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RESUMO

Segundo a Organizagdo Mundial da Saude (OMS), no primeiro més de 2022 havia
cerca de 300 milhdes de casos confirmados de COVID-19, doenca respiratoria
causada pelo virus SARS-CoV-2 que ocasionou mais de 5.900.000 mortes em todo o
mundo. Uma pandemia foi declarada pela OMS em margo de 2020, quando o0 novo
coronavirus se espalhou pelo mundo e novas variantes vém dificultando o controle
das infegdes. O curto espago de tempo entre os primeiros casos em Wuhan e a
declaracédo de uma pandemia iniciou a busca por maneiras de impedir a disseminacao
do SARS-CoV-2 ou de tentar curar a doenga COVID-19. Mais do que nunca, grupos
de pesquisa estdo desenvolvendo vacinas, farmacos e compostos imunobioldgicos,
também estdo tentando reposicionar farmacos ja existentes em um numero crescente
de testes clinicos. Ha grandes expectativas em relagdo a profilaxia por meio das
vacinas ao redor do mundo que ja se mostram eficazes para a prevencéo do COVID-
19. No entanto, produzir doses suficientes de vacinas, disponibilidade igualitaria para
toda a populacdo mundial e o surgimento de novas variantes do SARS-CoV-2 sao
desafios cada vez mais observados. Apesar disso, esforgos tém sido feitos para criar
diferentes vacinas com diferentes abordagens para que possam ser utilizadas por toda
a populagao. Neste trabalho, resumimos 3.743 ensaios clinicos em diferentes fases,
mostrando um maior numero de ensaios clinicos baseados em estudos de
desenvolvimento ou reposicionamento de farmacos na Europa e nos EUA e ensaios
clinicos em menor numero em paises de baixa renda. Resultados promissores sobre
o reposicionamento e desenvolvimento de novos farmacos, anticorpos monoclonais,
plasma convalescente e células-tronco mesenquimais para controle da
infeccao/replicagdo viral ou da resposta hiperinflamatéria do hospedeiro frente ao
novo coronavirus trazendo esperanca para o tratamento da doencga. Nesse contexto,
as proteinas estruturais do novo coronavirus, como a proteina do envelope viral (E),
se mostram promissoras como alvos moleculares especificos na busca por farmacos
ou até mesmo de identificagcdo de imunoestimulantes. Assim, nesse trabalho também
objetivamos identificar epitopos imunoestimulantes na proteina do envelope do
SARS-CoV-2. Utilizando o banco de dados NCBI SARS-CoV-2 Resources, 53.838
genomas depositados do novo coronavirus foram utilizados para identificagao do gene
codificador da proteina E seguido da traducéo in silico e sobreposi¢cao das sequéncias
dos 75 aminoacidos dessa proteina para identificacdo de uma proteina E consenso
mundial. Essa sequéncia foi utilizada para a identificagdo por modelagem molecular
da estrutura tridimensional e para analises in silico de identificacdo de potenciais
epitopos imunoestimulatorios capazes de serem apresentados via MHC-I ou MHC-II
ou serem reconhecidos pelos BCRs, e dos parametros fisico-quimicos e de docking
molecular com as moléculas de MHC, um epitopo linear promissor da proteina E foi
identificado: LVKPSFYVYSRVKNLNS. Ensaios in vitro e in vivo devem ser realizados
para a confirmacao dos resultados obtidos in silico para que esse peptideo possa ser
potencialmente utilizado como um componente vacinal ou até mesmo como alvo
molecular para diagnoéstico da presencga da infecao causada pelo SARS-CoV-2.

Palavras-chave: COVID-19; Ensaios clinicos; SARS-CoV-2; Reposicionamento de
Farmacos; Proteina do envelope; Epitopos; Imunoinformatica.



ABSTRACT

According to the World Health Organization (WHO), in the first month of 2022 there
were about 300 million confirmed cases of COVID-19, a respiratory disease caused by
the SARS-CoV-2 virus that has caused more than 5,900,000 deaths worldwide. . A
pandemic was declared by the WHO in March 2020, when the new coronavirus spread
around the world and new variants are making it difficult to control infections. The short
time between the first cases in Wuhan and the declaration of a pandemic started the
search for ways to stop the spread of SARS-CoV-2 or to try to cure the disease COVID-
19. More than ever, research groups are developing vaccines, drugs and
immunobiological compounds, they are also trying to reposition existing drugs in an
increasing number of clinical trials. There are great expectations regarding prophylaxis
through vaccines around the world that have already proven to be effective for the
prevention of COVID-19. However, producing sufficient doses of vaccines, equitable
availability for the entire world population, and the emergence of new variants of SARS-
CoV-2 are increasingly observed challenges. Despite this, efforts have been made to
create different vaccines with different approaches so that they can be used by the
entire population. In this work, we summarize about 3,743 clinical trials in different
phases, showing a greater number of clinical trials based on drug development or
repositioning studies in Europe and the USA and fewer clinical trials in low-income
countries. Promising results on the repositioning and development of new drugs,
monoclonal antibodies, convalescent plasma and mesenchymal stem cells to control
viral infection/replication or the hyperinflammatory response of the host to the new
coronavirus, bringing hope for the treatment of the disease. In this context, the
structural proteins of the new coronavirus, such as the viral envelope protein (E), are
promising as specific molecular targets in the search for drugs or even in the
identification of immunostimulants. Thus, in this work we also aimed to identify
immunostimulatory epitopes in the SARS-CoV-2 envelope protein. Using the NCBI
SARS-CoV-2 Resources database, 53,838 deposited genomes of the new coronavirus
were used to identify the gene encoding the E protein, followed by in silico translation
and overlapping sequences of the 75 amino acids of this protein to identify a consensus
E protein world. This sequence was used for the identification by molecular modeling
of the three-dimensional structure and for in silico analysis of potential
immunostimulatory epitopes capable of being presented via MHC-1 or MHC-II or
recognized by BCRs, and of the physicochemical and molecular docking with MHC
molecules, a promising linear epitope of the E protein was identified:
LVKPSFYVYSRVKNLNS. In vitro and in vivo assays must be performed to confirm the
results obtained in silico so that this peptide can potentially be used as a vaccine
component or even as a molecular target for diagnosing the presence of infection
caused by SARS-CoV-2.

Keywords: COVID-19; Clinical trials; SARS-CoV-2; Drug repositioning; Envelope
Protein; Epitopes; Immunoinformatics.
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CAPITULO 1: ENSAIOS CLINICOS DE FARMACOS NO CONTROLE DA
INFECGAO PELO SARS-CoV-2

1 INTRODUGAO

O surto de infecgao respiratoria causado pelo B-coronavirus SARS-CoV-2 teve
inicio na cidade de Wuhan, provincia de Hubei na China em Dezembro de 2019
(LAUXMANN, et al ., 2020). Nomeada de COVID-19 (Coronavirus Disease 2019), pela
Organizagdo Mundial de Saude (OMS) em fevereiro de 2020, o novo coronavirus foi
elevado de surto a pandemia em marco de 2020 devido seu potencial de
transmissibilidade causando morbidade e mortalidade significativos. Esse virus é
responsavel por aproximadamente 430 milhdes de casos e 5,9 milhdes de mortes em
todo o mundo até meados de Fevereiro de 2022 (WHO, 2020; WHO, 2022).

Por se tratar de uma emergéncia global de rapida evolugado a pandemia de
COVID-19 ainda sobrecarrega os sistemas de saude do mundo todo com
caracteristicas complexas e potencial de gravidade elevados (GALLO, et al ., 2021).

Os sintomas da doenga comegam com febre e manifestagdes respiratérias
como tosse e falta de ar e podem evoluir para perda de olfato e paladar, dor abdominal,
diarréia e nauseas. Alguns individuos podem n&o apresentar sintomas e outro podem
evoluir para formas mais graves necessitando até mesmo de internagao em unidades
de terapia intensiva (UTI) e a variagdo da intensidade dos sintomas pode estar
relacionada a comorbidades e doencas pré existentes (OZCEYLAN, et al ., 2022).

A falta de farmacos especificos, o aumento da necessidade de terapia
intensiva para os pacientes hospitalizados e o agravamento de quadros clinicos fez
com que o mundo todo buscasse terapias eficazes para o tratamento da COVID-19
(FERREIRA e ANDRICOPULO, 2020).

A eficacia de medicamentos ja existentes também tem sido amplamente
explorada e até meados de 2021 foram contabilizados pelo ClinicalTrials.gov cerca de
5.800 ensaios clinicos envolvendo diagndstico, prevencao e tratamento da COVID-19,
e esse numero aumenta a cada dia. (RIBEIRO et al ., 2021).

O clinicaltrials.gov (www.clinicaltrials.gov) € um banco de dados de ensaios
clinicos administrado pela Biblioteca Nacional de Medicina dos Estados Unidos e foi

disponibilizado em 2000 como resultado da Lei de Modernizagado da Food and Drug


http://www.clinicaltrials.gov/
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Administration (FDA). O site oferece informagdes acerca de ensaios clinicos que
contam com apoio publico e privado sobre uma ampla gama de doengas com registros
de mais de 209 paises (ANAND, et al ., 2017).

Os farmacos envolvidos nesses estudos podem ser classificadas em: novos
farmacos, farmacos de reposicionamento: antivirais, antiparasitarios e antibacterianos,
imunomoduladores, inibidores da enzima de conversao da angiotensina (IECA) e
bloqueadores do receptor da angiotensina (ARBs), anticorpos monoclonais, plasma
convalescente e terapia de células mesenquimais e sdo divididas em dois grupos,
onde um deles tem como alvo o ciclo de replicagédo do virus e o outro abordagens de
imunoterapia capazes de aumentar a resposta imune inata.

Entre os novos farmacos, pode-se destacar como os mais promissores: O
pro-farmaco de fosfato projetado PF-07304814 (HALFORD, 2020), DFV890
desenvolvido pela Novartis para o tratamento de pneumonia e fungao respiratéria
prejudicada (AG, N. P., 2020), RBT-9 desenvolvido pela Renibus Therapeutics como
um antiviral (RUIZ et al ., 2020) e TD-0903 que por meio de seu mecanismo tem o
potencial de inibir amplamente a sinalizagao dos transdutores de Janus quinase / sinal
e ativadores da transcrigao (JAK-STAT) nas vias aéreas, bloqueando a liberagéo de
citocinas e quimiocinas que podem estar associadas a lesdo pulmonar aguda e ao
inicio de uma sindrome de tempestade de citocinas (SING et al ., 2021).

Sendo assim, o capitulo um da presente dissertagao tratou dos ensaios
clinicos em andamento para o tratamento da Covid-19, e teve como objetivo a
descricdo dos ensaios realizados ao redor do mundo apontando as diferentes
abordagens observadas, fomentando que ensaios clinicos sdo uma ferramenta
indispensavel no que tange a pesquisa médica. O rapido desenvolvimento de novos
farmacos e o reposicionamento dos ja existentes sao indispensaveis para haja o
controle da infeccdo o quanto antes, porém os mecanismos de acado desses
medicamentos precisam ser elucidados e discutidos.

Ja a segunda parte desta dissertagcdo baseia-se na busca de um epitopo

imunoestimulante da proteina do envelope viral e sera tratada no capitulo dois.
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2 REFERENCIAL TEORICO
2.1 O NOVO CORONAVIRUS E A COVID-19

Os Coronavirus (CoVs) sdo os virus de RNA de fita simples positiva
classificados taxonomicamente sob a familia Coronaviridae e
subfamilia Coronavirinae (que pode ser dividida em quatro géneros: Alpha-, Beta-,
Gamma- e Deltacoronavirus). Embora sejam conhecidos a muitos anos, o0s
coronavirus costumavam ser responsaveis por doencgas respiratorias leves até o inicio
do século XXI quando se tornaram uma ameaca, afetando vidas humanas em 2002 e
2012 com os SARS-CoV e MERS-CoV, respectivamente (KADAM et al ., 2021).

Apds o aparecimento de pacientes com sintomas de pneumonia de causa
desconhecida em Dezembro de 2019 em Wuhan, amostras de lavado broncoalveolar
foram coletadas, analisadas e testadas para 22 patégenos incluindo virus e bactérias
e através de reacdo de transcriptase reversa seguida de reagdo em cadeia da
polimerase (RT-PCR) detectou-se o RNA viral, sendo possivel entdo se isolar um novo
coronavirus denominado 2019-nCoV, sendo este o sétimo membro da familia dos
coronavirus responsavel por infectar humanos (ZHU et al ., 2020).

O SARS-CoV-2 tem um genoma de 29,9 kilobases (kb) e diferentes
componentes (Figura 1) sendo eles quatro proteinas estruturais: glicoproteinas spike,
membrana, nucleocapsideo, envelope e o dimero hemaglutinina-esterase, além de
dezesseis proteinas nao estruturais ou acessoérias nomeadas de nsp1 ansp16 (WANG
etal ., 2020).
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Figura 1- Estrutura da particula viral do SARS- CoV-2 onde o RNA viral se localiza no
interior da particula associado a proteina do nucleocapsideo (N) (em roxo).
As proteinas de membrana (M) (em amarelo), glicoproteinas (S) (em vermelho) e
as proteinas hemaglutinina esterase (HE) (em azul) localizam- se na superficie
do Envelope (E) (em cinza)

Glicoproteina (S)

Hemaglutinina
esterase (HE)

Envelope (E)

Proteina de
membrana (M)

RNA fita simples (+) Nucleocapsideo (N)

Fonte: PEREIRA, 2021.

Com o genoma similar ao de outros membros da familia como o SARS- CoV e
BatCoV RaTG13, o SARS-CoV-2 possui pelo menos dez quadros de leitura aberta
(Open Reading Frames- ORFs). Responsaveis pela produgdo de proteinas de
replicacdo as ORFs (5’) compreendem cerca de dois tergos da sua carga genética
(Chan JF et al ., 2020). Ja a sequéncia compreendida na por¢ao 3’ esta envolvida na
codificagao das proteinas estruturais (Li X et al ., 2020).

A interacao ligante-receptor onde a glicoproteina S se liga ao receptor da
enzima conversora de angiotensina 2 (Angiotensin- converting enzyme 2- ACE 2) faz
com que haja o inicio da infeccao através da clivagem da glicoproteina de pico que é
realizada por proteases da célula permitindo a entrada do virus através do processo
de adsorcgéo, ou seja, o contato inicial célula-virus (Li W et al ., 2003).
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A enzima conversora de angiotensina 2 atua como um receptor na superficie
celular onde o SARS-CoV-2 entra na célula hospedeira e é altamente expresso nos
pulmdes, rins e coragao e posteriormente liberado no plasma. O virus causa uma
interrupcdo no equilibrio entre a enzima conversora de angiotensina, a enzima
conversora de angiotensina 2 e a ativacdo do sistema renina-angiotensina-
aldosterona fazendo com que haja progressdo da doenga. Contudo a expresséo de
ACE2 pode ser contraditoria ja que pode auxiliar na patogenicidade do SARS-CoV-2
mas inversamente limitar a infeccdo (BEYERSTEDT et al ., 2021).

Os pacientes infectados pelo SARS-CoV-2 apresentavam, desde o inicio dos
casos, sintomas similares aos de doencas respiratdrias com progressdo para
pneumonia o que sugeria que o pulméao fosse o tropismo primario do virus, que entra
no hospedeiro através do trato respiratorio, vias aéreas e celulas epiteliais alveolares,
sendo as células endoteliais vasculares e os macréfagos alveolares os primeiros alvos
da entrada viral (HARRISON et al ., 2020).

Os sintomas da doenga fomentam que a transmissao ocorre principalmente por
via respiratéria ja que existe a replicagao produtiva do virus tanto no trato respiratorio
superior quanto inferior e sua propagacdo pode ser tanto sintomatica quanto
assintomatica o que tornam o uso de mascara de protec¢ao individual, rastreamento
de contato e isolamento fisico indispensaveis no controle da doenga (HARRISON et
al ., 2020).

2.2 BUSCA POR FARMACOS NO CONTROLE DE DOENGCAS INFECCIOSAS

As doengas infecciosas sdo aquelas causadas por microrganismos: virus,
fungos, bactérias ou parasitas com potencial patogénico que podem estar presentes
no organismo do individuo de forma equilibrada, sem causar danos e que apés uma
alteracdo no sistema imune podem proliferar de forma desordenada e facilitar a
entrada de outros microrganismos que invadem a célula do hospedeiro para que
possam se replicar e causar danos (LIBERTUCCI et al ., 2020).

O desenvolvimento de novos farmacos para o tratamento de doencas
infecciosas envolve um complexo processo que inclui tempo e muito dinheiro, fazendo
com que as industrias farmacéuticas ndo consigam balancear producao e custos com
pesquisa (VILLALBA, 2015).
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O desenvolvimento de novos farmacos esta intrinsecamente ligado a inovagdes
cientificas, sendo a biologia molecular de fundamental importancia nesse processo
constituindo as bases de entendimento de pontos como poténcia, afinidade e
seletividade (VILLALBA, 2015).

O processo, geralmente lento, se divide em trés fases, sendo elas: descoberta
ou fase pré-clinica, desenvolvimento ou fase clinica e registro do farmaco (BRANCO
etal ., 2012).

Entre os farmacos desenvolvidos para doencgas infecciosas pode-se destacar
os para tratamento da tuberculose, doenca que foi por anos considerada
negligenciada ja que costumava acometer paises subdesenvolvidos e seu tratamento
nao despertava interesse na industria farmacéutica ja que as vendas de
medicamentos nao trariam retorno significativo e ndo cobririam os gastos da pesquisa
(BRANCO et al ., 2012).

O passo inicial para o desenvolvimento de novos farmacos para tuberculose
baseia-se na atividade antimicobacteriana de uma molécula através de planejamento
molecular ou triagem, passando por otimizagdo estrutural para obtengcdo de
compostos mais ativos ou com menor toxicidade (NG, R. 2015).

Ainda na fase pré-clinica sao realizadas analises in vivo e in vitro para que
entdo possa concluir-se se o farmaco esta qualificado a seguir para a fase clinica,
realizada com seres humanos, de forma voluntaria divididas em 3 fases a fim de
determinar segurancga, tolerancia, eficacia, farmacocinética, dosagem e esquema
terapéutico (NG, R. 2015).

Com isso o reposicionamento de farmacos, que é utilizado para definir novas
indicacbes terapéuticas para medicamentos ja aprovados, tem ganhado destaque e
atencao ja que apresenta muitas vantagens em relagdo a pesquisa de producgao de
novos medicamentos, inclusive a redugao de riscos no processo de producao
(KUNDU et al ., 2015).

O reposicionamento implica na pesquisa e identificagdo dos compostos do alvo,
autorizacao de utilizagdo do composto, fase de desenvolvimento que pode iniciar-se
ja diretamente nos ensaios clinicos e na farmacovigilancia pés comercializagao,
levando menos tempo no desenvolvimento e disponibilizacdo mais rapida a populagao
(VALE, 2019).
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Os farmacos a serem reposicionados dividem-se em trés grupos: os genéricos,
nao protegidos por patentes; medicamentos que ndo entraram no mercado por nao
apresentarem eficacia nos ensaios clinicos e medicamentos patenteados ou na ultima
fase do desenvolvimento clinico (VALE, 2019).

Aidentificacdo de candidatos se da a partir da necessidade da pesquisa de um
composto para uma determinada indicagdo que ja possua um nivel de seguranca
importante e um perfil comercial factivel. Com o avango do numero de casos de Covid-
19, potenciais alvos terapéuticos e farmacos comecaram a ser relatados e estudos
para novos farmacos e reposicionamento foram impulsionados e estdo passando por
extensas pesquisas, incluindo remdesivir e cloroquina (FAN et al ., 2020).

A longo prazo espera-se que os estudos realizados levem ao desenvolvimento
de farmacos que produzam efeitos terapéuticos de amplo espectro e possam atuar
nao somente no combate ao SARS-CoV-2 mas em diferentes coronavirus (FAN et al .,
2020).
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3 OBJETIVOS
3.1. OBJETIVO GERAL

Realizar um levantamento dos ensaios clinicos de farmacos e

reposicionamento farmacos para o tratamento da COVID-19.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Sao objetivos do presente capitulo:

a) obter os dados provenientes dos ensaios clinicos em desenvolvimento para
o desenvolvimento de novos farmacos ou reposicionamento de farmacos
no tratamento da COVID-19;

b) identificar os modos de acdo dos novos farmacos ou reposicionamento de
farmacos no tratamento da COVID-19 nos ensaios clinicos em
desenvolvimento;

C) apontar nos ensaios clinicos selecionados os diversos estudos com
imunobiolégicos no tratamento, na prevencao ou no diagnostico da COVID-
19.
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4 METODOLOGIA

A busca de dados dos ensaios clinicos em desenvolvimento foi baseada no
banco de dados Clinical Trials.Gov (www.clinicaltrials.gov), um recurso da Biblioteca
Nacional de Medicina dos EUA que oferece informagdes sobre ensaios clinicos e
estudos observacionais com suporte publico e privado acerca de uma ampla gama de
doencgas, como mostrado na figura 2.

Descritores especificos para cada busca foram utilizados, sendo o termo
“Covid-19” utilizado no campo de “condi¢cdes ou doencga de interesse” para todas as
buscas e os termos “drugs”, “other drugs”, “antiviral drugs”, “anti cancer drugs” e
“antiparasitic drugs” no campo “outros termos”.

Nao houveram restricdes de idiomas, condi¢gdes da doenca, resultados ou
locais.

Os critérios de elegibilidade se basearam em: conter um numero de
identificador de base do clinicaltrials.gov, descrever o numero de participantes,
periodo de estudo e pais de estudo.

Vale ressaltar que o presente estudo utilizou apenas ensaios clinicos listados

no banco do Clinical Trials.

Figura 2- Pipeline da metodologia da busca de dados

"Covid-19"
DESCRITOR Utilizado no campo "Condition or
PRINCIPAL disease"
DESCRITORES "Drugs" "Other drugs" "antiviral drugs"

"anti cancer drugs" "antiparasitic
drugs" no campo "Other terms"

SECUNDARIOS

m) U.S. National Library of Medicine

ClinicalTrials.gov RESTRICOES Nao houveram

Conter: numero de identificador,
numero de participantes, periodo
de estudo e pais de estudo.

Nao estar listado no banco de
dados.

Fonte: da autora, 2021.
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5 RESULTADOS

Em ClinicalTrials.gov (www.clinicaltrials.gov), foram encontrados 3.743
ensaios clinicos que avaliaram farmacos no tratamento de COVID-19 de Fevereiro de
2021 até Fevereiro de 2022. A maioria desses ensaios clinicos sdo conduzidos em
paises da Europa e nos Estados Unidos, perfazendo mais de 50% quando

comparados ao total de ensaios (Figura 3).

Figura 3- Total dos ensaios clinicos em todo o mundo

Europe

71

Mnddle East East Asia
[ South Asia

Africa

w

South America

M Rehearsals in that region
M Trials in the rest of the world

Fonte: da autora, 2021.

Quanto ao tipo de ensaio clinico, a maioria envolve avaliagéo de farmacos e
medicamentos bioldgicos (como vacinas e plasma convalescente) e, em menor
numero, terapias celulares, ventilagdo mecanica, testes diagndsticos e telemedicina

(aqui descritos como outros) (Figura 4).
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Figura 4- Ensaios clinicos para COVID-19 em todo o mundo. Diferentes circulos representam tipos
de ensaios clinicos em cada parte do mundo. Quanto ao uso de plasma convalescente (em
amarelo), avaliagdo de farmacos (em azul), uso de terapia com células mesenquimais (em
verde) e outros (em cinza)

North Asia

United States

South America

Convalescent plasma
M Drugs
| Mesenchymal cells therapy
= Others

Fonte: da autora, 2021.
5.1 FARMACOS

Além de desenvolver novas opg¢does de tratamento, como novos
medicamentos, imunoterapias e terapias dirigidas ao hospedeiro, os cientistas em
todo o mundo continuam a explorar simultaneamente a eficacia dos medicamentos ja
existentes contra a SARS-CoV-2 (JEAN, 2020).

Esses farmacos podem ser divididos em duas grandes categorias: aquelas
que podem ter como alvo direto o ciclo de replicacédo do virus e aquelas baseadas em
abordagens de imunoterapia destinadas a aumentar as respostas imunes antivirais

inatas ou aliviar os danos induzidos por respostas inflamatoérias desreguladas.

5.1.1. Novos farmacos
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Os novos medicamentos para COVID-19 considerados sao aqueles que nao
estavam previamente associados a estudos de outras doengas e estdo descritos na
Tabela 1.
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Quadro 1- Novos Farmacos (Continua)

Farmaco Categoria do farmaco Titulo do estudo Patrocinadores Fase Numero NCT Locais

DFV890 Antiviral Study of Efficacy and Safety of DV890 inPfizer Fase 2 NCT04382053 Argentina, Brasil,

Patients With COVID-19 Pneumonia. Dinamarca, Alemanha,
Holanda, Peru, Federagao
Russa, Africa do Sul e
Espanha
PF-07304814 Antiviral First-ln-Human Study To Evaluate Novartis Fase 1 NCT04535167 Estados Unidos da América
Safety, Tolerability, And
Pharmacokinetics Following Single
Ascending Dose And Extended Infusion
of PF 07304814 In Hospitalized
Participants With COVID-19.
RBT-9 Antiviral e imunomodulador A Study to Evaluate the Effect of RBT-9 Renibus Fase 2 NCT04364763 Estados Unidos da América
on Progression of COVID-19 in High-  Therapeutics, Inc.
Risk Individuals (The PREVENT Study).

SAR443122 Imunomodulador (inibidor A Phase 1b Trial to Evaluate Safety and Sanofi Fase 1 NCT04469621 Argentina, Brasil, Chile,

RIPK1) Effect of SAR443122 on Immune México e Federacdo Russa.
System in Severe COVID-19.

TD-0903 Imunomodulador (inibigao de TD-0903 for ALI Associated Theravance Fase 2 NCT04402866 Republica da Moldavia,
JAK) desenvolvido parao  With COVID-19. Biopharma Roménia, Ucrania e Reino
tratamento de les&o Unido
pulmonar aguda devido a
COVID-19

RLS-0071 Imunomodulador. Novo A Study of RLS-0071 in Patients With  ReAlta Life Fase 1 NCT04574869 Estados Unidos da América

peptideo desenvolvido para Acute Lung Injury Due to COVID-

o tratamento de leséo
pulmonar aguda devido a
COVID-19

19 Pneumonia in Early Respiratory
Failure.

Sciences, Inc.



https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT04382053?term=NCT04382053&draw=2&rank=1
https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT04382053?term=NCT04382053&draw=2&rank=1
https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT04535167?term=PF-07304814&draw=2&rank=1
https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT04535167?term=PF-07304814&draw=2&rank=1
https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT04535167?term=PF-07304814&draw=2&rank=1
https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT04535167?term=PF-07304814&draw=2&rank=1
https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT04535167?term=PF-07304814&draw=2&rank=1
https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT04535167?term=PF-07304814&draw=2&rank=1
https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT04364763?cond=Covid19&intr=drug&draw=8&rank=613
https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT04364763?cond=Covid19&intr=drug&draw=8&rank=613
https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT04364763?cond=Covid19&intr=drug&draw=8&rank=613
https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT04469621?cond=Covid19&intr=drug&draw=8&rank=687
https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT04469621?cond=Covid19&intr=drug&draw=8&rank=687
https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT04469621?cond=Covid19&intr=drug&draw=8&rank=687
https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT04574869?cond=Covid19&intr=drug&draw=15&rank=1379
https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT04574869?cond=Covid19&intr=drug&draw=15&rank=1379
https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT04463420?cond=Covid19&intr=drug&draw=4&rank=286
https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT04463420?cond=Covid19&intr=drug&draw=4&rank=286
https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT04463420?cond=Covid19&intr=drug&draw=4&rank=286
https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT04463420?cond=Covid19&intr=drug&draw=4&rank=286

Quadro 1- Novos Farmacos
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(Conclusao)

Farmaco Categoria do Farmaco ‘Tl’tulo do estudo Patrocinadores Fase Numero NCT ‘Locais
M5049 Imunomodulador. M5049 Study in Participants With EMD Serono Fase 2 NCT04448756 Brasil and Estados Unidos
Um novo inibidor potente e seletivo Coronavirus Disease 2019 (COVID- Research & da América
de receptores toll-like 7 € 8 19) Pneumonia. Development
Institute, Inc.
EG-HPCP-03a Desconhecido* Study to Evaluate the Efficacy and Evergreen Fase 2 NCT04561180 Desconhecido*
Safety of EG-HPCP-03a Compared to Therapeutics, Inc.
DEX in Patients With COVID-
19 Pneumonia.
COVID19-0001- Desconhecido* Study to Evaluate the Efficacy United Medical Fase 1/2 NCT04595136  Colédmbia
USR of COVID19-0001-USR in Patients  Specialties
With Mild/or Moderate COVID-
19 Infection in Outpatient.
PHR160 Spray Desconhecido* Safety and Efficacy of PHR 160 SprayBagiyatallah Nao se NCT04463420 Irad (Republica Islamica do Ira
on the Outcomes of Patients Medical Sciences aplica
With COVID-19. University
BLD-2660 Desconhecido* Safety and Antiviral Activity of BLD-  Blade Therapeutics Fase 2 NCT04334460  Califérnia, Distrito de
2660 in COVID-19 Hospitalized and Clinipace Columbia, Flérida, Idaho,
Subjects. Worldwide lllinois, lowa, Kentucky,
Carolina do Norte,
Pensilvania, Carolina do Sul,
Tennessee, Texas,
Washington, Brasil
SNGO001 Antiviral Trial of Inhaled Anti-viral (SNG001) forSynairgen Fase 2 NCT04385095 Reino Unido

SARS-CoV-2 (COVID-19) Infection

Research Ltd.

Fonte: da autora, 2021.

Legenda: Desconhecido* nenhuma informagéo foi encontrada .


https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT04448756?cond=Covid19&intr=drug&draw=14&rank=1215
https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT04448756?cond=Covid19&intr=drug&draw=14&rank=1215
https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT04448756?cond=Covid19&intr=drug&draw=14&rank=1215
https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT04561180?cond=Covid19&intr=drug&draw=13&rank=1130
https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT04561180?cond=Covid19&intr=drug&draw=13&rank=1130
https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT04561180?cond=Covid19&intr=drug&draw=13&rank=1130
https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT04561180?cond=Covid19&intr=drug&draw=13&rank=1130
https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT04595136?cond=Covid19&intr=drug&draw=2&rank=20
https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT04595136?cond=Covid19&intr=drug&draw=2&rank=20
https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT04595136?cond=Covid19&intr=drug&draw=2&rank=20
https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT04595136?cond=Covid19&intr=drug&draw=2&rank=20
https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT04463420?cond=Covid19&intr=drug&draw=4&rank=286
https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT04463420?cond=Covid19&intr=drug&draw=4&rank=286
https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT04463420?cond=Covid19&intr=drug&draw=4&rank=286
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Destes novos farmacos, alguns apresentaram resultados promissores nos
ensaios clinicos em desenvolvimento como os PF-07304814, DFV890, RBT-9, TD-
0903, M5049, BLD-2660 e SNG001, e serao descritos abaixo.

PF-07304814: Com trés estudos, sendo dois concluidos e um ativo com previsédo de
finalizagdo para Julho de 2022, o pro-farmaco de fosfato projetado PF-07304814 é
metabolizado em PF-00835231, que é um potente inibidor in vitro da protease 3CL
SARS-CoV-2 em estudos pré-clinicos (Figura 5) (BORAS et al ., 2020; DE VRIAS et
al ., 2020) PF-00835231 exibe potente atividade antiviral in vitro contra SARS-CoV-2
como um agente unico. E aditivo /sinérgico em combinacdo com o remdesivir e pode
ser mais potente do que o remdesivir (BORAS et al ., 2020; DE VRIAS et al ., 2020).
Este medicamento foi desenvolvido pela Pfizer e estd sendo avaliado em ensaios
clinicos de fase 1 (ensaio clinico numero NCT04535167) sendo um estudo
randomizado, duplo-cego, aberto pelo patrocinador, controlado por placebo, de dose
unica e multipla em adultos saudaveis, avaliando a seguranga, tolerabilidade e
farmacocinética do PF-07321332 em hospitais nos EUA (NLM, 2020).

DFV890: Medicamento desenvolvido pela Novartis, e a eficacia e seguranga de
DFV890 para o tratamento de pacientes COVID-19 com pneumonia e funcéo
respiratoria prejudicada esta sendo avaliada em ensaios clinicos de fase 2
(NCT04382053). Os ensaios clinicos envolvem pacientes de 12 paises diferentes:
Argentina, Brasil, Dinamarca, Alemanha, Hungria, india, México, Holanda, Peru,
Federacdo Russa, Africa do Sul e Espanha. (Status de recrutamento: concluido). Os
resultados n&o foram disponibilizados por haver acordo de confidencialidade (NLM,
2020).

RBT-9: Este medicamento esta sendo desenvolvido pela Renibus Therapeutics como
um antiviral com caracteristicas protetoras de 6rgaos. A Renibus Therapeutics
conduziu ensaios de fase 2 deste composto com atividade antiviral e
imunomoduladora para avaliar a eficacia, tolerabilidade e seguranca de uma unica
dose de RBT-9 versus placebo na infecgao por COVID-19 em adultos ndo criticamente
enfermos que estdo em alto risco de progressdo (NCT04364763) (NLM, 2020). O
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estudo foi finalizado em Setembro de 2021 mas os resultados ainda nao foram

disponibilizados.

TD-0903: Este medicamento é um inibidor pan-JAK seletivo para o pulmao, que foi
descoberto e desenvolvido pela Theravance Biopharma para o tratamento de lesao
pulmonar aguda associada a COVID-19. Por meio de seu mecanismo, o TD-0903 tem
o potencial de inibir amplamente a sinalizagao dos transdutores Janus quinase / sinal
e ativadores da transcrigao (JAK-STAT) nas vias aéreas, bloqueando a liberagéo de
citocinas e quimiocinas que podem estar associadas a lesdo pulmonar aguda e ao
inicio de uma sindrome de tempestade de citocinas (Figura 5). Estudos pré-clinicos
sugerem que o TD-0903 tem uma razéo pulmao-plasma muito alta e rapida depuragéo
metabdlica, resultando em baixa exposig¢ao sistémica, o que € compativel com sua
seletividade pulmonar. O TD-0903 é administrado por meio de uma solugao inalatéria
nebulizada, o que aumenta ainda mais a seletividade pulmonar. Estudos pré-clinicos
farmacodinamicos indicam que TD-0903 tem uma duracdo de acao estendida que
deve permitir uma ou duas doses diarias em humanos. (3 estudos, ambos com status
de recrutamento = concluido. Dois em fase 1 (NCT04350736)/ (NCT05091723) e outro
em fase 2 (NCT04402866 ) (NLM, 2020).

M5049: Este medicamento € uma pequena molécula potencial primeira da classe que
bloqueia a ativagado do receptor Toll-like (TLR) 7 e TLRS8, (Figura 5) que s&o dois
sensores imunes inatos que detectam RNA de fita simples de virus como o SARS-
CoV -2. A ativacao de TLR7 / 8 leva a ativacao e inflamacao das células imunes, que,
quando nao controladas adequadamente, podem causar imunopatologia grave. A
Merck iniciou um estudo clinico controlado randomizado de fase 2 (NCT04448756)
avaliando a seguranca e eficacia de M5049 com o objetivo de prevenir ou melhorar a
resposta hiperinflamatéria e prevenir a progressao para sindrome de tempestade de
citocinas em pacientes com COVID-19 (NLM, 2020).

BLD-2660: Este medicamento € um novo inibidor de pequenas moléculas sintéticas,
oralmente ativo, da calpaina 1, 2 e 9, seletivo sobre as catepsinas e também sobre
outras familias de proteases (Figura 5). Apresenta boa estabilidade metabdlica e

permeabilidade, biodisponibilidade oral e baixa inibicdo do citocromo P450. Ele esta
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em desenvolvimento para o tratamento de pacientes com COVID-19 em ensaios
clinicos de fase 2 nos hospitais dos EUA e do Brasil (NCT04334460). Os resultados

ainda nao foram disponibilizados pois estdo em revisao (NLM, 2020).

SNGO001: Este € um medicamento inalatério que contém uma proteina antiviral
chamada interferon beta (IFN-B). Muitos virus inibem o IFN-B como parte de sua
estratégia para escapar do sistema imunoldgico. O IFN- protege as células contra os
coronavirus MERS e SARS. Existem quatro estudos abordando essa droga. Sendo e
na fase 3 (NCT04732949)/ (NCT05207293) 1 na fase 2 (NCT04385095) e 1 na fase
2/3 (NCT04518410) (NLM, 2020).

Figura 5- Mecanismo de agao de novos medicamentos
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Fonte: da autora, 2021.

Legenda: Resultados promissores de novos medicamentos contra o novo coronavirus. PF-07304814
atua bloqueando a protease SARS-CoV-2 3CL, prevenindo a infecgao celular. O RBT-9 é um
medicamento antiviral que bloqueia a replicagao do virus. TD-0903 bloqueia a sinalizagéo
JAK-STAT mediada por tempestade de citocinas, evitando danos causados pela exacerbacao
da resposta proé-inflamatéria no pulmao. M5049 é um antagonista de TLR7 / 8 que pode
reconhecer o RNA viral e estimular a resposta imune inata com o aumento da expressao de
genes de citocinas pro-inflamatodrias, como IL-6. O uso de M5049 ajuda a criar citocinas pro-
inflamatdrias ao prevenir o dano inflamatério causado pela infecgdo. BLD-2660 bloqueia a
acao da IL-6 durante a tempestade de citocinas causada pelo novo coronavirus.
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No inicio de 2022 as atengdes foram voltadas para dois novos farmacos, o
Paxlovid (combinagao de PF-07321332 e Ritonavir) da Pfizer que esta com um estudo
em andamento no Clinical Trials.gov (NCT05263908) e esta em fase de recrutamento.
O Paxlovid é uma terapia antiviral inibidora da protease do SARS-CoV-2, projetada para
administracdo por via oral, que mostrou reduzir o risco de hospitalizacdo até 0 momento
em cerca de 89% (WEN et al ., 2022).

O Molnupiravir da Merck Sharp & Dome conta com oito ensaios clinicos na
biblioteca do Clinical Trials.gov: NCT04392219 fasel, NCTO04746183 fase 1/2,
NCT04405570/ NCT04405739 fase 2, NCT04575584/ NCT04575597 fase 2/3,
NCT04939428/ NCT05195060 fase 3. O Monulpiravir € um inibidor de RdRp oralmente
ativo com perfil farmacocinético favoravel, com capacidade de inibir a replicacédo do
SARS-COV-2, reduzir a carga viral e auxiliar na recuperagao rapidamente (WEN et al .,
2022).

5.1.2 Reposicionamento de farmacos

As pandemias, como a pandemia da COVID-19, criam desafios unicos para
os profissionais de saude, como a selecado de tratamentos adequados e a falta de
tempo disponivel para a descoberta de medicamentos (FERREIRA et al ., 2020). A
maioria dos ensaios clinicos avalia o reposicionamento de farmacos para controlar a
infeccao viral por meio de antivirais ou outros medicamentos de efeito semelhante,
como antiparasitarios e antibacterianos. Além disso, existem varios ensaios clinicos
que avaliam anti-inflamatérios, antineoplasicos, antioxidantes, suplementos
alimentares e medicamentos relacionados a doengas cardiovasculares, glicemia e

lipidios como demonstrado na Tabela 2.
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Quadro 2- Reposicionamento de farmacos (continua)
Classe de farmacos ou alvo terapéutico Farmacos

Adrenoleucodistrofia OP-101

Hepatite alcodlica DUR-928

Alcoolismo
Angina
Angioedema

Antiarritmico

Antibacteriano

Anticancerogénico / antineoplasico

Antiemético

Anti-hiperglicémico

Anti-hipertensivo

Disulfiram, Naltrexona

T89 ou Dantonic

Ruconest, ISIS 721744
Amiodarona, Verapamil

Azitromicina, Amoxicilina / Clavulanato, Carrimycin, ceftriaxona, cetilpiridinio
cloreto, gluconato de clorexidina, claritromicina, clindamicina, clofazimina,
Peroxido de Hidrogénio, doxiciclina, tazobactam, povidona-iodo a 2%,
sulfametoxazol, timerosal, Trimetoprim

Maleato de abivertinibe, acalabrutinibe, dimesilato de apilimode, antroquinonol,
bevacizumabe, brequinar, bicalutamida, colageno-polivinilpirrolidona,
decitabina, degarelix, dociparastato de sddio, dutasterida, duvelinibolibreina,
metaposida, , Plitidepsina, Proxalutamida, Ruxolitinibe, Selinexor, Tamoxifeno,
Crocetinato de Sédio Trans, Toremifeno, Zanubrutinibe, AVM0703, BDB-001,
INC424, EC-18, INB03, GC4419, MPT0B640, NOX66, TAK295, TAK295, -111

Tradipitant

Dapagliflozina, Icosapent etil, Linagliptina, Metformina, Pioglitazona,
Sitagliptina, AZD1656

Anlodipina, Captopril, Ifenprodil, Losartan, Prazosina, Cloridrato de Propranolol,
Telmisartan, Valsartan
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Quadro 2- Reposicionamento de farmacos (continua)

Classe de farmacos ou alvo terapéutico Farmacos

Anti-enxaqueca Zavegepant

Antiparasitario Artemisinina, Atovaquona, Cloroquina /
Hidroxicloroquina, Ivermectina, Levamisol,

Antiviral

Doencas sanguineas

Anticoagulacgdo / antitrombdética / antiagregante

Mefloquina, Niclosamida, Nitazoxanida, Primaquina,

Pironaridina-Artesunato, Quinina, Tafenoquina

Atazanavir, Azvudine, Cenicriviroc, clevudine,
cobicistat, Daclatasvir, Danoprevir, darunavir,
Emtricitabina, Favipiravir, Galidesivir, isoprinosina,
ledipasvir, lopinavir, maraviroc, merimepodib,
Molnupiravir ou MK-4482 ou EIDD-2801, oseltamivir,
Remdesivir, Ribavirina, Rintatolimod, Ritonauvir,
Sofosbuvir, Triazavirina, Umifenovir, Ritonavir,
Tenofovir disoproxil, ASCO09F, AT-527, DAS181,
XC221

Alteplase,  Apixaban, Aspirina, Bemiparina,
Clopidogrel, Diosmina, Dipiridamol, Dalteparina,
Edoxaban, Enoxaparina, Fondaparinux, Heparina,
Mesilato de Nafamostat, Prasugrel, Rivaroxaban,

Tenecteplase, Tinzaparin, Trifexamida
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Classe de farmacos ou alvo terapéutico

Farmacos

Doengas sanguineas

Colesterol

Regulador epigenético

Retengao de liquidos

Suplemento alimentar

Problemas gastrointestinais

Anti-trombocitopenia

Antifibrinolitico

Anemia

Sobrecarga crénica de ferro

Inibidor da secrec¢éo de acido gastrico

Pancreatite

Probidtico

Eltrombopag, rhTPO

Aprotinina

Crizanlizumab,  Desidustat,  Protoporfirina

Sulfonatoporfirina, Senicapoc

Deferoxamina

Atorvastatina, Rosuvastatina, Sinvastatina

NuSepin, DUR-928

Espironolactona

N-acetil cisteina, Omega 3, Prolectina-M, Vitamina C,

Vitamina D, Vitamina E, Zinco

Famotidina

TAK-671

Probiorinse, Omnibiotic
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(continua)

Classe de farmacos ou alvo terapéutico

Farmacos

Terapia génica

Imunomodulador

Corticosterodide

Anti-inflamatério

Anti-inflamatério e antioxidante

Anti-inflamatérios usados contra a artrite reumatoéide

DeltaRex-G, Avdoralimabe, Axatilimabe, Brometo de

azoximero, Bardoxolona, Calciferol, Colageno-

Polivinilpirrolidona, Mesilato de Camostat,

Ciclosporina, Dapansutrila, Emapalumabe,

Fostamatinibe, Meplazumabe, Molgramostim,

Monalizumabe, Tinumabizina, Nangibotida,
Nangibotideo 9, AMY-101, BDB-001, CERC-002,
VIB7734

Budesonida,

ciclesonida, dexametasona,

hidrocortisona,  metilprednisolona, furoato de
mometasona, oftamesona, prednisona

Colchicina, Icatibant, Ibudilast,
Ibuprofeno, Isotretinoina, Losmapimod, ABX464,

EDP1867, GLS-1027, SAR443122

Astegolimab,

Ebselen, Fisetin, Silymarin

Abatacepte, Anakinra, Apremilast, Baricitinibe,

Bucilamina, Canacinumabe, Clazakizumabe,
Leflunomida, Otilimabe, Sarilumabe, Tocilizumabe,

Tofacitinibe, PF-06650833
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Quadro 2- Reposicionamento de farmacos (continua)
Classe de farmacos ou alvo terapéutico Farmacos
Imunomodulador Anti-inflamatério ndo esteroidal, inibidor Acido acetilsalicilico, Naproxe, Indometacina

Sindrome metabdlica

Anticorpos monoclonais

das ciclooxigenases 1 e 2

Bloqueador dos canais de calcio com efeitosTetrandrina

antiinflamatorios

Treamid

Acalabrutinib, Astegolimab, Avdoralimab, Axatilimab,
Canacinumab, Clazakizumab, Crizanlizumab,
Duvelisib, eculizumab, Emapalumab, Gimsilumab,
Garadacimab, infliximab, Itolizumab, Lanadelumab,
Lenzilumab, Leronlimab, Levilimab, Mavrilimumab,
Meplazumab, Monalizumab, Nivolumab,
Olokizumab, Otilimab, Pamrevlumab, Ravulizumabe,
Risankizumabe, Sarilumabe, Secukinumabe,
Siltuximabe, Sirukumabe, Tocilizumabe, AK119,
BGB-DXP593, BMS-986253, BRII-196, BRII-198,
CERC-002, CPI-006, CT-P59, CSL324, IC14 (Anti-
CD14), JS016, LY3127804, MAS825, REGN10933 +
REGN10987, SCTAO01, STI-1499 (COVI-GUARD),
STI-2020 (COVI-AMG™), TJ003234, TY027, VIR-
7831.
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Quadro 2- Reposicionamento de farmacos (continua)
Classe de farmacos ou alvo terapéutico Farmacos
Desordens naturais Mal de Parkinson RTB101

Produto neural

Neuroprotetor

Esclerose multipla

Sinusite crénica
Miastenia grave
Anti-psicético
Antidepressivo

Analgésico / sedativo

Insénia

Fingolimod, NBT-NM108, IMU-838

GLS-1200

Brometo de piridostigmina, zilucoplan

Clorpromagzina, Valproato / Quetiapina
Brexanolona, Fluoxetina, Fluvoxamina

Ketamine, Dexmedetomidine, Isoflurane, Propofol,
Sevoflurane, Thalidomide
Melatonin, Ramelteon

Anis, ArtemiC, Extrato de Proépolis Verde Brasileiro
[EPP-AF], Cannabis / Canabidiol, Crocetina, Licorice
Deglicirrizinado, Diosmina, Escina, Oleos essenciais,
Glicina, Guduchi Ghan, Hesperidina, Mel, Costus
Indiano, lota-Carragenina, Isoquercetina, Celulose ,
Nigella sativa, Nuvastatic, Plant Polyphenol,
Plitidepsin, P2Et - extrato de Caesalpinia spinosa,
Quercetina, Vernonia amygdalina, Yinhu Qingwen

Granula

Crocetina, Traneurocina ou NA-831, AT-001
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(conclusao)

Classe de farmacos ou alvo terapéutico

Farmacos

Terapia de reposi¢ao de nicotina

Disturbios pulmonares

Radioprotetor

Sarcopenia

Disfungao sexual

Vasomodulador

Adesivo de nicotina

Alfa-1-antitripsina, Alvelestat, Anluohuaxian, Auxora,
Bromexina, Dornase Alfa, Ensifentrina, Lucinactante,
Montelucaste, Nintedanibe, N-acetilcisteina, Pemziv
Puliptadil, Prolastina, Alfa Poractante, Cofrota-7,
BL60, LAUfota-26, LAUfota-26 MK 5475, MRx-
4DP0004, PLN-74809, PUL-042, TD139, SNGO001

BIO 300

BIO101
Aviptadil, Sildenafil

Almitrina, lloprost, Pentoxifilina, Regadenoson,
Sulodexida

Fonte: da autora, 2021.

Nota: *Alguns medicamentos podem ter mais de um efeito (por exemplo, antiinflamatério e anticancer) ou sdo usados para mais de uma doenca listada
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5.1.2.1 Farmacos antivirais

Trinta e um medicamentos foram identificados e estdo envolvidos em 565
estudos desenvolvidos para infecgdes virais, como hepatite, HIV, Ebola, influenza,
febre amarela, Zika e Chikungunya e estdo sendo testados para tratar pacientes com
COVID-19. Alguns medicamentos podem inibir a replicagdo viral (por exemplo,
favipiravir, remdesivir e ribavirina) ou inibir a entrada viral (por exemplo, lopinavir-
ritonavir e umifenovir) (SINGH et al ., 2020).

Remdesivir foi desenvolvido para o tratamento de virus baseados em RNA e
se mostrou eficiente contra o virus Ebola e os virus da familia Coronaviridae
exemplificados por MERS e SARS (EASTMAN et al ., 2020; SHEAHAN et al ., 2017).
Essa droga pode ser incorporada ao RNA viral e inibir ainda mais a RNA polimerase
dependente de RNA, induzindo a terminagdo prematura da transcricdo do RNA viral
(AGOSTINI et al ., 2018).

Estudos in vitro demonstraram que o remdesivir € um potente inibidor da
SARS-CoV-2, o que pode justificar os ensaios clinicos em andamento com essa droga
para o tratamento de COVID-19 (DE VRIES et al ., 2020; WANG et al ., 2020; CHOY
etal ., 2020).

Grein e colaboradores (2020) observaram melhora clinica em 68% dos
pacientes hospitalizados por COVID-19 grave que foram tratados com remdesivir.
Outro estudo mostrou melhora clinica com remdesivir, com tempo médio de
recuperacao de 10 dias, em comparacao com 15 dias entre aqueles que receberam
placebo. Além disso, a mortalidade foi menor para os pacientes tratados com
remdesivir quando comparados aos que receberam placebo (BEIGEL et al ., 2020).

O favipiravir inibe efetivamente a RNA polimerase dependente de RNA e a
replicagao viral tendo a eficacia in vitro contra os virus influenza, virus Ebola e SARS-
CoV-2 descrita (FURUTA et al ., 2017). Em 48 ensaios clinicos o favipiravir estd sendo
investigado isoladamente ou em combinagdo com outros medicamentos para o
tratamento do COVID-19.

O favipiravir demonstrou controlar parcialmente os mediadores inflamatérios
em pacientes com COVID-19. No entanto, a inflamagao e a tempestade de citocinas
continuaram apds a administracdo de favipiravir, que pode ser controlada com
esteroides (YAMAMURA et al ., 2020). Cai e colaboradores (2020) conduziram um
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estudo de controle aberto onde favipiravir + IFN-a exibiu depuracéao viral mais rapida
e melhora radiolégica em comparagdo com o grupo lopinavir / ritonavir + IFN-a.

O lopinavir, um inibidor da protease aspartato do virus da imunodeficiéncia
humana (HIV) tipo 1, mostrou atividade inibitéria da SARS-CoV-2 in vitro (CHOY et
al ., 2020; CHU, 2004).

Ritonavir € combinado com lopinavir para aumentar sua meia-vida plasmatica
por meio da inibigdo do citocromo P450 (CHOY et al ., 2020). Lopinavir / ritonavir esta
sendo investigado em 93 ensaios clinicos. Em seu estudo com pacientes adultos
hospitalizados com COVID-19 grave, Cao e colaboradores (2020) concluiram que
nenhum beneficio foi observado com o tratamento com lopinavir / ritonavir. Em outro
ensaio clinico aberto randomizado de fase 2 conduzido por Hung et al . (2020) uma
combinacao tripla de IFN-B-1b e lopinavir / ritonavir provou ser segura e superior a
lopinavir / ritonavir, com pacientes apresentando alivio dos sintomas, duragao
encurtada de eliminagao viral e menor tempo de internagéo hospitalar.

Em monoterapia, o umifenovir, que inibe a fusdo da membrana do virus
influenza, demonstrou ser superior ao lopinavir / ritonavir no tratamento de COVID-19.
Nenhuma carga viral foi detectada no grupo umifenovir apés 14 dias da admisséo,
mas a carga viral foi encontrada em 44,1% dos pacientes tratados com lopinavir /
ritonavir (ZHU et al ., 2020). Além disso, o favipiravir melhorou significativamente a
laténcia para o alivio da pirexia e da tosse (CHEN et al ., 2020). A combinacao de
umifenovir + lopinavir / ritonavir indica uma reducdo mais rapida da carga viral,
evitando a superestimulagdo do sistema imunoldgico, diminuindo assim a gravidade,
duracao e infecciosidade da doencga quando comparada ao tratamento com lopinavir
/ ritonavir (DENG et al ., 2020).

A ribavirina, que geralmente é usada para o tratamento da hepatite C e é
ativada pela adenosina quinase em trifosfato de ribavirina (RTP), liga-se ao local de
ligacdo do nucleotideo e impede a adigdo de nucleotideos e também atua
interrompendo a adigédo de 5 'CAP ao mRNA viral (TE HS, JENSEN, 2020; KHALAF
et al ., 2020) Este medicamento esta sendo investigado em 18 ensaios clinicos para
tratar COVID-19.

Tong e colaboradores (2020) conduziram um ensaio com pacientes COVID-

19 graves, ndo mostrando nenhuma associagao com o tempo de conversao negativo
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para PCR em tempo real para o teste SARS-CoV-2 e a terapia com ribavirina ndo esta
associada a melhora da taxa de mortalidade.

Outros medicamentos anti-virus da hepatite C, como daclatasvir e sofosbuvir,
mostraram atividade antiviral in vitro contra SARS-CoV-2. Ambos os antivirais
impediram a apoptose neuronal induzida por virus e a liberacdo de mediadores
inflamatdrios relacionados a tempestade de citocinas, respectivamente. O daclatasvir
também teve como alvo estruturas secundarias de RNA no genoma do SARS-CoV-2
(SACRAMENTO et al ., 2020).

O sofosbuvir esta sendo investigado em 12 ensaios clinicos e o daclatasvir
esta sendo investigado em 10 ensaios clinicos para o tratamento de COVID-19.
Eslami e colaboradores (2020) conduziram um ensaio em que pacientes graves com
COVID-19 tratados com sofosbuvir / daclatasvir tiveram mortalidade mais baixa do
que apenas pacientes tratados com ribavirina. Outros estudos sugeriram que
sofosbuvir / daclatasvir melhora a sobrevida e a recuperacéo clinica em pacientes com
COVID-19 moderado a grave (SADEGHI et al ., 2020; ABBASPOUR et al ., 2020).

Alguns medicamentos experimentais desenvolvidos para outras doengas
virais que ainda nao foram aprovados pelos 6rgaos reguladores também estdo sendo
avaliados para o tratamento de COVID-19, como ASCO9F (HIV), AT-527 (hepatite C),
DAS181 (parainfluenza), XC221 (influenza) e galidesivir. Em estudos pré-clinicos,
galidesivir (BCX4430) demonstrou atuar como um terminador de cadeia de RNA nao
obrigatorio, que pode inibir polimerases de RNA viral de uma ampla gama de virus de
RNA, incluindo flavivirus (febre amarela e virus Zika), filovirus (Ebola e Virus de
Marburg) e coronavirus (SARS-CoV e MERS-CoV) (WARREN et al ., 2020;
JULANDER et al ., 2017).

A triagem virtual baseada em alvos e os resultados de docking molecular
mostraram que o antiviral galidesivir € uma promessa contra o SARS-CoV-2, uma vez
que se liga fortemente a RNA polimerase dependente de RNA (AFTAB et al ., 2020;
ELFIKY, 2020).

Atualmente, esta em fase 1 de ensaios em humanos em hospitais brasileiros
para avaliar a farmacocinética, seguranca e atividade antiviral do galidesivir em
individuos com febre amarela e COVID-19 (NCT03891420).
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5.1.2.2 Farmacos antiparasitarios e antibacterianos

Alguns medicamentos normalmente usados como antiparasitarios foram
avaliados no tratamento de COVID-19, como artemisinina, atovaquona, cloroquina
(difosfato de cloroquina) / hidroxicloroquina (sulfato de hidroxicloroquina), ivermectina,
levamisol, mefloquina, niclosamida, nitazoxanida, primaquina, pironaridina-
artesunato, quinina (YAO et al .,2020).

A ivermectina € um agente antiparasitario aprovado pela Food and Drug
Administration (FDA) com efeitos antivirais comprovados contra o HIV, Zika e virus da
dengue (WAGSTAFF et al ., 2012; KETKAR et al ., 2019).

Células Vero / hSLAM infectadas com SARS-CoV-2 foram expostas a
ivermectina 5 uM, com redugédo de 93% no RNA viral presente no sobrenadante
(indicativo de virions liberados) de amostras tratadas com esta droga apos 24h, e uma
reducdo de 5000 vezes no RNA viral comparado com o controle foi encontrado apds
48h (CALY et al ., 2020).

Os autores propuseram que a droga pode ter efeitos antivirais ao inibir o
receptor a / B da importina (IMP), responsavel pela transmissdo de proteinas virais
para o nucleo da célula hospedeira (CALY et al ., 2020).

Até outubro de 2021 foram encontrados oitenta ensaios clinicos avaliando
esse medicamento. Embora sejam necessarios ensaios clinicos randomizados para
confirmar os efeitos da ivermectina no tratamento do COVID-19, um estudo
envolvendo 280 pacientes mostrou menor mortalidade durante o tratamento do
COVID -19 com este medicamento, especialmente em pacientes com grave
envolvimento pulmonar (RAJTER et al ., 2020).

Outro estudo comparou a depuracéo viral em 400 pacientes com COVID-19
tratados com ivermectina / doxiciclina ou hidroxicloroquina / azitromicina. A depuragao
foi de 132 (66%) no dia 5 e 167 (83,5%) no dia 6 no grupo tratado com ivermectina,
enquanto houve 154 (77,0%) depuragao viral no 11° dia e 163 (81,5%) depuragao viral
no 12° dia da ingestéao de hidroxicloroquina. Os autores concluiram que ivermectina e
doxiciclina € uma combinagéo segura que se mostrou eficaz em termos de eliminagao
viral precoce em pacientes com COVID-19 leve a moderado (RAHMAN et al ., 2020).

Um ensaio clinico de ivermectina mais doxiciclina para o tratamento de

COVID-19 mostrou menor risco de mortalidade em pacientes tratados com esses
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medicamentos (NCT04523831). E importante lembrar que o FDA ndo aprovou a
ivermectina para uso no tratamento ou preveng¢ao de COVID-19. De acordo com as
Diretrizes de Tratamento COVID-19 do National Institutes of Health (NIH), ndo ha
dados suficientes para recomendacéao a favor ou contra o uso de ivermectina para o
tratamento de COVID-19 e mais estudos s&o necessarios (MAHMUD, 2021).

A cloroquina e a hidroxicloroquina, que sao utilizadas no tratamento da
malaria e doengas autoimunes (KATZ & RUSSELL, 2011), tém sido o foco de grande
atencao do publico (KHUROO, 2020).

Alguns estudos preliminares demonstraram que a hidroxicloroquina é eficaz
na inibicdo da infecgcdo por SARS-CoV-2 in vitro, com menos toxicidade, e € mais
potente que a cloroquina (YAO et al .,2020; LIU et al .,2020).

No entanto, ensaios clinicos randomizados e controlados em grande escala
nao conseguiram demonstrar nenhum beneficio de sobrevida dessa terapia com
medicamentos nessa doenca (TANG et al ., 2020; CHEN et al ., 2020).

Apesar de todas essas informacdes, esses medicamentos estdo sendo
avaliados em 336 ensaios clinicos, mesmo em comparagao ou em combinagao com
outros medicamentos. Setenta e um desses estudos analisam a combinacido de
hidroxicloroquina e azitromicina. Em 28 de margo de 2020, a Food and Drug
Administration (FDA) dos EUA emitiu a inclusdo de cloroquina e hidroxicloroquina no
tratamento de COVID-19. Posteriormente, em 15 de junho de 2020, o FDA dos EUA
revogou a autorizagao de uso de emergéncia com base em sua analise em andamento.
O FDA declarou ainda que ambos medicamentos nao mostram nenhum beneficio na
mortalidade ou na recuperacao rapida e, portanto, sdo improvaveis de serem eficazes
no tratamento de pacientes com COVID-19.

Em 27 de maio de 2021, o National Institutes of Health (NIH) publicou as
Diretrizes de Tratamento COVID-19 com base em uma avaliagao da evidéncia coletiva
de varios estudos clinicos que nao recomendam o uso desses farmacos para
profilaxia ou tratamento COVID-19 porque nao havia diferengas entre os grupos
tratados e placebo. Além disso, houve relatos de eventos adversos apds o uso desses
medicamentos.

Um estudo de revisdo sobre esses farmacos enfatiza a necessidade de
abordagens de tratamento baseadas em evidéncias de grandes ensaios clinicos

randomizados para enfrentar a pandemia de COVID-19 em andamento e ndo o0 mero
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estudo observacional que engana o sistema publico de saude, que paralisa 0 mundo
inteiro (MANIVANNAN et al ., 2021).

Outro antiparasitario de amplo espectro, a nitazoxanida, mostrou atividade
antiviral contra MERS-CoV com inibicdo da producao de citocinas pro-inflamatérias
fator de necrose tumoral a (TNF-a), IL-2, IL-6 e IL-8 (ROSSIGNOL, 2016).

Uma revisdo recente avaliou nove ensaios clinicos com nitazoxanida,
concluindo que este medicamento demonstra um bom perfil de seguranga nas doses
aprovadas; embora, evidéncias adicionais sejam necessarias em relagdo aos efeitos
hepatorrenais e cardiovasculares, bem como a teratogenicidade (LIRA et al ., 2021).

Existiam 29 ensaios clinicos com nitazoxanida em andamento em todo o
mundo até outubro de 2021. Um estudo recente mostrou que 78% e 57% dos
pacientes nos grupos nitazoxanida e placebo, respectivamente, relataram resolugao
completa dos sintomas em 1 semana de acompanhamento. A carga viral também foi
reduzida apos o tratamento com nitazoxanida em comparagdo com o placebo, e

nenhum evento adverso sério foi observado (ROCCO et al ., 2020).

5.1.2.3 Farmacos anti-cancer

Originalmente desenvolvido para o tratamento do cancer, opaganibe, um
inibidor seletivo da esfingosina quinase-2 (SK2), é considerado um antiinflamatério e
um potencial antiviral para COVID-19 (EL BAIRI et al ., 2021).

Este medicamento demonstrou potente atividade anti-SARS-CoV-2,
alcancando o bloqueio completo da replicagéo viral em um modelo in vitro de tecido
pulmonar humano. Em uma pequena coorte de pacientes graves com COVID-19, o
opaganibe foi seguro e bem tolerado, com melhora demonstrada nos parametros
clinicos e laboratoriais em todos os pacientes tratados (KURD et al ., 2020). Foram
encontrados quatro ensaios clinicos avaliando esta droga no tratamento de COVID-
19, e um desses ensaios esta na fase 2/3.

De acordo com os pesquisadores, DeltaRex-G, outra droga anticancer, é a
primeira e, até agora, a unica terapia genética direcionada a doenca que tem o
potencial de tratar efetivamente a tempestade de citocinas induzida por COVID-19 e
a sindrome do desconforto respiratorio. A hipotese é que o DeltaRex-G pode acelerar

a recuperagao da pneumonia e prevenir a doenca pulmonar cronica, matando as
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células imunes ativadas que causam a sindrome do desconforto respiratério agudo e
os fibroblastos proliferativos que causam a doenca pulmonar crénica (SOHEILI et al .,
2021). Este medicamento foi investigado em um ensaio clinico de fase 1/2
(NCT04378244).

5.1.2.4 Farmacos imunomoduladores

Esses farmacos sao baseados em abordagens de imunoterapia destinadas a
aumentar as respostas imunes antivirais inatas ou aliviar os danos induzidos por
respostas  inflamatérias  desreguladas.  Corticosteroides,  antiinflamatdrios,
antineoplasicos, anticorpos monoclonais e até suplementos alimentares e produtos de
origem natural estdo sendo avaliados para o tratamento do COVID-19 (Tabela 2)
(JEAN et al ., 2020).

O uso de glicocorticéides sistémicos foi discutido na infecgdo por SARS-CoV-
2, uma vez que eles podem prolongar a depuragao viral. No entanto, também se sabe
que a patogénese subjacente da pneumonia por COVID-19 é composta tanto pelo
dano direto causado pelo virus quanto pela resposta imune excessiva do hospedeiro.
Assim, a administracdo de medicamentos como o metilprednisolona ajudaria a
suprimir as indesejaveis reag¢des imunoldgicas (TU et al ., 2020).

Um estudo indicou que o uso de metilprednisolona em dose unica (40-500
mg) n&o teve impacto negativo aparente na remog¢ao da SARS-CoV-2 ou na produgao
de IgG especifica, ao mesmo tempo em que interrompeu efetivamente a cascata
inflamatoria (LIU et al ., 2020).

Outro estudo também concluiu que a metilprednisolona pode diminuir a taxa
de mortalidade nas formas mais graves da doenca (VERONESE et al ., 2020). Esse
medicamento esta sendo avaliado em 46 ensaios clinicos, alguns deles na fase 3.

Uma meta-analise prospectiva de ensaios clinicos de pacientes criticos com
COVID-19 mostrou menor mortalidade por todas as causas em 28 dias apds a
administracao de corticosteroides sistémicos em comparagcao com o tratamento usual
ou placebo (STERNE et al ., 2020).

Outra droga corticosteroide antiinflamatéria, a dexametasona, foi
recentemente sugerida para tratar pacientes graves com COVID-19. Pacientes em

ventilagdo mecanica ou suporte de oxigénio que receberam dexametasona exibiram
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taxas de mortalidade mais baixas em comparagdo com aqueles que receberam
tratamento padrao sozinho (HORBY et al ., 2020).

Atualmente, 37 ensaios clinicos estdo em andamento para avaliar o risco
versus beneficio do uso de glicocorticoides no tratamento de COVID-19.

Varios produtos naturais e suplementos alimentares também estdo sendo
avaliados para o tratamento de pacientes com COVID-19, pois muitos desses
medicamentos tém efeitos imunomoduladores (Tabela 2) (EL SAYED et al ., 2020).

A colchicina é um alcalbide derivado do acgafrao de outono, que ha muitos
anos € usado para tratar varias doencas inflamatérias, como a gota. Este
medicamento esta sendo investigado em 35 ensaios clinicos para o tratamento de
COVID-19. Os resultados de um estudo clinico realizado por pesquisadores brasileiros
mostraram que a colchicina pode ajudar no combate a inflamagao pulmonar com
recuperacao mais rapida para pacientes com COVID-19 moderado a grave (LOPES
et al ., 2020).

Uma formulacdo de nanoparticulas para administragao por spray, chamada
ArtemiC (compreendendo artemisinina, curcumina, Boswellia e vitamina C), foi
proposta como um tratamento para COVID-19. Este farmaco possui atividades
imunomodulatérias bem estabelecidas, demonstradas in vitro e in vivo, e publicadas
ao longo dos anos, diminuindo a atividade dos niveis de TNF-a e IL-6 o0 que pode ser
relevante para os processos fisiopatoldgicos envolvidos na forma progressiva de
COVID-19. Além disso, o ativo os agentes tém atividades antioxidantes,
antiinflamatdrias, bem como antiagregantes e antimicrobianas proeminentes (JOVIC
et al , 2020; BABAEI et al ., 2020).

Nesse contexto, compostos naturais, como a curcumina, tém mostrado
efeitos benéficos que os tornam um alvo promissor no tratamento adjuvante de
COVID-19, conforme revisado recentemente (MACULLOUGH et al ., 2021; RATTIS et
al , 2021). Um estudo clinico controlado de fase 2 projetado para avaliar o efeito do
ArtemiC em pacientes com diagnostico de COVID-19 estd sendo realizado em
hospitais em Israel e na india (NCT04382040).
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5.1.2.5 Inibidores da enzima de conversao da angiotensina (IECA) e bloqueadores do

receptor da angiotensina (ARBS)

A enzima conversora de angiotensina 2 € uma proteina transmembrana
expressa na superficie de diversas células, como o epitélio do sistema respiratério e
€ um componente critico na via contrareguladora do sistema renina-angiotensina-
aldosterona (SRAA) crucial para a fisiopatologia da Covid-19 (SOUTH et al ., 2020).

Hipertensao e doencas cardiovasculares sao fatores de risco para morte na
COVID-19. A enzima conversora de angiotensina 2 (ACE2), um componente
importante do sistema renina-angiotensina, atua como sitio de ligagdo da SARS-CoV-
2 (proteina spike (S)) e facilita a entrada da célula hospedeira nos pulmdes em
modelos experimentais (LI et al ., 2003).

Os inibidores da enzima de conversdo da angiotensina (IECA) e
bloqueadores do receptor da angiotensina (ARBs) mostraram aumentar a expressao
da ECA2 em varios orgéos, potencialmente promovendo a invaséo de células virais,
embora esses achados ndo sejam consistentes entre os estudos (MASCOLO et al .,
2020).

Alternativamente, os IECA e os ARBs podem realmente melhorar os
mecanismos de defesa ou hiperinflamacdo do hospedeiro, reduzindo, em Uultima
analise, a lesdo do 6rgao. Finalmente, IECA e BRAs podem ter beneficios diretos de
protecao renal, pulmonar e cardiaca no contexto da COVID-19 (MASCOLO et al .,
2020).

Portanto, ndo esta claro se IECA e BRAs podem ser benéficos ou prejudiciais
em pacientes com COVID-19. Dada a alta prevaléncia de hipertensdo, doenca
cardiovascular e renal no mundo, a alta prevaléncia de IECA ou ARBs nessas
condicdes e o equilibrio clinico em relacéo a continuagao vs. descontinuacédo de IECA
/ ARBs no contexto de COVID, um ensaio randomizado é necessario com urgéncia
(VADUGANATHAN et al ., 2020).

O objetivo do estudo NCT04338009 com 152 participantes foi avaliar o
impacto clinico dos inibidores da ECA e dos bloqueadores do receptor da angiotensina

nos desfechos de pacientes hospitalizados com COVID-19.
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De acordo com este estudo, em comparagdo com a descontinuagdo dos
inibidores do sistema renina-angiotensina, a continuagdo nio teve efeito no escore
global (COHEN et al ., 2021).

Outro estudo com 611 pacientes com COVID-19 mostrou que a exposi¢ao a
IECA reduziu significativamente o risco de doencga grave (OR = 0,37, IC 95%: 0,15-
0,87, p = 0,03). Aexposicao a IECAfoi associada a infiltragdes mais leves observadas
na tomografia computadorizada de base, proteina C reativa e ferritina mais baixas,
mondocitos mais elevados, hospitalizacdo mais curta e menos necessidade de
tratamentos empiricos especificos (favipiravir e meropenem). Os dados sugerem que
a exposicao aos medicamentos IECA pode ter efeitos favoraveis no contexto da
pneumonia COVID-19 (SENKAL et al ., 2020).

De acordo com as Diretrizes de Tratamento COVID-19 do NIH, os pacientes
com COVID-19 que estao recebendo inibidores da enzima conversora de angiotensina
(ECA) ou bloqueadores do receptor de angiotensina (ARBs) para doengas
cardiovasculares (ou outras indicagcdes ndo COVID19) ndo devem interromper esses
medicamentos, a menos que a descontinuagao é justificada de outra forma por sua
condigao clinica. As Diretrizes de Tratamento da COVID-19 ndo recomendam o uso
de inibidores da ECA ou ARBs para o tratamento da COVID-19, exceto em um ensaio
clinico. Investigacdes adicionais sobre o papel dos inibidores de ACE, ARBs e ACE2
humano recombinante no tratamento da COVID-19 estdo em andamento. ACE2
soluvel recombinante humano (hrsACE2; APNO1) pode bloquear significativamente as
infeccgdes iniciais de SARS-CoV-2 por um fator de 1.000-5.000 (MONTELI et al , 2020).

O HrsACE2 entrou em um ensaio clinico de fase 2b controlado por placebo,
em um ensaio clinico onde nem o examinado nem o examinador sabem o que esta
sendo utilizado como variavel em um dado momento,denominado duplo-cego , em
pacientes com COVID - 19 grave (NCT04335136), atuando como um engodo
molecular para bloquear a entrada do virus e como um regulador do sistema renina-
angiotensina (MONTEIL et al ., 2021).

Remdesivir recebeu autorizagao para COVID - 19 e demonstrou melhorar os
resultados, no entanto, a dose de remdesivir € limitada pela toxicidade hepatica e
renal. Monteli e colaboradores (2021) avaliaram a terapia usando remdesivir com
ACE2 soluvel recombinante visando duas modalidades diferentes do ciclo de vida do

SARS-CoV-2: entrada na célula via seu receptor ACE2 e replicagdo do RNA viral
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intracelular. Este tratamento combinado melhorou significativamente suas janelas
terapéuticas contra os modelos in vitro de SARS-CoV-2. Os dados demonstraram que
a combinacado de duas modalidades terapéuticas com diferentes alvos exibe fortes
efeitos aditivos em concentragdes sub-tdxicas.

Alguns ensaios clinicos estdo avaliando a combinagdo de receptores e
farmacos bacterianas ACE2 recombinantes (NCT04382950; NCT04375046).

5.2 ANTICORPOS MONOCLONAIS

Os anticorpos monoclonais (mAbs) revolucionaram o tratamento de varias
doengas humanas, incluindo cancer e representam uma nova fronteira para o
tratamento de doengas infecciosas. Os mAbs neutralizantes s&o proteinas
recombinantes que podem ser derivadas das células B de pacientes convalescentes
ou camundongos humanizados e sao considerados uma nova classe de intervengao
antiviral ja que podem se ligar e 'neutralizar’ o virus em pacientes infectados e
superam as limitacdes intrinsecas a terapia com plasma convalescente por exemplo,
o risco de doencas transmitidas pelo sangue (TAYLOR et al ., 2021).

Os EUA tém o maior numero de estudos sobre o0 assunto, seguidos da China
e do Reino Unido. Os anticorpos monoclonais também sao classificados como
"Intervengdes Medicamentosas" de acordo com ClinicalTrials.gov, e alguns desses
anticorpos foram desenvolvidos especialmente para o tratamento de COVID-19, como
LY3819253 (LY-CoV555 ou bamlanivimab), LY3832479 (LY-CoV016) e BAT2020. Um
estudo de fase 1/2 para avaliar a seguranga, farmacocinética, imunogenicidade e
eficacia do BAT2020 esta sendo realizado em pacientes hospitalizados com COVID-
19 (NCT04432766) (HE et al ., 2021).

O LY-CoV555 é um potente anticorpo monoclonal IgG1 neutralizante (mAb)
dirigido contra a proteina spike do SARS-CoV-2 e foi identificado a partir de uma
amostra de sangue retirada de um dos primeiros pacientes dos EUA que se recuperou
do COVID-19 (JONES et al ., 2021).

O ensaio clinico LY-CoV555 concluiu com sucesso a inscricao e as avaliacdes
de seguranga primaria em um estudo de fase 1 de pacientes hospitalizados com

COVID-19 (NCT04411628), e 0 acompanhamento de longo prazo esta em andamento
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como um estudo de fase 2/3 em pessoas recentemente diagnosticadas com COVID-
19 em ambiente ambulatorial (NCT04427501) (CHEN et al ., 2021).

Recentemente, o estudo de fase 3 do LY-CoV555 para a prevencédo de
COVID-19 em residentes e funcionarios em instituicbes de cuidados de longo prazo
comecgou (NCT04497987). Este medicamento recebeu autorizagdo de uso
emergencial do FDA em 10 de novembro de 2020. Além disso, o LY-CoV555 esta
sendo testado em combinagdo com o LY-CoV016, que se liga a um epitopo diferente
na regiao de pico do SARS-CoV-2 (DE VRIES et al ., 2020).

O estudo esta atualmente inscrevendo uma coorte confirmatéria maior de
pacientes de alto risco e esta testando a capacidade da combinagao de anticorpos de
reduzir o numero de pacientes com carga viral persistentemente alta e de reduzir as
hospitalizagdes relacionadas a COVID (DE VRIES et al ., 2020).

O anticorpo monoclonal que mais apresenta uso em ensaios clinicos € o
tocilizumab, que € um receptor anti-IL-6 humano recombinante humanizado. A IL-6
assume o papel central no COVID-19 porque atua como um amplificador de
tempestade de citocinas, induzindo a producado de mais citocinas pré-inflamatdrias e
a produgéo de proteinas de fase aguda pelo figado, enfraquecendo o musculo papilar
e levando a disfuncé&o miocardica (WHO, 2020; BORAS et al ., 2020).

Noventa e dois ensaios clinicos randomizados com tocilizumabe estdo em
andamento, e alguns deles estdo nas fases 3 e 4. Tocilizumabe pode ser util no
tratamento de pacientes com COVID-19 com estado hiperinflamatério, apresentando
riscos menores de intubagdo ou morte, mas a eficacia estd em discussao
(RODRIGUEZ-BANO et., 2021).

O baricitinibe, um inibidor oral de JAK1 / JAK2, tem se mostrado promissor
na reducdo da inflamacado das vias aéreas em macacos Rhesus infectados com
SARS-CoV-2, levando a supressado rapida e potente da produgao derivada de
macrofagos alveolares de citocinas e quimiocinas responsaveis pela inflamacao e
recrutamento de neutréfilos (WANG et al ., 2020). Dezoito ensaios clinicos estdao em
andamento, incluindo este medicamento em combinagdo com remdesivir
(NCT04401579).

Varios outros anticorpos monoclonais estdo sendo avaliados para COVID-19
(Tabela 2). A maioria deles tem como alvo a proteina S, GM-CSF ou GM-CSFR, IL-6

ou IL-6R. Dentre eles, o sarilumabe, um anti-IL6R, esta presente em 18 ensaios
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clinicos em diferentes estagios; o canacinumab, um inibidor da IL-1beta, esta em 6
ensaios clinicos; e o clazakizumab (alvos IL-6) e mavrilimumab (alvos GM-CSFRa)
(LANG et al ., 2020).

5.3 PLASMA CONVALESCENTE

A terapia com plasma convalescente (CP) € outro procedimento testado para
COVID-19. Os pacientes que se recuperaram de COVID-19 devem ter um numero
elevado de anticorpos policlonais produzidos pelo sistema imunolégico para prevenir
novos circulos de infecgao por SARS-CoV-2 (SAHA et al ., 2020; YE et al ., 2020).

Os ensaios clinicos forneceram evidéncias robustas de que a transfusédo de
plasma convalescente € segura em pacientes hospitalizados com COVID-19,
apoiando a nocado de que a administracao precoce de plasma no curso clinico de
COVID-19 tem maior probabilidade de reduzir a mortalidade (SHEN et al ., 2020;
JOYNER et al ., 2020). Uma limitagdo dessa terapia € a variabilidade na poténcia
encontrada no soro de pacientes recuperados na neutralizagdo do antigeno
(MARANO et al ., 2016).

Um estudo nos EUA (NCT04343261) demonstrou que a administragao
precoce de plasma convalescente no grupo de pacientes com doenga grave resultou
em melhores resultados com diminui¢cao da carga viral (IBRAHIN et al ., 2020).

Os EUA apresentam o maior numero de estudos abordando essa tematica,
totalizando 63 ensaios clinicos, e a segunda regido com maior numero de estudos &
a Europa (principalmente Italia e Espanha). A América do Sul possui um numero
significativo de estudos quando comparada a algumas regides, como o Norte e o Leste
Asiatico (Figura 2) (NLM, 2020).

Existem 49 estudos com status concluido. A maioria dos estudos esta em
situagao de recrutamento (um total de 73) ou ainda nao esta recrutando (um total de
18), e 17 dos estudos foram classificados como observacionais.

Apesar do grande numero de estudos, em Dezembro de 2021 a Organizagao
Mundial de Saude passou a nao recomendar o uso de plasma convalescente sob a
justificativa de que as evidéncias apontavam que a terapia ndo oferecia melhora
significativa na sobrevida e também n&o diminuia o risco de ventilzagdo mecéanica,

além de que ndo ha padronizacio ou razdes baseadas em evidéncias para a selecao
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do doador ou controle de qualidade do plasma convalescente o que nao justificaria o
alto custo da sua utilizagao (WHO, 2022).

5.4 TERAPIA DE CELULAS MESENQUIMAIS

Foram encontrados 117 ensaios clinicos avaliando células-tronco
mesenquimais (CTM) para o tratamento de pacientes com COVID-19 (Figura 2). As
CTMs sao células multipotentes ndo especializadas que tém autorrenovagao e
capacidade de se diferenciar em diversos tipos de células.

As CTMs podem ser isoladas do sangue periférico, medula 6ssea, cordao
umbilical ou placenta e, apds expansao, podem ser administradas a pacientes com
tempestade de citocinas e sepse devido as suas poderosas capacidades
antiinflamatérias e imunomoduladoras (LENG et al ., 2020).

As habilidades regenerativas e reparadoras das CTMs foram corroboradas
por muitos estudos com resultados positivos e altas taxas de recuperacdo. Com base
nisso, a infusdo de CTMs pode ser um mecanismo eficaz no gerenciamento e
contencdo das complicacbes graves e faléncia de multiplos érgéos associadas ao
COVID-19 (ABU-EL-RUB,2021).

Alguns estudos clinicos sugeriram que o transplante de CTMs pode melhorar
o desfecho de pacientes com COVID-19, possivelmente regulando a resposta
inflamatdria e promovendo a recuperagao de células e 6rgaos imunolégicos (LENG et
al ., 2020; ZHANG et al ., 2020).



53

6 DISCUSSAO

Drozdzal e colaboradores (2021) apontam que desde o inicio da pandemia de
Covid 19, farmacos antivirais, imunomoduladores, antimalaricos e outros foram
considerados eficazes contra 0 SARS-CoV-2. Em contrapartida, inumeros estudos
apontavam a limitacdo ou ineficacia na utilizacdo dos mesmos. Neste levantamento
de ensaios clinicos apontamos os farmacos que apresentavam ou nao condi¢des de
serem utilizados no tratamento da Covid-19 e expusemos 0s novos medicamentos e
suas respectivas fases clinicas.

Simsek-Yavuz e Celikyurt (2021) reforcam que existem dois grupos principais
envolvidos em estudos: os que visam proteinas ou RNA do virus e os que interferem
em proteinas ou processos bioldégicos no hospedeiro. Esses grupos incluem os
estudos com plasma convalescente, anticorpos monoclonais e contam com farmacos
como hidroxicloroquina como um inibidor da entrada viral e lopinavir entre os
inibidores de protease. Nesse trabalho pontuamos que mesmo apds ampla utilizagcao
o tratamento com plasma convalescente ndo € mais indicado pela FDA, a
hidroxicloroquina ndo possue estudos significativos para apontar sua eficiéncia e os
anticorpos monoclonais ainda estao envolvidos em diversos estudos.

Os anticorpos monoclonais sédo proteinas sintéticas produzidas para imitar a
resposta imune natural. Sdo muito eficazes e possuem vastas aplicagdes como em
doencas autoimunes, asma, tratamentos oncoldgicos e neuroldgicos (TAYLOR et al .,
2021). Mas agentes aprovados pela FDA para infecgcbes virais eram limitados ao
tratamento do Ebola e Virus Sincicial Respiratorio. Mesmo sendo sao mais
especificos, por serem projetados para atingir uma unica proteina ainda requerem
estudos mais aprofundados sobre sua utilizagdo (MOUFFAK et al ., 2021).

Rehman e autores (2021) salientam que devido ao processo demorado de
desenvolvimento de novos medicamentos, as moléculas até entdo aprovadas pela
FDA com eficacia estabelecida para virus e varias condi¢bes inflamatérias sao
consideradas mais atraentes na terapia com COVID-19. Mas reforgam também a
necessidade de ensaios clinicos bem-sucedidos para que hajam evidéncias
adequadas para garantir a seguranca e a eficacia desses medicamentos.

Embora alguns resultados sejam bastante promissores Rommasi et al ., (2021)

reforcam que em razdo da semelhanga da estrutura e do mecanismo de transcrigao
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do COVID-19 com varios virus, alguns dos medicamentos estudados apresentaram
resultados positivos contra o SARS-CoV-2. No entanto, a eficacia dos outros esta em
uma aura de ambiguidade e duvida o que reforga a necessidade da continuidade dos

estudos a nivel mundial.
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7 CONSIDERAGOES FINAIS

O mundo inteiro se uniu na busca de terapias eficazes para o tratamento ou
prevencao da COVID-19 e hoje existem grandes expectativas em relagao as vacinas
desenvolvidas até aqui e as que ainda estdo em desenvolvimento.

Dificuldades em termos de produg¢ao, armazenamento e transporte de doses
maiores podem ser desafios para as industrias farmacéuticas durante a distribuigao
das vacinas. Por outro lado, esforgcos tém sido feitos para criar diferentes vacinas com
diferentes abordagens para que possam ser utilizadas por toda a populagao.

Além disso, a busca por novos medicamentos ou o reposicionamento dos
farmacos disponiveis podem ser uteis no tratamento da COVID-19 até que o virus seja
erradicado. Embora haja um grande esfor¢o de pesquisadores de todo o mundo, o
maior numero de ensaios clinicos na Europa e nos EUA sugere a necessidade de
investimentos publicos e privados no desenvolvimento de pesquisas de ponta em nivel
global.

No entanto, os diferentes tipos de estudos e ensaios clinicos em todo o
mundo tém o mesmo objetivo de descobrir métodos eficazes de tratamento e / ou
prevencao de COVID-19.

Aqui, resumimos cerca de 1.495 ensaios clinicos que avaliaram novos
medicamentos ou o reposicionamento de medicamentos no tratamento de COVID-19.
Cada estudo contribuiu a favor ou contra a utilizagédo na doenga Covid 19.

Os anticorpos monoclonais tém apresentado bons resultados neutralizando
o virus, alvejando citocinas pré-inflamatérias ou vias de sinalizagdo para evitar a
tempestade de citocinas que pode ajudar pacientes que sofrem de manifestagdes
clinicas de COVID-19.
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CAPITULO 2 - ANALISES IN SiLICO DE EPITOPOS PROVENIENTES DA
PROTEINA DO ENVELOPE VIRAL DO SARS- CoV-2

1 INTRODUGAO

Vindo de uma grande familia de virus de RNA de fita simples poliadenilada
com sentido positivo, 0 SARS-CoV-2 é responsavel pela doenca Covid 19 que pode
ser de assintomatica a forma grave levando ao agravamento da sindrome respiratéria
aguda grave, elevando o surto que comegou em dezembro de 2019 em Wuhan, China,
ao status de pandemia declarado em 11 de margo de 2020, pela Organizagdo Mundial
da Saude (WHO, 2020 & WU et al ., 2020) .

Sete coronavirus sdo capazes de infectar humanos, sendo trés potenciais
causadores de doengas graves: MERS-CoV, SARS-CoV e SARS-CoV-2; enquanto
isso, 229E, NL63, HKU1 e OC43 estdo ligados a sintomas nao relacionados a
complicagcbes ( PETERSEN et al ., 2020).

Embora hajam inumeros estudos para obtengcdo de vacinas e farmacos
eficazes na prevencéao e tratamento da Covid-19, é importante explorar a estrutura
das proteinas do virus, uma vez que sao fundamentais para interagir diretamente com
o hospedeiro e podem ser a fonte de imunoestimulantes especificos contra a doenga
(ABRAHAM PEELE et al ., 2020).

Sohail e colaboradores propuseram uma estratégia para a identificagcao in
silico de epitopos de células T para SARS-CoV-2. Aresposta imunoldgica ideal contra
0 novo coronavirus deve incluir uma eficiente resposta antiviral inata e uma resposta
adaptativa celular e humoral robusta e especifica contra o virus (SCHIUJNS &
LAVELLE, 2020).

As proteinas estruturais do virus: proteina do envelope (E), glicoproteina de
membrana (M), fosfoproteina do nucleocapsideo (N) e glicoproteina de superficie (S)
estdo intimamente associadas a interagcéo patégeno- hospedeiro durante a infecgao,
que torna-os alvos importantes a serem reconhecidos pelo sistema imunologico além
de serem possiveis alvos de medicamentos antivirais viaveis e todas sdo necessarias
para produzir uma particula viral completa (ONG et al ., 2020).

Entre as proteinas estruturais, a proteina Spike € conhecida como a mais

importante para o reconhecimento do hospedeiro devido a sua presenga em torno do
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virion, e pode ser o melhor alvo para anticorpos neutralizantes. No entanto, as
variantes de SARS-CoV-2 descritas durante a pandemia sdo baseados principalmente
nas diferencas de aminoacidos nas sequéncias primarias da proteina S, diminuindo a
capacidade de neutralizacdo de anticorpos (BARRETO- VIEIRA et al ., 2021).

Ja a proteina do envelope, que € a menor das proteinas estruturais nos
coronavirus, demonstrou executar multiplos papéis no ciclo de replicagao viral como:
montagem e patogénese viral além da liberacdo do virion (YOSHIMOTO, 2020). E
profusamente expressa no interior da célula infectada, porém apenas uma pequena
porcao € incorporada ao envelope do virion, esta localizada majoritariamente no
trafego intracelular (SCHOEMAN et al ., 2019).

Diferentemente de outros virus envelopados, os coronavirus brotam
compartimento intermediario ER-para-Golgi onde adquirirem seu envelope de
membrana e a partir dai os virions fazem seu caminho pela via secretora para entao
serem liberados da célula infectada (SCHOEMAN et al ., 2019).

A fim de obter um epitopo imunogénico especifico racionalmente selecionado
da proteina estrutural do Envelope do SARS-CoV-2 que supera 0s possiveis
problemas associados as variantes do virus ou apenas um tipo de resposta imune
adaptativa, foi identificado nesse trabalho uma sequéncia consenso mundial da
proteina estrutural E com uma alta possibilidade de induzir respostas de células T e B

contra o virus.
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2 REFERENCIAL TEORICO
2.1 VACINOLOGIA REVERSA

Os primeiros relatos da utilizagcdo de vacina sao de 1796 quando Edward
Jenner realizou a imunizagdo contra variola em uma crianga a partir de material
infectado das maos de uma ordenhadeira que havia contraido a variola bovina. Um
século depois Pasteur estabeleceu as regras basicas da vacinologia e houve entéao o
inicio da sua utilizagao racional (SETTE et al ., 2010).

O desenvolvimento de vacinas, até duas décadas atras estava atrelado a
meétodos convencionais, utilizando abordagens bioquimicas, imunolégicas e
microbioldgicas e as vacinas costumeiramente eram desenvolvidas atraveés do cultivo
de agentes infecciosos e isolamento do patégeno de forma integral, porém inativado
ou de parte de seus componentes purificados (RAPPUOLI et al ., 2016).

Com o advento da biologia molecular e do sequenciamento de genomas o
entendimento sobre imunopatologia e a complexidade na interagdo patdégeno-
hospedeiro ganharam luz e entendimento, revolucionando a vacinologia classica no
que tange o seu desenvolvimento (VELLOSO et al ., 2018).

A descoberta de antigenos através de abordagens computacionais para a
predigdo de epitopos imunogénicos in silico ao invés da utilizagdo do crescimento de
patdgenos, sequenciamento de células B, mapeamento de epitopos conformais e uma
série de avangos na bioinformatica abrem uma nova porta na vacionologia: a
vacinologia reversa (RAPPUOLI et al ., 2016).

Para identificar antigenos proteicos a vacinologia reversa faz uso combinado
de informagdes imunoldgicas e genbmicas, com isso a identificacédo de epitopos
reconhecidos por células T CD4 e T CD8 é utilizado como forma reversa identificando
novos antigenos (SETTE et al ., 2010).

E de fundamental importancia levar em conta nos estudos de predicédo de
epitopos o grau de polimorfismo associado as moléculas de HLA ja que existem
milhares de moleculas alélicas e seria impraticavel testar todos os conjuntos de
peptideos, com isso uma abordagem mostrou que um numero de alelos determinado
(entre 10 e 15) permitiria uma ampla cobertura da populagao e também que a maioria
dos alelos HLA pode ser caracterizado em supertipos permitindo a cobertura de quase

90% da populacao apenas com alguns motivos peptidicos (TONG et al ., 2007).
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O principal objetivo da vacinologia reversa € identificar vacinas candidatas
promissoras e a primeira utilizacdo bem sucedida se deu na aplicacdo contra o
Meningococcus do grupo B (MenB) e o primeiro programa de utilizagdo da técnica é
o Vaxign (ONG et al ., 2020).

2.2 PROTEINA DE ENVELOPE

Sabe-se que a proteina do envelope de SARS-CoV é uma pequena proteina
incorporada como parte do envelope, contém 75 aminoacidos e varia de 8,4 a 12 kDa,
tem o terminal amino hidrofilico curtocom 7 a 12 aminoacidos, dominio
transmembranar hidrofébico (TMD) de 25 aminoacidos que em analise comparativa e
filogenética revelou que uma porgdo substancial do TMD consiste de dois
aminoacidos neutros ndo polares, valina e leucina e terminal carboxila hidrofilico longo
(SCHOEMAN et al ., 2019; LIAO et al ., 2006).

No SARS-CoV-2 a proteina do envelope € a mais enigmatica e esta
intrinsicamente envolvida nos aspectos mais importantes de ciclo de vida do virus.
Seu dominio transmembrana (TMD) é necessario para a liberagao de particulas virais
e seu envolvimento na montagem viral € evidente (SCHOEMAN et al , 2020).

A proteina do envelope do SARS-CoV-2, com suas multiplas atividades que
contribuem para a replicagdo viral, ja que € abundantemente expressa dentro da
célula infectada, mas apenas uma pequena porcado € incorporada ao envelope do
virion € amplamente considerada um alvo potencial para o tratamento da COVID-19
(TILOCCA et al ., 2021).
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3 OBJETIVOS
3.1 OBJETIVO GERAL

Identificar um epitopo imunogénico racionalmente selecionado, especifico da

proteina estrutural do envelope do SARS-CoV-2.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Sao objetivos do presente capitulo:

a) identificar uma sequéncia consenso universal da proteina E do SARS-CoV-
2.

b) modelar a proteina consenso estrutural E do SARS-CoV-2.

c) identificar epitopos lineares promiscuos da proteina consenso estrutural E
do SARS-CoV-2.
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4 METODOLOGIA

4.1 OBTENGAO DE SEQUENCIAS CONSENSO DE PROTEINAS ESTRUTURAIS
PUTATIVAS DE SARS-COV-2

Os métodos seguiram o pipeline apresentado na Figura 1. As sequéncias de
proteinas do SARS-CoV-2 foram obtidos da base de dados do National Center of
Biotechnology Information (NCBI). O banco de dados especifico para sequéncias do
Sars-CoV-2, encontra-se presente no servidor online, na guia “NCBI Virus”, onde foi
utilizada a seguinte identificacéo: “taxid: 2697049”
(https://www.ncbi.nim.nih.gov/labs/virus/vssi/#/).

Todas as sequéncias da proteina envelope (E) de todos os continentes
presentes no local foram baixados no formato FASTA. O software Jalview
(https://www.jalview.org/) foi usado para obter a sequéncia consenso para cada regiao

e a sequéncia de consenso global para a proteina alvo (WATERHOUSE, 2009).

Figura 1- Pipeline da obtengao da sequéncia consenso da proteina do envelope
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Fonte: do autor, 2021.
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4.2 IDENTIFICACAO DE EPITOPOS

Para as predicdes de epitopos de célula B, MHC classe | e MHC classe Il da
proteina alvo, foram utilizados os algoritmos do servidor Immune Epitope Database
and Analysis Resource (IEDB; https://www.iedb.org/), dos quais para cada
identificacdo, fez-se necessaria a implementacdo de uma metodologia, conforme

descrita no préximo topico..

4.3 PREDICAO DE EPITOPOS DE RECEPTOR DE CELULAS MHC-I OU MHC-II E
B

O servidor BepiPred Linear Epitope Prediction 2.0 (http://tools.iedb.org/bcell/)
foi usado para obter epitopos de interacédo de células B, com base em um sistema de
algoritmos de aprendizado de maquina chamado Random Forest que classifica as
sequéncias de aminoacidos das proteinas alvo a partir de simulagdes em proteinas
cristalizadas e aminoacidos nao considerados epitopos. Um limite de corte padrao de
0,5 foi usado para obter epitopos promiscuos (JESPERSEN et al ., 2017).

Para a identificacdo de epitopos de MHC classe |, utilizou-se a funcao
NetMHCpan EL 4.1 (http://tools.iedb.org/mhci/), no qual selecionou-se a opg¢ao de
obter epitopos que realizam a interacdo com os 27 alelos de referéncia de MHC-|
(WEISKOPF et al ., 2013) que simulam uma maior cobertura da populagéo global,
entre 97% e 99%, além de apresentarem caracteristicas de IC50 e < 500 nM (SETTE
et al ., 1994), em seguida um limiar de corte de 1% da quantidade total de epitopos
encontrados foi definido, vale ressaltar que todas as opgoes foram recomendadas pela
propria plataforma IEDB (MOUTAFTSI et al ., 2006, KOTTURI et al ., 2007).

Ja para a identificagdo de epitopos de MHC classe I, utilizou-se a fungao
“IEDB recommended 2.22” (http://tools.iedb.org/mhcii/) que consiste no uso de
consenso de métodos como NN-align (JENSEN et al ., 2018), SMM-align (NIELSEN
etal ., 2007), CombLib ( SIDNEY, et al ., 2008) e Sturniolo ( STURNIOLO et al ., 1999)
para obter o melhor resultado possivel para uma determinada proteina, no caso deste
estudo, da proteina envelope. A combinacao dos 27 alelos MHC-Il recomendados para
a cobertura mundial do populagdo novamente foi utilizada (GREENBAUM et al ., 2011),

como limiar de corte para todos os epitopos, estabeleceu-se uma classificacdo
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incluindo o limiar de percentil de consenso < 20,0 e epitopos que interajam com mais
de 50% dos alelos selecionados (OSEROFF et al ., 2010), assim sendo, epitopos que

se encaixam nos dois limiares foram selecionados.

4.4 ALINHAMENTO E DETERMINACAO DE EPITOPOS DE CONSENSO MUNDIAL

Todos os epitopos encontrados da proteina estrutural do envelope que
interagem com os receptores de células B MHC-I e MHC-II foram alinhados usando o
servidor MultiAlign (http://multalin.toulouse.inra.fr/multalin/; (CORPET et al ., 1988)
além disso foi realizado um alinhamento manual para comparacédo e maior precisio.
Do alinhamento, o epitopo com a maior taxa de repeti¢cao por regido com um tamanho

estabelecido de 15 aminoacidos foi selecionada.

4.5 IDENTIFICACAO DE EPITOPOS TRANSMEMBRANA

As regides transmembrana da proteina envelope, foram identificadas a partir
do servidor SOSUI (http://harrier.nagahama-i-bio.ac.jp/sosui/sosuisubmit.html)
(MITAKU et al ., 2002), de modo, que todos os epitopos presentes nas regides

identificadas, foram excluidos.

4.6 TESTE DE ANTIGENICIDADE, ALERGENICIDADE E PROPRIEDADES FiSICAS
E QUIMICAS DE EPITOPOS SELECIONADOS

Para o teste de antigenicidade, todos os epitopos foram submetidos ao
servidor Vaxiden 2.0 (http://www.ddg-pharmfac.net/vaxijen/VaxiJen/VaxidJen.html),
onde um limiar de corte de 0,5 e a tag “antigeno provavel” (DOYTCHINOVA, FLOWER,
2007) foram definidos.

Para o teste de alergenicidade, o servidor “AlgPred: Prediction of Allergenic
Proteins and Mapping of IgE Epitopes” (http://crdd.osdd.net/raghava/algpred/) foi
utilizado e o método hibrido foi definido, consistindo na implementagcao de cinco
ferramentas disponiveis no servidor: SVMc, IgE, epitope, ARPs BLAST e MAST
(SAHA et al ., 2006). Para o teste de propriedades fisicoquimicas, utiilizou-se a

ferramenta ProtParam do servidor Expasy (https://web.expasy.org/protparam/), de
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modo que um limiar de corte de <40 para os valores de estabilidade da estrutura
(GASTEIGER et al ., 2003) foi definido.

4.7 IDENTIFICACAO DE REGIOES DE N-GLICOSILAGAO

Para a identificagdo das regides de N-glicosilacdo presentes na proteina
envelope, utilizou-se o servidor NetNglyc 1.0 Server — prediction results
(https://services.healthtech.dtu.dk/service.php?NetNGlyc-1.0), toda a metologia
aplicada, foi a padrao sugerida pelo servidor, no qual se a regido em potencial atinge
um valor superior a 0,5, tal regido englobando 4 aminoacidos, é definida como uma

regiao de N-glicosilagao.

4.8 MODELAGEM DA PROTEINA ESTRUTURAL E DO SARS-COV-2

Para a modelagem molecular por homologia da proteina do envelope do SARS-
CoV-2, o script AlphaFold v2.0 (JUMPER et al ., 2021)
(https://github.com/deepmind/alphafold) foi usado para predizer a conformagéo da
cadeia da proteina com alto nivel de precisdo, em que varios bancos de dados como
UniRef90 (UniProt, 2021), Mgnify (MITCHELL et al ., 2020), BFD (STEINEGGER et
al ., 2019), Uniclust30 (MIRDITA et al ., 2017), foram utilizados.

4.9 REFINAMENTO DO ANTIGENO LEUCOCITARIO HUMANO (HLA) E EPITOPOS
SELECIONADOS DA PROTEINA E DO SARS-COV-2 PARA DOCKING
MOLECULAR

Para o processo de docking molecular, se fez necessario a obtengao das
proteinas que atuariam como receptores, de tal forma as proteinas receptoras foram
definidas a partir dos 27 alelos de interagcdo disponibilizados pelo IEDB, e
consequentemente, uma busca foi realizada no banco de dados do Protein Data Bank
(PDB), no intuito de encontrar as estruturas destes alelos, com sua estrutura
tridimensional definida. Todas as proteinas, tanto receptor (HLA) quanto ligante
(epitopo), foram submetidas a uma preparagao, na qual os hidrogénios ausentes das
estruturas foram adicionados, as aguas presentes no arquivo .pdb foram deletados, a

proteina foi escaneada usando o script complete pdb().py do Software MODELLER,


https://services.healthtech.dtu.dk/service.php?NetNGlyc-1.0
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a fim de encontrar &tomos ausentes, e a grid box no sitio ativo da estrutura foi definida
(WEBB B, 2014).

4.10 HLA E EPITOPOS SELECIONADOS DA PROTEINA ESTRUTURAL DE
ANCORAGEM DO SARS-CQOV-2

Para a realizagao dos dockings, foi definido o método proteina-peptideo, que
consiste na determinagao da proteina receptora como uma estrutura rigida com
algumas pequenas conformagdes das cadeias laterais flexiveis e o ligante peptideo
como uma estrutura flexivel. Para isso, foi utilizado os servidores MdockPep
(https://zougrouptoolkit.missouri.edu/mdockpep/index.html; (XU et al ., 2018) e
ClusPro2 (https://cluspro.org/help.php;) [36]. Além disso, o software Auto Dock Vina
foi utilizado com a intengdo de obter uma maior gama de resultados e, de tal forma,

obter uma maior precisdao nos mesmos (TROTT; OLSON, 2010).
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5 RESULTADOS

5.1 SEQUENCIA CONSENSO DA PROTEINA ESTRUTURAL DO ENVELOPE DO
SARS-COV-2 DE DIFERENTES GENOMAS DEPOSITADOS EM UM BANCO DE
DADOS.

A partir do banco de dados NCBI, foram analisadas 13.466 putativas proteinas
da envelope do SARS-CoV-2 de genomas traduzidos e depositados em bancos de

dados publicos dos seis continentes (Tabela 1).

Tabela 1- Niumero de genomas do SARS-CoV-2 depositados em bancos de dados publicos em cada

continente.
Africa América |América |Asia Europa |Oceania [Total
do Norte |do Sul
Genomas ‘1 06 10.326 31 1.175 409 1.419 13.466

Fonte: da autora, 2021,

A América do Norte é o continente com o maior numero de sequéncias obtidas
da proteina envelope do SARS-CoV-2 com um total de 10.326 sequéncias, seguido
da Oceania (1.419 sequéncias), da Asia (1.175 sequéncias), da Europa (409
sequéncias), da Africa (106 sequéncias) e, finalmente, América do Sul (31 sequéncias).

Ap0ds a obtencao de todas as sequéncias, realizou-se um processo de obtencio
de uma sequéncia consenso a partir de todas as proteinas obtidas da envelope, visto
que cada depdsito realizado no banco de dados NCBI apresentava mutagdes e/ou
variagdes em suas sequéncias, desta forma realizou-se um alinhamento global a partir
do carater de conservacgao, definiu-se a proteina que representa uma sequéncia global,

que em seguida, seria utilizada na obtengao de supostos epitopos (Figura 2).
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Figura 2- Alinhamento da sequéncia primaria dos aminoacidos que caracterizam a proteina do envelope
do SARS-CoV-2 em cada continente a partir dos resultados da sequéncia consenso por
continente.

Envelope Protein

1 10 20 30 40 50 60 70 75
L e i e i atar |

AfricabEnv/1-75% HYSFYSEETGTLIVNSYLLFLAFYVYFLLYTLATLTALRLCAYCCHNIVHNYSLYEPSFYVYSRYKNLNSSRYPDOLLY
HorthAnericaEnw/1-75 HYSFYSEETGTLIVHSYLLFLAFYYFLLYTLATILTALRLCAYCCHIYHYSLYKPSFYYYSRYKHLNSSRYPDOLLY
Consensus MYSFYSEETGTLIVNSYLLFLAFYYFLLYTLAILTALRLCAYCCHNIVHYSLYKPSFYVYSRYKHLNSSRYPDLLY
DceaniaEnv/1-75% HYSFYSEETGTLIYHSYLLFLAFYYFLLYTLATLTALRLCAYCCHNIVHYSLYKPSFYVYYSRYKHLHSSRYPDLLY
EuropeEnv/1-75 HYSFYSEETGTLIVNSYLLFLAFYYFLLYTLAILTALRLCAYCCHIVNYSLYKPSFYYYSRYKNLNSSRYPDLLY
AsiaEnv/1-75 HYSFYSEETGTLIYNSYLLFLAFYYFLLYTLATILTALRLCAYCCHIVHYSLYKPSFYYYSRYKHLHSSRYPDLLY
SouthfAnericaEnv/1-75 HYSFYSEETGTLIVHSYLLFLAFYYFLLYTLAILTALRLCAYCCHIYHYSLYKPSFYYYSRYKHLNSSRYPDLLY
Consensus HYSFYSEETGTLIVNSYLLFLAFYYFLLYTLAILTALRLCAYCCHNIVHYSLYKPSFYVYYSRYKNLNSSRYPDLLY

Fonte: do autor, 2021.

5.2 IDENTIFICACAO DE EPITOPOS IMUNOGENICOS DA SEQUENCIA
CONSENSO DA PROTEINA E DE SARS-COV-2 QUE INTERAGEM COM AS
MOLECULAS DE MHC E BCR.

De acordo com a Tabela 2, o maior numero de epitopos da proteina estrutural
do envelope de SARS-CoV-2 interage mais com MHC-I e menos com receptores de
células B. A proteina E, com 75 aminoacidos, apresentou 68 epitopos putativos nesta

sequéncia.

Tabela 2- Epitopos da proteina estrutural E de SARS-CoV-2

Envelope
Receptor de célula B 2
MHC-I 36
MHC-II 30

Fonte: da autora, 2021
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5.3 SELEGAO RACIONAL DE EPITOPOS IMUNOGENICOS PUTATIVOS DA
PROTEINA ESTRUTURAL DO SARS-COV-2 INDICA PELO MENOS UM
EPITOPO CANDIDATO NA PROTEINA DO ENVELOPE

Para obter-se os melhores candidatos de epitopos imunogénicos putativos da
proteina do envelope, os 68 epitopos foram alinhados e as sequéncias de
aminoacidos lineares com tamanho fixado de 15 aminoacidos que apresentaram
maior taxa de repeticdo foram selecionados. Além disso, os epitopos apresentados
nos locais de ancoragem transmembrana foram excluidos por apresentarem
caracteristicas hidrofébicas que causam dificeis interagbes com os aminoacidos
presentes nas ranhuras do MHC-I ou MHC-II. Apds essa selecdo, 34 epitopos foram
obtidos e em seguida testados de maneira in silico, em um teste de antigenicidade
usando o servidor Vaxiden 2.0, no qual, excluiu-se 18 epitopos, restanto entdo 16
epitopos, logo a seguir, estas 16 sequéncias foram analisadas quanto as suas
caracteristicas de alergenicidade, visto que idealmente o epitopo n&o poderia
provocar uma reacao alérgica ao corpo humano, assim o servidor AlgPred foi utilizado,
sendo 7 epitopos excluidos nesta etapa.

Por fim, realizou-se o teste de propriedade fisico-quimicas, com o intuito de
verificar se a estrutura do epitopo, seria estavel, visto que um epitopo instavel nao
poderia ser sintetizado para testes in vivo e in vitro, entretanto, todos os epitpos para
a proteina envelope, foram excluidos nesta etapa, visto que nenhum epitopo com
tamanho fixado de 15 aminoacidos apresentava caracteristiscas ideais de estabilidade,
de tal forma, se fez necessario a ampliacdo dos epitopos para tamanho 16, e
novamente com um resultado negativo ampliou-se para um tamanho 17, onde este
apresentou um epitopo com caracteristicas de estabilidade ideais.

Os testes de antigenicidade e alergenicidade, foram refeitos para o epitopo com

tamanho maior e os resultados estdo descritos na tabela 3.
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Tabela 3- Antigenicidade, alergenicidade e propriedades fisico-quimicas do epitopo
selecionados para a proteina estrutural consenso do envelope.

Envelope
Sequéncia LVKPSFYVYSRVKNLNS
Antigenicidade 0,6582
PM (peso molecular) 2014,36
PI (ponto isoelétrico) 10,00
Estabilidade 38,99
Meia Vida Reticulécitos 55h
Meia vida levedura 3 min
Meia vida E. Coli 2 min
Epitopo IgE Nao
Alergenicidade Nao

Fonte: da autora, 2021,

Vale ressaltar que duas regides de N-glicosilagdo foram encontradas na
proteina, uma presente na regidao NVSL (referente aos aminoacidos 48-52) com valor
de predicao de 0.6507 e outra NSSR (referente aos aminoacidos 66-70) com valor de
predicdo de 0.6339, sendo esta ultima presente na regido final do epitopo como

destacado na figura 3.

Figura 3- Epitopos, sitios transmembranares e n-glicanos da proteina estrutral E do SARS-CoV-2

. - Epitope - Transmembrane . - Mutations - N-glycan sites

Envelope Protein

Epitope
1 75

Fonte: da autora, 2021.
Legenda: identificacdo de epitopos putativos (azul), locais transmembrana (amarelo) e n-glicano
(verde), sem mutagdes na proteina

5.4 IDENTIFICAGAO DA POSICAO DO EPITOPO IMUNOGENICO PUTATIVO
SELECIONADO DA PROTEINA ESTRUTURAL DO ENVELOPE DO SARS-COV-
2 APOS MODELAGEM MOLECULAR POR HOMOLOGIA

Para identificar a posigéao de epitopos imunogénicos putativos selecionados na

proteina envelope do SARS-CoV-2, foi realizado o processo de modelagem molecular
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por homologia, visto que ndo havia nenhuma proteina de envelope depositada no
banco de dados Protein Data Bank, com suas coordenadas tridimensionais. Assim o
script AlphaFold foi utilzado para a realizagdo da modelagem onde o mesmo

deterrminou a estrutura representada na figura 4.

Figura 4- Representagao em diagrama 3D da modelagem molecular por homologia da estrutura da
proteina do envelope do virus SARS-CoV-2

Fonte: do autor, 2021.

Legenda: Em verde as regides transmembrana da proteina, em vermelho o epitopo e em azul escuro
as regioes de n-glicosilagdo da proteina. As duas imagens representam a mesma proteina,
alterando apenas forma de visualizacgao.

5.5 DOCKING MOLECULAR ENTRE OS EPITOPOS IMUNOGENICOS PUTATIVOS
SELECIONADOS DA PROTEINA ESTRUTURAL E DO SARS-COV-2, MHC-I E
MHC-Il MOSTRAM ALTAS PROBABILIDADES DE INTERAGAO ENTRE ELES

Embora nem todas as estruturas de MHC-I e MHC-Il tenham sido encontradas
no banco de dados (IEDB), foi utilizada a estrutura de cinco proteinas de alelos MHC-

| e trés alelos MHC-II de acordo com o apresentado na Tabela 4.
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Tabela 4- Docking molecular entre epitopos selecionados do consenso da proteina
estrutural e HLAs do SARS-CoV-2

Envelope Alelo ClusPro MdockPep AutoDock
Center/ Lowest Vina
Energy
MHC-I HLA-A*0203 -842,2/ -842,2 -266,03 -7.1
HLA-B*0801 -636,7 / -96,7 -239,0 -7,3
HLA-B*1501 -635,5/-791,4 -261,9 -7,4
HLA-B*3501 -679,4/-923,0 -273,9 -6,4
HLA-A*0206 -749,8 / -749,8 -270,2 -5,7
MHC-II HLA DRB1*0401 -695,2 / 806,9 -275,3 -7,2
HLA-DRB1*15:01 -847,4/-913,3 -273,2 -6,9
HLA-DRB1*01:01 -788,7 /-917,0 -276,5 -5,8

Fonte: da autora, 2021,

Os resultados demonstraram grande energia de interagcdo com base em dois
diferentes servidores online e pelo software Autodock Vina. Para representar o
encaixe molecular entre o epitopo e os alelos MHC-I e MHC-II, escolhemos a interacao
com o maior poder de interacao indicada pelos servidores e pelo software. A melhor
interagcéo entre a proteina do envelope (E) e MHC-| estava com o alelo HLA-B * 1501
(Figuras 5A e 5C) e MHC-Il com o Alelo HLA-DRB1 * 04: 01 (Figuras 5B e 5D).



81

Figura 5- Docking molecular
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Fonte: da autora, 2021.

Legenda: Os pontos de contato sdo demonstrados nas Figuras 5A e 5B em vermelho, de modo que suas intera¢des estao representadas no diagrama 5D
acima, da mesma forma, nas figuras 5C e 5D, a divisao central € necessaria para a identificagcdo dos aminoacidos, sendo os aminoacidos do lado
de cima da linha central referentes ao alelo e os debaixo, referente ao epitopo. Fonte: do autor
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Como pode-se observar no diagrama 3D apresentados na figura anterior, o

epitopo realizou inumeros contatos com os seus respectivos contatos com MHCs,

sendo representados tabela 5:

Tabela 5- Interagbes entre epitopo e alelos

Figura Alelo Pontes de | Pontes de Interacdes Interacdes
hidrogénio sal hidrofdbicas hidrofdbicas
envolvendo envolvendo
epitopo alelo
2C HLA-B*1501 8 0 11 24
2D HLA-DRB 6 14 22
*04:01

Fonte: da autora, 2021

Vale ressaltar que o mesmo aminoacido pode realizar mais de uma interacéo

hidrofdbica, explicando-se assim o fato do epitpo ter tamanho 15, e apresentar valor

superior de interagdes hidrofébicas.
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6 DISCUSSAO

A urgéncia de uma vacina eficaz contra patégenos emergentes e de rapida
transmissao, como o0 novo coronavirus, € uma realidade. A OMS informou, apés um
ano e meio de situagao de pandemia de COVID-19, que existiam mais de 284 vacinas
em desenvolvimento, 100 em estudos clinicos em diferentes fases, nove em fase |l
ja publicadas, duas de Tecnologia de RNA mensageiro (Pfizer, Moderna), quatro de
vetores virais (AstraZeneca, Gamaleya, Jansen, CanSino), uma de proteina
recombinante (Novavax) e duas de virus inativado (Sinopharm) (FUNK et al ., 2021).

Aqui usamos abordagens in silico para obter epitopos da proteina do
envelope do SARS-CoV-2 para atingir, em um curto periodo de tempo, um peptideo
imunogénico especifico capaz de ser usado como uma vacina baseada em peptideo
segura. Atualmente, inimeros projetos para o desenvolvimento de vacinas eficazes
tém sido realizados, e algumas dessas vacinas ja estdo disponiveis comercialmente
para humanos (HISHAM et al ., 2021).

No entanto, as técnicas tradicionais de produgdo de vacinas apresentam
algumas desvantagens, que podem ser superadas com o uso de abordagens
computacionais (SINGH et al ., 2020). Além disso, avangos recentes na bioinformatica
forneceram uma variedade de ferramentas e servidores capazes de reduzir o custo e
o tempo de avancgo da vacina tradicional. As abordagens de imunoinformatica podem
ser usadas para analisar antigenos de patdgenos, prever seus epitopos e avaliar sua
imunogenicidade (UL QAMAR et al ., 2020).

Além disso, vacinologia reversa, predigao de epitopo, vacinologia estrutural,
abordagens racionais e docking molecular sdo de grande utilidade na concepgao de
uma vacina potencial contra COVID-19 (SINGH et al ., 2020).

Neste trabalho, algumas dessas técnicas de bioinformatica foram utilizadas
para se chegar a um consenso de sequéncia de aminoacidos da proteina estrutural
do envelope do SARS-CoV-2 usando as sequéncias de genomas depositadas no
banco de dados de diferentes regides do mundo apds a obtengcédo de uma sequéncia
consenso global.

A estratégia de obter uma sequéncia de consenso da proteina pode diminuir
a possibilidade de observacao de variantes, mas aumenta a possibilidade de definir

as sequéncias de aminoacidos conservadas dessas proteinas em genomas
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disponiveis ao redor do mundo. Aqui, fomos capazes de definir a estrutura
tridimensional da proteina consenso e identificar suas estruturas secundarias usando
modelagem molecular e dados de inteligéncia artificial. Além disso, as abordagens de
imunoinformatica podem direcionar de forma racional a identificacdo de epitopos
imunogénicos putativos para projetar uma vacina baseada em epitopos para controlar
0 SARS-CoV-2 (NAVEED et al ., 2021).

Também demonstramos que o uso sequencial de técnicas racionais in silico
tornou possivel selecionar o melhor epitopo capaz de interagir com o receptor de
células B, que pode estimular uma resposta humoral adaptativa especifica, ou alelos
MHC-I e MHC-II, que podem estimular uma resposta imune adaptativa celular com
base na ativagcao de TCD8 + ou TCD4 +, respectivamente (WALLS et al ., 2020).

Com base no conhecimento de como ocorre a infecgao, quais residuos sao
responsaveis e quais atomos estdo envolvidos, podemos inferir o impacto dessas
mutacdes na atividade da proteina. Os virus sofrem mutacbes constantes, mas
apenas algumas mutag¢des importantes podem afetar de alguma forma, tornando uma
variante mais virulenta, com maior poder de disseminagdo ou mais letal, e isso
depende muito de onde essa mutagao ocorre (NELSON et al ., 2021).

Usando as abordagens indicadas neste trabalho, vacinas baseadas em
peptideos facilitam o manuseio de variantes. A Unica forma de realizar o manejo de
uma vacina com a sequéncia protéica completa € alterando a prépria sequéncia como
um todo.

Por outro lado, as vacinas peptidicas, que sao as pequenas regides da
proteina que apresentam caracteristicas que estimulam uma resposta imune, podem
ser administradas de duas formas: utilizando um pool de peptideos que escapam e
nao estdo dentro das areas mais frequentes que apresentam mutagao e substituicao
da proteina ou no advento do surgimento de uma nova variante onde essa substituicao
€ justamente no peptideo utilizado e pode realizar apenas aquela substituicdo
(CHAUHAN et al ., 2021).

Além disso, a geragao de varios locais-alvo como outras proteinas estruturais
de um patdgeno especifico pode aumentar as possibilidades do sistema imunolégico

do hospedeiro reconhecer e eliminar o invasor.
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7 CONSIDERAGOES FINAIS

Os resultados apresentados neste trabalho identificam o epitopo mais
provavel de ser imunogénico na proteina do envelope (E).

E importante observar que variantes nessas proteinas ndo sdo descritas
como mais transmissiveis, letais ou resistentes a vacinas. O epitopo foi avaliado
quanto ao seu potencial para interagir com moléculas do sistema imunologico e a
seguranga para ser usado em humanos, uma vez que nao € alergénico, mas
antigénico com uma boa meia-vida em mamiferos, leveduras ou E. coli.

Por fim, os resultados obtidos baseiam-se em custo e tempo relativamente
reduzidos em relagdo as técnicas tradicionais, mas é necessario avaliar a acdo do
peptideo selecionado associado a adjuvantes para defini-lo funcionalmente como
imunogénico e possivel candidato a ser utilizado como vacina baseada em peptideos.

A vacinagdo é o meétodo mais eficaz e seguro de criar uma barreira
imunoldgica, capaz de interromper a transmissdo da SARS-CoV-2 e prevenir a
patologia mais grave da doenca. Quando a campanha de vacinagéo efetiva é
combinada com outros métodos preventivos de distanciamento social e uso de
mascara de protegao individual, ao longo do tempo ocorre uma redugao significativa

no numero de casos da doencga, ainda que o convivio social de sua populagéo volte.
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