveis estratégias direcionadas a alvos farmacolégicos do novo coronavirus.

Efeitos da infeccdo: assim como os eventos infecciosos, foi discutido um pouco sobre

os efeitos consequentes da atuacdo viral sobre o sistema respiratorio, principalmente, e outras
células posteriormente infectadas. As tempestades de citocinas decorrentes da resposta
desregulada do sistema imune, gera lesdes sobre extensas regides e o agravamento do quadro

leva o paciente a sepse, que resulta em 6bito na maioria dos casos.

Bibliografia e selecdo de farmacos: A pesquisa na bibliografia do banco de artigos da

Pubmed, principalmente, e em outros, durante os meses de junho a dezembro de 2021, forneceu
informac0es a respeito de farmacos de diversas classes. Tendo em vista a abordagem deste
trabalho, esses compostos foram categorizados em: ndo antivirais, antivirais e metalofarmacos
antivirais, onde foram selecionados 12, 5 e 11 farmacos de cada categoria respectivamente.
Apesar da aparente abundancia de metalofarmacos antivirais frente aos antivirais puramente
organicos, na realidade as quantidades de compostos se deve a tentativa de apresentar a0 menos
um de cada classe e explicitar os compostos mais conhecidos de seus nichos, porém com relagao
aos metalofarmacos, objetivou-se abranger o maximo de entradas possiveis relacionadas ao
SARS-CoV 2.

Farmacos ndo antivirais: estes foram empregados para tratar os efeitos colaterais da

infeccdo pelo virus e possiveis complicacdes, alguns desses medicamentos como a cloroquina,
hidroxicloroquina, ivermectina e anidulafungina foram testados quanto ao seu poder de inibicéo
da atuagdo viral e inibicdo de proteinas chaves (PLP™, S e helicase respectivamente). Os valores
de inibicdo da atividade viral e especifica de proteinas apresentados foram promissores, porém
os resultados clinicos dos 3 primeiros farmacos dos 4 com valores no quadro, foram

contraditorios, desacreditando a comunidade cientifica de sua efetividade.

Observacdo: a posteriori do trabalho, foi provado e admitido, pela comunidade
cientifica a ineficiéncia do uso de ivermectina, cloroquina e hidroxicloroquina para o
tratamento ou profilaxiaa COVID-19, sendo atualmente contraindicado seus usos para este fim
(2022).
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Farmacos antivirais de natureza puramente organica: apresentaram bons valores de

inibicdo da atividade viral em células de Vero E6, na qual remdesivir, nelfinavir e atazanavir
apresentaram valores muito promissores; ledipasvir apresentou um valor regular de inibicao da
RdRp de 34,6 umolL? e favipiravir que apresentou um valor muito alto, de 61,6 pmolL? de
inibicdo da atividade viral em cultura de células. Um aspecto a ser notado dentro dessa categoria
é a discordancia entre os testes aplicados ao ledipasvir em relagdo aos outros, o que

impossibilita uma comparacéo direta da efetividade desse farmaco em especifico.

Metalofdrmacos antivirais: Enfim, encontrados em estudo para a inibi¢cdo do SARS-

CoV 2 apresentam uma grande variedade de ligantes e ndcleos metalicos, o que reforca a rica
variedade de farmacos que podem ser desenvolvidos. Esses compostos apresentam uma escassa
base de dados clinicos, onde a maioria se encontra estagnada na fase pré-clinica. Apesar de
ainda serem pouco estudados, apresentam caracteristicas promissoras com relacéo a atuacao de
amplo espectro, conferindo maior resisténcia as mutagdes do virus alvo, e baixos valores de
concentracdo de inibicdo da atividade viral, inibicdo enzimatica e Docking, apresentando-se téo
interessantes quanto os farmacos ja aprovados. Devido a uma boa parcela dos candidatos
encontrados inibirem a atividade viral pela coordenacao dos grupos tidis dos dedos de zinco,
mais estudos relacionados a este tipo de interacdo metal-aminoacido devem ser realizados.
Devido a esse modo de operacdo de metal-cisteina, os metalofarmacos possuem uma maior

probabilidade de serem resistentes a virus altamente mutaveis como o SARS-CoV 2.

Metas alcancadas e perspectivas da pandemia: além dos objetivos propostos por este

texto, este pode ser enquadrado como um guia para iniciacdo de pesquisadores pouco
familiarizados com a area e que possuam dificuldades com a leitura extensiva de material em
lingua inglesa, pois quase todo o material ja publicado e em publicacdo estd em inglés. Em
virtude dos aspectos abordados, trabalhos de revisao da bibliografia, como este, relacionado a

catalogacdo_de ligantes e/ou farmacos que podem atuar como tais, que possam aprimorar o

funcionamento de metalofarmacos aqui apresentados, poderdo ser de extrema importancia para
a area da bioinorganica medicinal. Outro aspecto a ser desenvolvido seria 0 de um trabalho
direcionado a elaboracdo de um protocolo de avaliacdo de candidatos a farmacos para o
tratamento e profilaxia do SARS-CoV 2.

Por fim, com o conhecimento desenvolvido até o momento, foi possivel reduzir o
numero de vitimas em decorréncia dessa crise de salde com o uso de vacinas desenvolvidas

em um curto intervalo de tempo. O conceito de epistasia novamente abordado, provavelmente
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vird a alterar os rumos da pandemia, direcionando-a para novos desafios ou para um fim

natural.>?
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8. Apéndice

8.1. Analises utilizadas no diagnoéstico de pacientes

Para 0 estudo desses candidatos a farmacos, alguns parametros sdo comumente
avaliados como CC50 e IC50, além de algumas andlises que foram amplamente utilizadas para
0 monitoramento de pessoas infectadas pelo virus com o RT-PCR ou ELISA. Esses dois testes
foram muito utilizados no monitoramento do avango da pandemia COVID-19, pois 0 podem

diagnosticar ou indicar a possibilidade de infec¢do do paciente pelo virus.

8.1.1. ELISA

O teste ELISA (Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay) se trata de um exame
para a deteccdo de anticorpos do tipo 1gG (que representam 0s anticorpos que perduram no
plasma sanguineo apds a infec¢do). Com esse teste, pacientes recém e pos infectados puderam
ser melhor instruidos dos cuidados a serem tomados ou da necessidade de um novo teste para

a confirmacdao do diagndstico.

O teste ELISA consiste na reacdo dos anticorpos presentes no soro ou plasma humano,
resultantes da infeccdo, com peptideos das mesmas proteinas dos antigenos, comoa S, M e N.
Esses peptideos sdo ancorados em uma placa com pocos onde amostras e controles sao
adicionados para reagirem com seus alvos e posteriormente serem reagidos com peroxidases
animais, seguidos de lavagens dos pogos, 0s sistemas anticorpo-peptideo reagem em meio de
peroxido com 3,3',5,5'-tetrametilbenzidina (TMB), formando uma solucdo azulada de acordo
com a quantidade de peptideos ligados aos IgG. A placa com solucBes azuladas em seus pocos
é levada a um espectrofotdmetro especifico para esse tipo de analise. O equipamento analisa as
amostras por 15 minutos no comprimento de onda de ~450 nm. O valor € convertido em um

sinal de corte que é comparado com um valor de referéncia (<1 negativo e >1 positivo).”
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8.1.2. RT-PCR

O teste de RT-PCR (Reverse Transcription Polymerase Chain Reaction) se trata de um
exame para a deteccdo de acido nucleico viral do tipo RNA, principalmente em amostras do
trato respiratério superior (naso e orofaringe com coleta por Swabs) e inferior (aspiragdo

traqueal e lavagem bronquioalveolar).

O teste ¢ dividido em duas fases, onde a primeira consiste na extracdo do RNA viral da
amostra (garantindo a eliminacdo de material genético do hospedeiro inclusive), em seguida o
RNA viral é transcrito em cDNA (DNA codificante) em uma etapa de transcricdo reversa (com

a enzima transcriptase reversa) e na segunda fase, onde 0s novos cDNA passam por uma etapa

de amplificagcdo PCR com os primers especificos para SARS-CoV 2. A deteccdo em tempo real
é realizada com sondas especificas para 2019-nCoV. Essa andlise visa as regides N1 e N3 do
RNA viral. O resultado da reacéo € obtido pela analise colorimétrica da solu¢cdo com um corante
especifico do equipamento®. Os primers utilizados podem ser inclusive compostos
fluorescentes que emitem radiacdo na regido do visivel quando sdo excitados apés integragdo
em uma fita de DNA, sendo entdo detectados por espectrofotometria especifica para essa
analise®. Caso haja sinal de fluorescéncia consideravel, o resultado é avaliado como positivo

(em se tratando de uma analise qualitativa, no caso).

Apos a analise de RT-PCR, pode-se realizar uma analise quantitativa da amostra para
determinar com mais precisdo a severidade da infec¢do. Nesse caso, a amostra é analisada por
35 ciclos de replicagdo de DNA para o monitoramento da fluorescéncia. Sabe-se que pela
natureza da replicacdo do DNA ocorre a duplicacdo do nimero de DNA a cada ciclo, segundo
aequacao 1, fazendo com que o numero de fitas de DNA cresca exponencialmente, assim como
a fluorescéncia da amostra ( 2%%). O valor padrio de ciclos utilizados é de 35 ciclos, 0 gera em
torno de 35 bilhdes de copias do DNA viral.©P

Np=2" (equagéo 1)

n: numero de ciclos de duplicacdo de DNA;

N: nimero de fitas de DNA no ciclo n.
60



8.2. Andlise e parametros para a avaliacdo de potencial farmacoldgico

8.2.1. Docking molecular

Ensaios de Docking molecular se tratam de anélises computacionais de interacdo entre
moléculas para o estudo de suas suscetibilidades a interacdo. Essa técnica utiliza programas de
computador que através de informacgdes quimicas, estruturais e espaciais, calculam as energias
livres de Gibbs das intera¢Ges entre um candidato a farmaco e o sitio ativo do alvo molecular
em estudof. O farmaco em questdo, quando ja conhecido, pode ser encontrado em alguns
bancos de dados por cddigos, que facilitardo a entrada de valores das propriedades do

composto.EF

Com os valores de energia pode-se selecionar as moléculas de menores valores (maior
valor em mddulo, pois esses valores sdo normalmente negativos) de energia (em kcal/mol)
como as de melhor interacdo com o sitio ativo, possibilitando entdo a realizagdo de um
screening com milhares de moléculas e reduzindo o universo inicial de moléculas. A faixa de
energia entre -6,0 a -6,5 kcal/mol é considerada a divisdo entre as classificacdes de moléculas
que “interagem” e “ndo interagem” . Essas moléculas entio poderdo ser sintetizadas e

testadas quanto as suas propriedades antivirais.t

8.2.2. Parametros de CCso , 1Cs0 ,ECso Sl e biodisponibilidade

A biodisponibilidade se trata da capacidade do composto quimico de permear até a

regido alvo de atuacdo em concentracfes terapéuticas suficientes para exercer seu papel.

O CCsp (do inglés, Cytotoxic Concentration 50) se trata da concentracdo necessaria da
substancia em questédo para inviabilizar 50% das células da cultura em estudo, atingindo células

sadias ou ndo.M
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Para esse parametro séo realizados testes em culturas com células da espécie que serdo
realizados testes de inibicdo. As células sdo marcadas com um indicador que perde a coloragao

na morte da célula, entdo sendo contabilizado o niumero de células restantes.

O ICsp (do inglés, Inhibition Concentration 50) diz respeito & concentracdo em que 50%
da atividade do alvo farmacoldgico € inibida pelo farmaco. Nesse critério, um composto

produzido durante um ciclo viral é analisado em relagdo a um controle.™

A mistura da proteina alvo e o farmaco é acompanhada por espectroscopia no visivel
em presenca de um indicador para a deteccdo do complexo enzima-farmaco, ou por titulacdo

de um desses componentes.N

O ECso (Effective Concentration 50), de maneira similar ao IC50, representa a
concentracdo em que 50% da atividade viral sobre as células € inibida. O virus é inoculado em
um meio de cultura celular teste permitindo a infeccéo de células. O meio celular pode ser pre-
tratado com o candidato a farmaco ou poés tratado com relagdo a inoculacdo viral para a
avaliacdo da atividade antiviral dentro das etapas do ciclo viral.M

Apos a inoculacdo viral, a cultura é lavada e realiza-se a ruptura celular para a liberagdo
do RNA viral. Apos a remocdo do excesso de material celular, o RNA viral pode ser
quantificado por RT-PCR quantitativo. Uma outra maneira de quantifica¢do da atividade viral
é pelo ensaio de reducédo de placa, onde a viabilidade celular é obtida pela comparacdo entre

um ensaio controle sem a introdugo do farmaco e outro com o farmaco.®

Desses dois fatores, se calcula o Sl (do inglés, Selectivity Index), que € obtido pela

razéo SI=CC50/IC50, concluindo a adequagdo do produto a estratégia terapéutica proposta.”M

Esses 4 fatores determinam se um candidato é promissor para as etapas seguintes de
estudo, pois € importante que o medicamento consiga inibir de maneira eficiente o antigeno
(baixos valores de IC50) e que ndo cause a morte de um grande nimero de células sadias (CC50

alto). Com esses parametros, espera-se entdo obter um alto indice de seletividade, SI.
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