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RESUMO

A Covid-19 € uma nova doenga, causada pelo SARS-CoV-2, pandemia ainda em curso,
causando mais de 450 mil 6bitos ap6s 6 meses da descoberta do virus e ndo ha medicamento
eficaz ou vacina até o momento. A emergéncia mundial para busca de tratamento especifico
contra a COVID-19, demandou o uso de estratégias para descoberta que fossem mais
rapidas, incluindo o reposicionamento de farmacos. Este trabalho visa descrever as
estratégias no desenvolvimento de farmacos para o tratamento da COVID-19, abordando
os alvos terapéuticos

Palavras-chave: desenvolvimento de farmacos, COVID-19, estratégias, alvos terapéuticos,
SARS-CoV-2

ABSTRACT

Covid-19 is a new disease, caused by SARS-CoV-2, a pandemic that is still in progress,
causing more than 450 thousand deaths after 6 months of the discovery of the virus and
there has been no effective drug or vaccine until now. The worldwide emergency to seek
specific treatment against COVID-19 demanded the use of strategies for discovery that
were faster, including the drug repurposing. This work aims to describe the strategies in
the development of drugs for the treatment of COVID-19, addressing therapeutic targets.
Key words: drug design, COVID-19, strategies, therapeutic targets, SARS-CoV-2

Dentre as diversas estratégias usadas para
descoberta de novos farmacos ¢ possivel
destacar: a) acaso; b) busca por produtos
naturais; c¢) triagem sistematica/randomicas em
larga escala (do inglés: High-Throughput
Screening - HTS); d) abordagem fisiologica -
estudo das vias bioquimicas para selecdo de

INTRODUCAO

O desenvolvimento de novos farmacos ¢ um
processo moroso, de elevado custo e que
apresenta altas taxas de insucesso. Estudos
apontam que O0s custos para que um novo
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FIGURA 1. Principais estratégias usadas no planejamento de novos farmacos.

A fim de otimizar o processo de descoberta de
novos farmacos, ¢ comum a combinagdo dessas
abordagens. Por exemplo, na abordagem
fisiologica, o estudo das vias bioquimicas
permite a identificacdo de alvos terapéuticos.
Ap0s a obtencao das estruturas destes alvos por
meio de técnicas de cristalografia de raios-X ou
crio-microscopia eletronica ¢ possivel utilizar
ferramentas computacionais para planejar
ligantes, baseado no conhecimento do receptor.
Em outro exemplo, a identifica¢do da atividade
farmacologica de um produto natural pode
exigir alteragdes na estrutura quimica para
melhorar propriedades farmacéuticas,
farmacocinéticas ou farmacodindmicas.

Frente ao desafio para a descoberta de um novo
farmaco, como aquele imposto pela infecgdo

por SARS-CoV-2 a aplicagdo dessas
estratégias, usadas de forma combinada,
permitem  identificar novos  compostos

candidatos a farmacos que contribuam com o
tratamento da COVID-19."* Em humanos, o
SARS-CoV, MERS-CoV ¢ o SARS-CoV-2
foram os trés principais coronavirus
responsaveis por causar as infeccdes mais
graves ¢ de maiores proporgdes. Apods o
sequenciamento do genoma viral e a
identificagdo das principais estruturas para
sobrevivéncia do virus, possiveis alvos
terapéuticos emergiram e foi possivel
identificar que por serem virus do mesmo
género compartilhavam algumas caracteristicas
e alvos em comum. Alguns destes alvos, como
por exemplo, a protease principal (i.e. 3-CLpro)
apresenta 96% de identidade em sua sequéncia
de aminoacidos com SARS-Cov. Essa alta

similaridade possibilita planejar compostos
com maior espectro de agdo, sendo os novos
compostos ativos tanto contra os SARS-Cov,
MERS quanto SARS-Cov-2."

A emergéncia mundial para busca de
tratamento especifico contra a COVID-19,
demandou o uso de estratégias para descoberta
que fossem mais rapidas, e exemplo do
reposicionamento de farmacos. Esta ultima tem
como objetivo a identificagdio no rol de
medicamentos ja aprovados pelas agencias
regulatérias, aqueles que poderia atuar no
combate da infec¢do.™® A grande vantagem
desta abordagem esta na possibilidade de se
encontrar um medicamento disponivel, com
propriedades farmacocinéticas e
farmacodinimicas conhecidas®’, que poderiam
atuar em algum alvo tanto no paciente, quanto
diretamente no virus SARS-CoV-2. Entre os
exemplos de farmacos identificados por
reposicionamento para tratamento da infecao
por SARS-CoV-2, ¢é possivel destacar: a
hidroxicloroquina/cloroquina, inibidores de
HIV protease (i.e. lopinavir e darunavir),
inibidores da RNA polimerase (i.e. remdesivir,
favipiravir, ribavirin), arbidol, mesilato
camostat, anticorpos monoclonais anti-IL-6
(i.e. tocilizumab, sarilumab), entre outras
(Figura 2). Diversos estudos clinicos estdo
sendo conduzidos e os resultados parciais tém
sido publicados

Outra abordagem atualmente adotada para
descoberta de novos farmacos contra SARC-
Cov-2 ¢ a triagem sistematica/randomica em
larga escala (HTS), que visa identificar ligantes
por meio da avaliagdo de uma biblioteca de

ULAKES Journal of Medicine.

119

http://revistas.unilago.edu.br/index.php/ulakes



LOPES et al. ULAKES J Med 2020 1 (EE) 118-124

compostos. A sele¢do de ligantes pode ocorrer
por meio de ensaios in vitro ou utilizando
ferramentas computacionais, como a triagem
virtual em alta escala (do inglés: HTVS).>”

O planejamento baseado na estrutura de alvos
utiliza técnicas computacionais e biofisicas na
identificagdo de ligantes. Estes ligantes, de
origem sintética ou natural, depois de avaliados
podem ser otimizados por meio das estratégias
de modificagdo molecular. Para o planejamento
baseado em alvo, é fundamental que a estrutura
do virus e provaveis locais de intervengdo
sejam identificados a fim de planejar
compostos que apresentem seguranga e eficacia
desejaveis no tratamento.

Os coronavirus possuem quatro grandes
proteinas estruturais, sendo elas: proteina de
nucleocapsideo (N), proteina “spike” (S),
proteina de membrana (M) e proteina de
envelope (E).” A infecgdo por esses virus se
inicia através do reconhecimento da proteina
“spike” com receptores celulares. Os
coronavirus que infectam humanos utilizam
receptores de entrada diferentes, sendo estes:
aminopeptidase (para HCoV-229E); acido
sialico 9-O-acetilado (para HCoV-NL6 ¢ H-
CoV-HKU1); enzima conversora de
angiotensina 2 (para SARS-CoV-1, SARS-
CoV-2 e HCoV-NL63) e dipeptidil peptidase 4
(para MERS-CoV).”

O ciclo de infec¢ao por SARS-CoV-2 se inicia
apos a entrada dos virus nas células auxiliado
pelos receptores.® Seu RNA (+) gendmico passa
pelo processo de tradugdo levando a formacao
de cadeias de poliproteinas (ppla e pplab), que
sd0 posteriormente processadas por duas
proteases: “3C-like” (3CLP™) e “papain-like”
(PLpro)®. Com o auxilio das proteases, essas
poliproteinas sdo clivadas em 16 proteinas nao-
estruturais (nsp) que compdem o complexo
replicase-transcriptase viral®. Esse complexo
leva a formagdo de RNA (-), o que gera novas
fitas de RNA (+) genomico por processos de
replicagdo ¢ a sintese de proteinas estruturais
através da tradugdo de mRNA (+)
subgendmico.® As proteinas virais formadas e o
RNA genOmico constituem 0s novos virions,
que sdo liberados das cé€lulas infectadas por um
processo de exocitose.®

A inibicao dos alvos do ciclo de vida do SARS-
CoV-2 ¢ capaz de bloquear processos
essenciais para a continuidade do ciclo de vida
do virus e controlar a infecgdo. Dentre estes ¢
possivel destacar: o uso de inibidores de
proteinas  estruturais, os inibidores das
proteinas estruturais de envelope, membrana e
nucleocapsideo; inibidores de fusdo; inibidores
de proteases como a protease principal
(3CLP™), PLP™ ¢ inibidores de RNA polimerase.
A seguir serao apresentados os principais alvos
investigados em SARS-CoV-2 para o
planejamento de novos farmacos.

INIBIDORES DE FUSAO

A proteina “spike” (S) que compdem o
nucleocapsideo de SARS-CoV-2 ¢ fundamental
para o reconhecimento dos receptores celulares.
A interacdo da proteina S com a enzima
conversora de angiotensina do tipo 2 (ECA2)
promove o processo de fusdo da membrana
celular, permitindo a entrada do virus nas
células.”® Compostos capazes de inibir a
interagdo entre a proteina S do virus com a
ACE2 impedem o processo de fusdo e
consequentemente, bloqueiam a entrada do
virus.

O farmaco arbidol (Figura 2) ¢ um antiviral
aprovado na Riussia e China para tratamento de
gripe causado pelo virus influenza.’ Esse
composto foi identificado por meio da
estratégia de reposicionamento de farmacos
como candidato para atuacao frente a COVID-
19 através do mecanismo de inibi¢ao da fusdo
da membrana celular’. Estudos estio sendo
realizados para identificar a real contribuicao
desse composto frente a infecgdo por SARS-
CoV-2.

INIBIDORES DE PROTEASE

As proteases sdao fundamentais para o ciclo de
vida dos coronavirus e constituem um alvo
promissor para o desenvolvimento de fAirmacos
antivirais. As proteases PL"® e 3CL™ estdo
envolvidas no processo de clivagem das
poliproteinas ppla e pplab.”’

A protease tipo-papaina (PL"°) ¢ uma cisteino
protease responsavel pela clivagem das trés
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primeiras posi¢des da poliproteina, levando a
formagdo de trés proteinas ndo estruturais™. A
protease principal dos coronavirus,
denominada de 3CLP™ ¢ uma protease do tipo
quimiotripsina responsavel pela clivagem do
restante da cadeia de poliproteina, levando a
formagdo das proteinas nao estruturais nsp4 até
nspl6’’. [Essas proteinas estruturais sdo
responsaveis pela formag¢do do complexo
replicase-transcriptase, essencial para os
processos de replicagdo e transcrigdo dos
coronavirus.”

Inibidores dessas proteases sdo relatados em
diferentes estudos in vitro para SARS-CoV,
MERS-CoV e recentemente, para SARS-CoV-
2.51% Esses compostos geralmente constituem
estruturas quimicas derivadas de peptideos
(peptideomiméticos) ou moléculas pequenas e
geralmente s3o capazes de atuar através de
interagdes covalentes com o0 aminoacido reativo
dessas proteases, a cisteina na forma de
tiolato.'" Ao interagir com o sitio dessas
proteases, sua atividade catalitica ¢ sessada,
desencadeando a atividade antiviral desses
compostos.

Dentro da estratégia de reposicionamento de
farmacos, alguns inibidores de protease de HIV
como a combinagdo lopianvir/ritonavir e
darunavir (Figura 2) foram avaliados quanto a
possibilidade de aturem frente a protease
principal dos coronavirus (3CLP™).>"’ Até o
presente momento, nenhum desses farmacos foi
aprovado para tratamento de COVID-19, tendo
sido apenas identificados como possiveis
candidatados por sua capacidade em atuarem
como inibidores de protease, demandando
maiores estudos para averiguar a real
contribuicdo desses compostos frente a
infecgdo por SARS-CoV-2

INIBIDORES DE RNA POLIMERASE
(RDRP) DEPENDENTES DE RNA

As RNA polimerases dependentes de RNA sdo
enzimas virais que atuam na replicagdo de RNA

viral, levando a produgdo de RNA genomico e
subgendmico’”’. Por conta disso, sdo essenciais
para a formagdo de novos virions. As
polimerases sdo utilizadas como alvo
terapéutico no tratamento diferentes de
infeccdes e seus inibidores geralmente se
baseiam em estruturas analogas de nucleotideos
ou ndo-nucleosideos.”

A ribavirina, remdesivir e favipiravir (Figura
2) sdo exemplos de farmacos que atuam como
inibidores de RNA polimerase dependentes de
RNA ¢ foram identificados como possiveis
alternativas no tratamento de COVID-19.° A
ribavirina ¢ um analogo de guanidina, aprovado
para o tratamento de hepatite C. O remdesevir
¢ um pro-farmaco que sofre metabolismo para
formagdo de um analogo de trifosfato de
nucleosideo C-adenosina, tendo sua atividade
antiviral avaliada frente a diferentes virus como
Ebola e MERS-CoV. O favipiravir é um pro-
farmaco analogo de purina, tendo sido avaliado
em estudos contra os virus Influenza e ebola.”’

Assim como os exemplos citados de inibidores
de protease e inibidores de fusdo, nenhum
inibidor de RNA polimerase dependente de
RNA foi aprovado para o tratamento de
COVID-19 até o presente momento.

ALVOS LIGADOS A RESPOSTA IMUNE
INATA

Além das intervengdes cujo alvo sdo proteinas
virais, algumas possibilidades de tratamento
para COVID-19 visando controle de processos
regulados no hospedeiro parecem promissores.
Entre estas o uso de agentes anti-inflamatorios
e anticoagulantes parecem diminuir os danos
causados pelo virus. A seguir serdo
apresentados exemplos de alvos terapéuticos
presentes no hospedeiro e que podem contribuir
para a diminuicdo dos danos causados pela
infec¢do.
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Figura 2. Estrutura quimica dos compostos identificados dentro da
estratégia de reposicionamento de farmacos para COVID-19. Inibidor de
fusdo (arbidol); inibidores de protease (lopinavir/ritonavir e darunavir);
inibidores de RNA polimerase (ribavirina, remdesivir, favipiravir); indutor
de interferon (nitazoxadina) e inibidor de TMPRSS2 (mesilato de

camostato).

A resposta imune inata do hospedeiro ¢
fundamental para o controle da replicacdo viral.
A resposta imune gerada por interferons (IFN)
pode ser aumentada com o uso de interferons
recombinantes, como os INF-a e B ou firmacos
que induzem a produgdo dessas citocinas®’”.
Uma das estratégias avaliadas para o tratamento
de infecgdes por SARS-CoV e MERS-CoV foi
o uso de antivirais como ribavirina e
lopianvir/ritonavir combinados com INF-a ou
B, o que ainda requer maior investigagdo quanto
aos reais beneficios dessa abordagem.”’

A nitazoxanida (Figura 2) ¢ um farmaco
aprovado para o tratamento de doencas
parasitarias, cujo mecanismo se da pela
capacidade de induzir a producdo de interferon
tipo-17°. Por apresentar uma atividade antiviral
de amplo espectro, esse farmaco se tornou um
possivel candidato frente a SARS-CoV-2,
porém, maiores estudos quanto sua eficacia no
tratamento dessa infecgdo sdo necessarios.”’
Até o presente momento, nenhuma estratégia
com o uso de interferons ou farmacos que
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induzem aumento da resposta imune foi
aprovada para o tratamento de COVID-19.

INIBIDORES DE TMRPSS2

O SARS-CoV e SARS-CoV-2 utilizam como
porta de entrada nas células o receptor celular
ECA2. Essa enzima ¢ reguladora do sistema
renina-angiotensina sendo responsavel pela
conversao de angiotensina I em angiotensina 1-
7. Esse processo regulatorio é fundamental para
o controle de processos bioldgicos como da
pressdo arterial. O uso de bloqueadores de
ECA/angiotensina motivou discussdoes e
estudos quanto a real atuacdo desses farmacos
na infeccdo por SARS-CoV-2, mas inibidores
de ECA2 foram planejados para atuar
impedindo a entrada do virus nas células.’
Apesar de ser uma estratégia estudada, esses

SARS-CoV-2

Mesilato
de Camostato

iFuséo Arbidol

' RNA(g)

\4 Poliproteinas e
[ Tradugéao

Protedlise

cloroquina
hidroxicloroquina

Lopinavir/Ritonavir
Darunavir

Proteinas

nao-estruturais >

(nsp)

compostos podem afetar as fungdes biologicas
reguladas pela ECA2, desencadeando efeitos
adversos.”’

Uma nova abordagem avaliada para impedir a
entrada do virus nas células s2o os inibidores de
TMRPSS2.? A serino protease de
transmembrana do tipo 2 € uma protease
humana que atua como auxiliar da entrada do
virus nas células. Sua real contribui¢io no
mecanismo de entrada de SARS-CoV-2 ainda
estd sob investigagdo, mas o farmaco mesilato
de camostato (Figura 3), aprovado no Japio
para tratamento de pancreatite, foi identificado
em estudos de inibi¢io de TMRPSS? in vitro.”’
Desta forma, futuros estudos irdo avaliar a
capacidade de inibidores de TMRPSS2 em
atuarem frente a COVID-19.

Proteinas estruturais
(N,M,SeE)

Tradugédo

RNA(m) RNA(g)
VAVAN PAVAN

RNA polimerase

Ribavirin
Remdesivir
Favipiravir

FIGURA 3. Alvos terapéuticos no desenvolvimento de novos farmacos para o tratamento da

COVID-19

CONCLUSAO

O desenvolvimento de novos farmacos
¢ um processo complexo e multidisciplinar que
demanda altos investimentos e envolve riscos

elevados. Frente a preocupagao global, iniciada
em 2002 com a SARS, em 2012 com a MERS
e em 2019 com a COVID-19, estratégias
rapidas que permitam o desenvolvimento de
novos farmacos € uma emergéncia. Entre as
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principais estratégias utilizadas, 0
reposionamento de farmacos parece ser
bastante promissor, ¢ tem possibilitado a
descoberta de compostos com atividade
diretamente no virus ou em alguma via do
hospedeiro. Por meio desta abordagem varios
estudos clinicos tém sido conduzidos para
avaliar a efetividade e seguranga de novos
candidatos a farmacos para tratamento da
COVID-19. Além dessa abordagem, a longo
prazo, outras estratégias t€m sido investigadas
visando a inibi¢ao de alvos do SARS-CoV-2
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