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INTRODUCAO

A SARS-CoV-2 surgiu como um novo patdégeno humano e se espalhou pelo
globo no inicio de 2020. A doenca possui sintomas como febre, tosse, falta de ar
e pode progredir para pneumonia e sindrome respiratoria aguda grave.
(CONZELMANN et al.,2020). Este virus possui fita de RNA simples e é
classificado, dentre os outros subgrupos de coronavirus, como subgrupo beta,
possuindo diversas proteinas em sua composicdo. (RISNER et al., 2020).

Dentre as proteinas que compdem o virus, esta a proteina S ou Spike. Esta
proteina é importante pelo seu papel na interacdo do virus com a enzima
conversora de Angiotensia (ACE2) da célula hospedeira. Outras proteinas estdo
envolvidas nessa interacdo entre o virus e a célula, dentre elas esta a Serina
Protease Transmembrana tipo Il (TMPRSS2) e Catepsina L1 (CTSL1) (Risner et
al., 2020). Algumas proteases também possuem importancia, mas estdo
relacionadas a replicagéo viral. Proteases como 3CLpro e protease semelhante
a papaina (PLpro) sédo essenciais para a replicacdo ja que processam algumas
poliproteinas. (RATHNAYAKE et al., 2020).

Conhecer essas estruturas virais € de suma importancia para que se
obtenha um alvo e consiga tracar uma estratégia farmacoldgica no combate ao
virus. Logo, muitos medicamentos séo triados na esperanca de que possam agir
sobre alguma dessas estruturas e,assim, impedir a entrada do virus na célula ou
inibir a replicacéo viral.

Uma estratégia usada para triar esses farmacos € a triagem por meio da
cultura celular. Usando essa estratégia é possivel ter mais clareza de resultados
além de exercer um estudo de forma mais segura e com menor risco de
contaminagéo pelo virus (CRUZ et al,.2020).

Pela importancia da triagem de farmacos e do uso da cultura celular na
triagem dos mesmos, este artigo de revisdo possui a intencao de contribuir para
uma analise critica sobre 0 uso dessa estratégia em meio a uma pandemia. O
fato de o artigo j& ser uma reviséo bibliogréfica torna esta introdu¢éo mais sucinta

para que se obtenha apenas uma nocéo geral sobre o assunto.



JUSTIFICATIVA

Segundo a Organiza¢do Pan-americana de Saude (OPAS), h4 um total de
63.360.234 casos e 1.475.825 mortes até 02/12/2020 (ORGANIZACAO PAN-
AMERICANA DE SAUDE,.2020). Logo, mesmo com o desenvolvimento de uma
vacina proximo, a busca por medicamentos que possam agir sobre o virus se
mantém. Por isso, é importante saber se o uso de cultura de células na triagem
de medicamentos é, de fato, uma estratégia eficiente, ja que, estamos
susceptiveis a outras pandemias virais e estar preparado para o enfrentamento

é um fator determinante no encurtamento do periodo pandémico.



OBJETIVOS

O objetivo deste trabalho é fazer uma reviséo bibliogréfica sobre estudos
gue fizeram o uso de agentes terapéuticos em cultura de células, para que essa

possa auxiliar no uso da cultura celular em situacdes futuras parecidas.
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RESUMO

A pandemia causada pelo Coronavirus fez com que o mundo se voltasse para
estudos no desenvolvimento de uma vacina ou medicamentos no combate ao
virus. O uso de cultura celular na triagem de farmacos se faz uma importante
ferramenta no auxilio dessa triagem. Esta revisdo foi composta por um total de
47 artigos, divididos em trés grupos: Antivirais, Outros farmacos, Combinacdes
e Anticorpos. Os resultados mostraram que em grande parte dos estudos uma
das linhagens mais usadas foi Vero-E6, o que ndo pode ser uma boa escolha, ja
que esta linhagem pode se comportar de forma diferente do tecido do trato

respiratorio, gerando resultados inaplicaveis.

Palavras-Chaves: Cultura de Células; Covid-19; Triagem de farmacos;

Linhagens Celular.
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ABSTRACT

The pandemic caused by the Coronavirus has caused the world to turn to
studies on the development of a vaccine or drugs to fight the virus. The use of
cell culture in the screening of drugs is an important tool in assisting this
screening. This review consisted of a total of 47 articles, divided into three groups:
Antivirals, Other drugs, Combinations and Antibodies. The results showed that in
most of the studies one of the most used strains was Vero-E6, which cannot be
a good choice, since this strain can behave differently from the respiratory tract

tissue, generating inapplicable results.

Key-words: Cell Culture; Covid-19; Drug screening; Cell lines.
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Introducéo

O coronavirus da sindrome respiratoria aguda grave 2 (sars-cov-2)
€ um virus que pertence a familia coronaviridae e que possui fita simples de
RNA. (QUINHAI MA et al., 2020), (WHANG et al.,2020). Este virus € composto
por quatro proteinas estruturais: pico (s), envelope (e), membrana (m) e
nucleocapsideo (n), sendo a (s) responséavel pela adesao do virus nas células
humanas através da interacdo entre a subunidade 1 e a enzima conversora de
angiotensina 2 das ceélulas humanas. (CONZELMANN. et al., 2020), (RISNER.
et al.,2020), (MARCOLINO. et al.,2020). No inicio de 2020, o virus se espalhou
pelo mundo, sendo responsavel pela sindrome respiratoria aguda grave, o que
deixou os sistemas de saude sobrecarregados, fazendo com que os pacientes
necessitassem de ventilagdo mecanica (LEIST et al.,2020) e promovendo uma
pandemia, responsavel, segundo o ministério da saude, por 173.120 mil ébitos
no brasil até 01/12 de 2020, o que levou o governo federal a implementar
medidas de distanciamento social e uso de mascaras. (MINISTERIO DA SAUDE,
2020).

Embora o mundo caminhe para o desenvolvimento de uma vacina,
a doenca ainda persiste em nosso meio, isso faz com que se tenha uma urgéncia
na busca por possibilidades terapéuticas e os estudos continuem, dentre eles 0s
estudos com cultura de células. Esses estudos sdo primordiais para
compreender a infeccdo, biologia, cinética de crescimento, tropismo e triagem
de medicamentos inibidores contra sars-cov-2 e promover resultados rapidos. A
importancia se d& pela capacidade da cultura celular de se comportar como um
tecido vivo e, assim, ser uma ferramenta de estudos para a compreensao dessa
doenca. Porém, uma limitacdo dos estudos com células € o do risco de
contaminacdo (SCHERWINSKI-PEREIRA et al.,2020) e a de que elas podem
sofrer modificagbes funcionais quando mantidas em cultura (GUMBLETON et
al.,2020).

A ideia de uma revisao acerca do uso de cultura celulares a respeito
de farmacos usados nos estudos sobre a COVID-19 se deu pela facilidade na
manipulagéo para estudar o desenvolvimento de patologias de forma segura, a
nivel molecular e genético, visto que pode-se obter resultados preliminares sem
precisar de um tecido vivo para a analise (CRUZ et al.,2009), (MAGITA et
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al.,2012).Ademais, h4 uma grande quantidade de farmacos in vitro, surgindo,
assim, uma grande necessidade de sistematizar estes dados. Além disso, a
cultura de células tende a dar respostas rapidas e informativas, ja que oferece
dados que contribuem com ferramentas para subsidiar um estudo in vivo
posterior e auxilia na triagem de novas drogas, descrevendo seus mecanismos
e sua toxicidade (MAGITA et al.,2012). Logo, por existir vantagens e limitacdes
sobre o uso de cultura de células, uma revisdo sobre 0 seu uso, nesse contexto
de pandemia, podera trazer conclusdes importantes para guiar a escolha dessa

estratégia em situacdes similares futuras.

Assim, o0 objetivo desse artigo € fazer uma revisdo a respeito dos
estudos desenvolvidos sobre SARS-Cov-2 que envolveram cultura celular na
descricdo e desenvolvimento de agentes terapéuticos, a fim de mostrar a

importancia dela na triagem de novos medicamentos.
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Figura 1: llustracdo da estrutura do sars-cov-2, mostrando as suas principais proteinas

contidas. Fonte: li g et al. Coronavirus infections and immune responses. J med virol.2020

Metodologia

O artigo consiste em uma revisdo de literatura especializada
baseada em critérios minimamente sistematicos. Dentre eles estao o periodo em
que foi feita a pesquisa dos artigos, bancos de dados definidos e triagem. Os
artigos foram pesquisados entre os dias 08/10/2020 e 09/10/2020 em dois
bancos de dados diferentes: Pubmed e Scielo.
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Estratéqgia de Busca

Pubmed: Neste banco de dados, pesquisou-se os verbetes “covid and

3,

cells and drugs”; “covid and cells culture and treatment”; “covid and cells culture
and in vitro therapy”; “covid and drugs and in vitro”; “cells culture and compound”.
Obteve-se, respectivamente, 23, 51, 11, 240 e 22 resultados para cada pesquisa,
totalizando 347 artigos. Apos a exclusao das repeticdes, foi obtido um total de

285 artigos.

Scielo: Neste banco de dados, pesquisou-se os verbetes “covid cells”;

““

“covid cells treatment”; “ covid cells in vitro”“ covid in vitro”. Obteve-se,
respectivamente, 23, 11, 2 e 12 resultados para cada pesquisa, totalizando 48

artigos. Ap0s a excluséo das duplicatas, foi obtido um total de 29 artigos.

Os resultados foram convertidos no formato csv (comma-separeted
values) e baixados para uma planilha Gnica no miscrosoft excel 2019. L4, foram
organizados em ordem alfabética e excluidos os artigos encontrados nos dois

bancos de dados, alcangando um total de 313 artigos.

Para realizar a triagem dos artigos selecionados, foram estabelecidos
alguns critérios de exclusdo nesta primeira etapa: os artigos deveriam expressar
em seu titulo estudos in vitro em linhagens celulares usando compostos para o
tratamento da covid-19. Artigos que ndo demonstrassem esse conteddo eram
excluidos. Se o titulo do artigo deixasse duvida sobre o conteudo, lia-se o
resumo. Se, mesmo assim, o artigo ndo deixasse claro se expressava estudo in
vitro em linhagem celular, lia-se 0 mesmo todo. Um outro critério de exclusao foi
o idioma. Os artigos selecionados foram de lingua inglesa e portuguesa. Apos a
aplicacéo dos critérios, um total de 47 artigos dos 313 artigos foram separados

feita, posteriormente, uma leitura minuciosa para esta revisao.
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PubMed Scielo

314

Exclusdo
de duplicatas

[ Exclusdo por: 1
Idioma Acesso Escopo
2 1 263

T

SELECIONADOS

Figura 2: Quadro simplificado que mostra a triagem dos artigos escolhidos. A pesquisa foi
feita nos dias 08/10/2020 e 09/10/2020. Os artigos foram convertidos no formado csv e anexados
numa planilha do programa Excel. Ja na planilha, houve uma reorganizagéo por ordem alfabética

por titulo para dar inicio ao processo de triagem.

Resultados

Apés a leitura dos artigos, percebeu-se uma gama de farmacos que
estava sendo estudada, mas nao havia, necessariamente, uma separagao por
grupo ou classe feita pelos trabalhos. Como critério didatico, foi feita uma
separacdo dos medicamentos em trés grupos: o primeiro foi o grupo dos
antivirais, em que os medicamentos que eram usados na clinica com esse
proposito eram encaixados. Os outros medicamentos foram reagrupados no
grupo dos “outros farmacos”, assim como as combinagcdes desses em outro

grupo. Por fim, separou-se, também, os anticorpos que foram usados.
Antivirais

Por ndo haver farmacos especificos contra o SARS-Cov-2, alguns ja
conhecidos e outras moléculas ndo tdo conhecidas estdo sendo testados na
tentativa de inibicdo ou descoberta de um novo mecanismo de acao contra esse
novo virus. A busca por farmacos ja aprovados pode ser uma boa estratégia ja

que 0S mesmos possuem estudos que mostram uma melhor seguranga. O que

19



se busca agora é a uma maior eficacia na acdo contra o virus (TIMOTHY S. et

al.,2020). Dentre essas moléculas, estdo os medicamentos antivirais.

Em uma lista de compostos triados pela biblioteca de Prestwick
(Prestwick Chemical Library), foi observado, dentre outros parametros, efeito
antiviral, EC50% e CC50%. Dessa lista, 17 medicamentos, incluindo dois
antivirais, apresentaram atividade antiviral promissora, sado eles: Umifenovir
(Arbidol) e Remdesivir. (TOURET F. et al.,2020).

Outros compostos como Lopinavir e Ritonavir apresentaram
atividade antiviral contra SARS-cov-2 em linhagem de células Vero-E6 e em
concentracdes abaixo de 100uM. Atualmente, ambos, combinados ou ndo com
Ribavirina, fazem parte do protocolo de tratamento recomendado na China
contra o coronavirus (Comissédo Nacional de Saude da China, 2020). Contudo,
mesmo apresentando uma reducdo da carga viral, os dois medicamentos
apresentaram efeitos citopaticos, ndo tendo efeitos significativos em ensaios
randomizados (KANG C. et al.,2020). Além disso, A Ribavirina e o Favipiravir, in
vitro, ndo mostraram inibicdo da replicacao do virus em concentracdes menores
que 100uM (KA-TIM et al.,2020).

Ainda na busca de moléculas seguras e eficazes, estd o Maraviroc, uma
pequena molécula que obteve aprovacdo da FDA (Food and Drug
Administration) e, in vitro, mostrou uma reducéo da carga viral 30,7 vezes em
relacdo ao grupo controle em linhagens Vero-E6. Essa reducéo foi demonstrada
num ensaio de microscopia confocal onde foi vista uma reducéo na extensao da
fusao celular através da proteina S (RISNER H. et al.,2020).

Outra molécula que se apresentou segura, mas possui uso na medicina
veterinaria € o GC376. O pro-farmaco (GC376) é usado para tratar peritonite
felina infecciosa, uma doenca causada por coronavirus em gatos. Logo, pela
eficacia do farmaco nessa doenca, a molécula despertou interesse para estudos
em linhagens celulares. Sabe-se, a principio, que esse medicamento possui
mecanismo de acdo agindo na protease 3clpro viral. Essa droga consegue inibir
a replicacdo do SARS-cov-2 em células de linhagem Vero-EG6, tornando-se uma
boa candidata a estudos clinicos em humanos, ja que foram previamente
testadas em animais (VUONG W. et al.,2020), (RATHNAYAKE D. et al.,2020).
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Seguindo o0 mesmo alvo molecular (protease 3clpro), o composto
Boceprevir, utilizado no tratamento da Hepatite C, também se mostrou
promissor. Em ensaios com uma gama de linhagens celulares (A549, MDCK,
Caco-2 e Vero), o composto apresentou potentes atividades antivirais, contudo
apresentou, também atividade citotoxica (CHUNLONG M. et al.,2020).

Por SARS-cov-2 ser um virus que possui fita de RNA, alguns
medicamentos usados no tratamento do virus da imunodeficiéncia humana (HIV)
foram estudados, dentre eles, o Fumarato de Tenofovir Desoproxila. Os dados
mostram que Tenofovir (TDF) reduziu a carga viral em até 15 vezes, e que a
droga ndo mostrou citotoxidade detectavel em linhagem CCL-81. A hipéteses de
mecanismo de acdo estad na ligacdo do farmaco com a polimerase de RNA
dependente de RNA (CLOSOSKI C. et al.,2020). Um outro farmaco também
usado no tratamento do HIV é o Cenicriviroc que mostrou-se eficaz, mas reduziu
a carga viral em linhagem Vero-E6 de forma dependente da dose. (OKAMOTO
M. et al., 2020)

Alguns outros medicamentos usados no combate ao HIV analogos a
nucleosidios foram também testados. Sao eles: Nelfinavir e Cobicistate. Outro
analogo a nucleosidio, mas com ac¢des inibidoras da protease 3C no tratamento
de rhinovirus, € o Rupintrivir. Ambos foram testados em células da linhagem
A549-h, uma linhagem de carcinoma pulmonar humano, e obtiveram, in vitro,
efeitos inibidores do virus (XUPING X. et al.,2020).

A N4-Hidroxicitidina (NHC) que é, também, um ribonucleosideo
analogo com atividade antiviral possui seu mecanismo de acdo demonstrado por
mutagénese letal, onde mutagdes se acumulam no RNA viral. NHC foi testada
em cultura de células do epitélio respiratorio humano infectadas por multiplos cov
humanos e apresentou atividade antiviral reduzindo a replicagcdo viral sem
citotoxidade. Contudo, o uso de NHC pode aumentar a carga viral de Sarcoma
de Rous e influenza (TIMOTHY S. et al.,2020).
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Qutros farmacos

No contexto da pandemia da Covid-19, o reposicionamento de farmacos
ja usados na clinica é uma alternativa rapida, segura e viavel devido aos seus
resultados nas fases clinicas avancados e caracteristicas fenotipicas
(FERREIRA, L. et al.,2020). Logo, o reposicionamento de farmacos busca uma
nova indicacéo para os farmacos ja usados, ajustando os alvos moleculares com

a estrutura de uma molécula ja conhecida.

Na tentativa de reposicionamento, foi feita uma triagem de farmacos
ja usados em humanos e liberados pelo FDA para SARS-cov e MERS-cov,
reaproveitando em SARS-cov-2. Foram testadas 19 drogas (flufenazina,
fluspirileno, benzotropina, amodiaquina, triparanol, terconazol, anisomicina,
comipramina, hidroxicloroquina, prometazina, emetina, clorpromazina,
toremifeno, tamoxifeno, gencitabina, imatinibe, mefloquina, tietilperazina,
imatinibe). As drogas foram testadas em células de linhagem Vero-E6 in vitro e
se mostraram eficazes também contra SARS-cov-2 (WESTON S. et al.,2020).

Ainda, numa triagem inicial para SARS-cov-2 e em uma lista de
compostos presentes na biblioteca Prestwick ( A mesma que incluia os dois
antivirais), alguns medicamentos apresentaram atividade antiviral promissora in
vitro, sdo eles: azitromicina, espiramicina, omeprazol, cloridrato de oxprenolol,
hidroxicloroquina, cloridrato de clemizol, alprostadil, dolutegravir, sulfadoxina,
dicloridato de opipramol, cloridrato de quinidina, vonoprazan, exemestano,
cloridrato de diclonina, espiperona (TOURET F. et al.,2020).

Dentre os farmacos dessa lista, encontra-se a Hidroxicloroquia. Este
medicamento, junto com a Cloroquina, de indicacédo para o combate a malaria e
ao Lupus, se tornou famoso devido as grandes polémicas sobre o seu uso no
combate a Covid-19. Sabe-se que ambos inibem a infecgcdo do SARS-CoV-2 in
vitro de células da linhagem Vero-E6, mas ainda nao se sabia, até julho de 2020,
se 0 medicamento inibia a infecgdo em células do trato respiratério humano.
Acredita-se que a cloroquina aumenta o pH de compartimento intracelulares
como o sistema endossomal das células e iniba a entrada do virus, ja que o
mesmo depende de baixo pH para se inserir na célula. Contudo, o virus também

pode obter outros mecanismos de entrada como o da proteina S. A proteina S
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ativada pela Catepsina L1 (CTSL1) em algumas linhagens celulares, porém, as
células do trato respiratorio expressam baixo CTSL e dependem de uma
protease da membrana plasmatica chamada TMPRSS2 (Transmembrane
Protease Serine 2). Logo, a Cloroquina e Hidroxicloroquina podem bloquear a
entrada do virus pela proteina S, mas essa entrada dependeria da linhagem
celular usada, ja que os farmacos néo foram eficientes em linhagens Calu-3
expressando TMPRSS2 (HOFFMANN, M. et al.,2020).

A Cloroquina e Hidroxicloroquina possuem efeitos inibidores in vitro
contra a Covid-19 usando linhagem Vero-E6. Medindo o EC50% (Concentracéo
efetiva), CC50% (Concentracdo citotoxica), a Cloroquina obteve uma leve
vantagem por possuir uma atividade antiviral maior. Contudo, quando usada
outra linhagem celular, a Hidroxicloroquina obteve melhores resultados. Essa
vantagem descrita pode estar relacionada aos mecanismos de: dificuldade o
reconhecimento do acido sialico e gangliésido, inibicdo do processo de
acidificacado do endossoma, supressao da acéo da via p38 MAPK e inibicdo da
fosfolipase A2 (alterando o metabolismo do acido araquiddnico) (SUN J. et
al.,2020).

Num modelo feito em Wuhan, na China, com linhagem de células Vero-E6
e, baseado na farmacocinética do farmaco, os pesquisadores descobriram que
ambas as drogas afetam o virus na fase de entrada e pos-entrada na célula.
Além disso, mostrou-se que a Hidroxicloroquina foi mais potente que a
Cloroquina. (GENDROT, M. et al.,2020). Contudo, em concentragbes usuais
testadas in vitro, a Hidroxicloroquina ndo mostrou efeitos inibitdrios (KANG C. et
al.,2020).

No mesmo contexto de triagem de novos farmacos estdo alguns outros
farmacos que também sdo usados no combate a malaria. Testou-se alguns
farmacos como: Quinina, Mefloquina, Desetilamodiaquina (metabdlito da
amodiaquina), Lumefantrina, Pironaridina, Piperaquina e Ferroquina em
atividade antiviral contra SARS-cov-2 na linhagem Vero-E6. Ferroquina,
Desetilamodiaquina, Mefloquina, Pironaridina e Quinina mostraram atividade
antiviral com IC50% e IC90% compativeis com a ingestdo oral em doses
administradas na malaria (GENDROT, M. et al.,2020).
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Ainda no grupo de farmacos usados contra a malaria estdo as
Artemisininas. Nove derivados de artemisininas foram escolhidas para se testar
o potencial em linhagem Vero-E6: Arteeter, arteméter, Acido artemisico,
Artemisinina, Artemisona, Dihidroartemisinina, Artesunate, Arteanuina,
Lumefantrina. Dentre essas, a Arteanuina e Lumefantrina bloquearam o SARS-
cov-2 apés a entrada na célula. Em relacdo as outras Artemisininas, foi
demostrado, num ensaio de imunoflorescéncia que houve reducéo das proteinas

virais, contudo, essa reducéo foi dose-dependente. (RUIYUAN C. et al.,2020).

Um outro antiparasitario usado no combate a Doenca de Chagas é a
Suramina. A mesma mostrou uma inibicdo na replicacéo de células da linhagem
Vero-E6 e em células epiteliais humanas (HAE), além de diminuir a carga viral
em Vero-E6 e Calu-3. Em ensaios de reducéo e adi¢cao da placa, mostraram que
o medicamento age na etapa inicial da replicacdo do virus. Outra hipétese é a
de que seja na entrada do mesmo na célula (SALGADO-BENVINDO, C. et
al.,2020).

Também, entre os antiparasitarios, encontra-se o Clioquinol (CLQ) e dois
analogos, o cloro-7-bromo-5-cloro-8-hidroxiquinolina (CLBQ14) e 5,7-Dicloro-8-
hidroxiquinolina (CLCQ) testados em linhagem Vero-E6. Os trés compostos
inibiram a atividade citopética. Dentre eles, o CLQ foi o mais potente. Em um
comparativo, os IC50% foram maiores que Cloroquina, Hidroxicloroquina,
Remdesivir e Inibidor de Calpaina IV. Os compostos, in vitro, mostraram-se
potentes inibidores da atividade de metaloprotease e ligagdo rhace2 com a
proteina S do virus (OLALEYE O. et al.,2020).

Em relacédo a inibicdo dos efeitos citopaticos da linhagem Vero-E6, um outro
farmaco de molécula parecida, a Diiodohidroxiquinolina, inibiu cerca de 70% dos
efeitos, enquanto outros medicamentos usados no mesmo ensaio de
imunoabsor¢cdo como Bexaroteno, Cetilistato e Abiterona inibiram os efeitos
completamente. (YUAN S. et al., 2020). Assim como Bexaroteno e Abiterona,
outros antineoplasicos também obtiveram eficacia em ensaios de viabilidade em
linhagem Vero-E6. Bortezomibe, Metotrexato e Avocidib apresentaram maior
eficacia (XING J. et al.,2020).
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Existem, também, alguns farmacos que podem agir em alvos diferentes da
proteina S. Sabe-se que o genoma viral do SARS-cov-2 é capaz de codificar
varios tipos de proteinas: estruturais, nao-estruturais (como 3CLpro e
semelhantes a papaina), helicase e rnapolimerase dependente de RNA.
Qualquer farmaco que tenha um mecanismo de agéo visando essas proteinas,
desperta um interesse para estudo. Dentre esses, encontra-se os farmacos
Inibidores da calpaina Il e XII (Chunlong M. Et al.,2020). Em uma gama de
linhagens celulares (A549, MDCK, Caco-2 e Vero), 0s compostos apresentaram
atividade citotdxica e potentes atividades antivirais. Dentre eles, o mais potente
foi o inibidor da calpaina Xll, agindo na proteina 3CLpro e semelhante a
papaina). Logo, os compostos apresentaram atividade antiviral in vitro
(CHUNLONG M. et al.,2020).

Além dos Inibidores da calpaina outros compostos como Shikonin (uma
droga da medicina chinesa com propriedades antiinflamatérias) , Compostos 6a-
k e 7a-k (sintetizados a partir da reacdo da entrada do alcool com éster metilico
de isocianato de leucina ou éster metilico de isocianato de ciclohexilalanina),
Aloxistatin e Apilimod mostraram acdo na proteina 3clpro em ensaios com
linhagem Vero-E6 (LEVIN G. et al., 2020), (RATHNAYAKE D. et al.,2020),
(MUGISHA C. et al.,2020).

Outra droga da medicina chinesa e que possui como alvo as proteinas
3CLpro é o Shuanghuanglian, usado para tratamento de doencas do trato
respiratério. Este medicamento possui em sua composicdo duas moléculas
chamadas Baicalin e Baicalein, onde a Baicalin mostrou uma atividade antiviral
em ensaios com linhagens Vero-E6. O medicamento é consumido na china em
forma de liquido oral (HAI-XIA SU. et al.,2020). Assim como essa droga ha,
também o Pudilan Xiaoyan (PDL), um liquido com efeitos antivirais e
antibacterianos. Em linhagem Vero-E6 o PDL foi eficaz e pdde suprimir o virus
in vitro. Contudo, os resultados in vitro foram melhores do que os resultados in
vivo (DENG. et al.,2020).

Dentre as diversas formas pensadas para achar medicamentos eficazes
contra a covid-19, uma delas é observar a atividade antiinflamatéria de moléculas
gue agem no trato respiratério. Nessa estratégia, encontram-se dois farmacos:
Echinaforce e Ramnocitrina (RH). O primeiro, em estudos com as linhagens
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celulares Huh-7, Vero, Vero-E6 e A9 em ensaios de viabilidade celular mostrou
uma acao protetiva nas células e inativacédo do virus (JOHANNA S. et al.,2020).
O segundo, em células endoteliais, mostrou-se como um potente inibidor da
ativacdo endotelial e pneumonia causada pela Covid-19. O mecanismo da
Ramnocitrina, demonstrado através de ensaios de imunoflorescéncia e
Westernblot, esta na inibicdo da producdo de Ca+, na regulacdo negativa de
STIM-1 e na regulacéo positiva de mir-185. Além disso, RH inibiu a ativacdo de
nfatc3 (LIN T. et al.,2020).

Ainda sobre o trato respiratério, A Ranitidina e Bismuto mostraram baixa
citotoxidade celular e inibiram a replicacéo celular em células de linhagem Vero-
E6. Também diminuiram a carga viral no trato respiratério em camundongos. Os
compostos agiram na inibicdo da ATPase e Helicase viral pelo deslocamento de
ions, 0 que tornou possiveis agentes para o tratamento da covid-19
(SHUOFENG Y. et al.,2020).

Pensando na resposta inflamatéria causada pela doenca, alguns
farmacos também sao triados para estudos. Dentre esses, a Irisina, comumente
chamada de horménio do esporte, mostrou uma redugdo significativa na
resposta inflamatdria em células de adipocitos humanos (hpad-802S-05). Esta
reducdo se explica pela regulacdo de alguns genes nos adipdcitos,
especialmente o TRIB3 que regula a atividade de macréfagos (OLIVEIRA DE,
M. et al., 2020).

Farmacos como Camostat e Nafamostat mostraram acéo na inibicdo de
proteases virais em culturas de células do epitélio nasal (HNE). Os inibidores de
proteases conseguiram inibir e reduzir a atividade viral. Alem disso, para dar
continuidade ao efeito antiviral é sugerida associacao deles com interferons para
auxiliar na diminuicdo da atividade viral. (YAMAYA M. et al.,2020)

A Oleandrina, Fluoxetina, Amiodarona e Imipramina mostaram reducéo
da atividade viral em células da linhagem Vero-E6. A explicagdo do mecanismo
dessa inibicdo da Oleandrina esta na diminuicdo do ATP onde enzimas como a
enzima conversora de angiotensina 2 (ACE-2) sdo dependentes (PLANTE S. et
al.,2020). Ja o dos outros estéa relacionado com a acidificacdo endolissémica e

acumulo de colesterol dentro dos endossomos (Schloer S. Et al.,2020).

26



Por dltimo, cabe ressaltar a importancia de estudos que demostrem a
eficacia de substancias antissépticas. Para isso, foi feito um comparativo entre
Peréxido de Hidrogénio e lodo-Povidone (PVP-1). Em células de linhagem Vero-
E6 infectadas com o virus, o PVP-I obteve melhor atividade viricida, o que pode
ser preferivel o seu uso ao uso de Peréxido de Hidrogénio (AVINASH B. et
al.,2020)

Combinacoes

Diante das estratégias abordadas na busca de novos caminhos no
combate ao Coronavirus, tem-se a combinacdo de farmacos (LOPES et
al.,2020). Essa estratégia permite que a sinergia ou antagonismo de farmacos

que possuem um efeito sobre o virus possam ser observados.

Assim sendo, foram identificadas algumas combinacdes sinérgicas e
antagbnicas. Dentre as sinérgicas, Nitazoxanida com 3 outros compostos
(Remdesivir, Amodiaquina e Umifenovir) apresentaram maior significancia
contra SARS-Cov-2. Remdesivir e Hidroxicloroquina apresentaram forte
antagonismo. Todas as combinacfes foram testadas em células Vero-E6 e as
combina¢cBes sinérgicas apresentaram efeitos citopaticos e citotdxicos
(BOBROWSKI,T. et al.,2020). Outras combinagBes sinérgicas envolvendo
Remdesivir foi com o farmaco Diltiazen e Emetina (KA-TIM et al.,2020), contudo,
quando testada a combinacdo Remdesivir e Barberina, obteve-se efeitos
antagonicos (PIZZORNO A. et al., 2020).

Uma combinacéo importante foi a de Hidroxicloroquina e Azitromicina. No
grupo controle (sem a infec¢cdo do virus), ndo foi observada citotoxidade. A
combinacdo levou a uma inibigédo significativa da replicacdo viral e também foi
observada um efeito citopatico em alguns pocos 60h apos a infecdo (ANDREANI
J. et al.,2020).

Dentre os antimalaricos, a melhor combinacéo foi Mefloquina-artesunato
com porcentagem de inibicdo de 72,1 + 18,3%. As outras combinagdes entre
eles mantiveram uma média parecida de 27,1 a 34,1% (GENDROT M. et
al.,2020).
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Anticorpos

Atualmente, anticorpos monoclonais direcionados a proteinas de
superficie viral séo cada vez mais reconhecidos como drogas promissoras e tém
boa eficicia terapéutica contra outros virus. Esses anticorpos, em relacdo ao
SARS-Cov-2, visam a glicoproteina de pico (proteina responsavel pela entrada
do virus na célula), também chamada de proteina S. Tal proteina possui duas
subunidades S1 e S2. A primeira é responsavel pela ligacao do virus na célula e
a segunda pela fusdo viral na membrana celular. Os anticorpos tendem a agir
sobre a subunidade S1, impedindo a adesao viral pela desativagao do receptor
(WANG, C. et al.,2020).

O anticorpo humano 47D11 foi produzido a partir de plasmideo
contendo as regifes de cadeias pesadas Iggl e cadeia leve Igkappa. A producéo
dos anticorpos foi feita em linhagem células HEK-293T (WANG, C. et al.,2020).
Os resultados mostraram que o anticorpo 47D11 se liga as células que
expressam proteinas de pico, especificamente na regido RBD em SARS-cov-2.
O mesmo anticorpo foi visto como um potente inibidor de infeccédo de células da
linhagem Vero-E6. Logo, esse tipo de anticorpo pode ser Gtil por alterar o curso
da infeccdo celular além de ajudar a desenvolver testes Uteis de deteccéo e
ensaios soroldgicos (WANG, C. Et al.,2020).

Um segundo anticorpo chamado de 1A9 tem como alvo a regiéo de alca
da subunidade S2 da proteina S de linhagens Vero-E6 e Caco-2. Ensaios por
ELISA com esse anticorpo combinado a outros anticorpos de deteccdes
secundarias permitem detectar células infectadas por SARS-cov-2 dois dias
apos a infeccdo (CONZELMANN, C. et al.,2020).

Ha, também, anticorpos terapéuticos obtidos de plasma de equinos
vacinados (Fragmentos de imunoglobulina F). Esses anticorpos agiram

impedindo a ligacao da proteina de pico recombinante (RBD) com o receptor da
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enzima conversora de angiotensina 2 em linhagem celular HeLa (transfectadas
por plasmideo e expressando ACE2) (PAN, X. Et al.,2020).

Discussao/Conclusao

Para que se torne possivel uma terapia contra SARS-CoV-2, exige-se
modelos celulares robustos. Atualmente, usa-se, principalmente, a linhagem
celular Vero-E6, uma linhagem de rim de macaco devido a sua praticidade,
imortalizacao e por expressar a enzima conversora de angiotensina 2. Contudo,
sao utilizadas, também, as linhagens Calu-3 (linhagem de céancer de pulméo e
A549 (Adenocarcinoma de pulméo) (LEIST S. et al.,2020).

Embora a linhagem Vero-E6 expresse ACE2, ela pode ndo se comportar
como células humanas por expressar baixo TMPRSS2 (Transmembrane
Protease Serine 2), exigindo o uso de células do tecido respiratério que
expressam essa protease. Isso explica um grande nimero de medicamentos que
possuem eficécia in vitro, mas que quando testados em estudos clinicos ndo
apresentaram eficacia. Um exemplo foi a inibigdo in vitro feita pela cloroquina
nessa mesma linhagem onde, posteriormente, observou-se em modelos de
animais e humanos a ineficacia dos farmacos contra SARS-CoV-2 (Leist S. et
al.,2020).

O que se pbdde observar nos estudos realizados, foi que poucos usaram
linhagem do tecido endotelial respiratério humano, ja que SARS-Cov-2 pode
infectar pneumacitos tipo Il e células epiteliais das vias aéreas. Logo, sugere-se
que os ensaios realizados em cultura de células usem tanto a linhagem Vero-E6
guanto alguma linhagem de tecido humano para que se possa analisar 0s
mecanismos de acdo dos farmacos nas proteinas expressadas em cada

linhagem celular.

Uma outra sugestdo, € usar modelos organoides que podem
representar a fisiologia in vivo das células susceptiveis num tecido organizado e
demonstrar com maior clareza a infecgéo viral. Contudo, modelos organoides

possuem uma desvantagem por ndo apresentaram componentes originarios do
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sistema imunoldgico, como células de defesa (LEIST S. et al.,2020). Logo, o
estudo com linhagens celulares continua sendo uma peca fundamental nas fases
pré-clinicas, ja que a combinacdo de ambos podera dar maior clareza aos

estudos de triagem de farmacos e compreensédo do mecanismo de infeccao.

Em relacdo a triagem de novos farmacos, diversas estratégias neste
planejamento sdo usadas como: acaso, triagens randémicas, modelagem
molecular e reposicionamento de farmacos (LOPES et al.,2020). As duas
estratégias mais evidentes usadas nos estudos contidos neste trabalho sdo o
reposicionamento de farmacos ja usados na clinica e triagens randémicas. A
primeira usa medicamentos ja aprovados para uso e que ja se conhece suas
propriedades, facilitando, assim, o seu acesso e a sua comercializagédo, caso
seja comprovada sua eficacia. O segundo € a triagem randémica, que usa uma
biblioteca conhecida de farmacos para triagens em larga escala (Lopes et
al.,2020). Isso explicaria a gama de medicamentos, combinacfes, compostos

diferentes e distantes contidas neste estudo.

Logo, esta revisdo péde mostrar o progresso, esfor¢co e a importancia
dos estudos com linhagens celulares na luta contra a Covid-19. O trabalho
mostra que é possivel testar a eficiéncia de drogas usando cultura de células,
inclusive em uma situagao futura de pandemia. Entretanto, testar essa eficiéncia
numa linhagem celular (Vero-E6) de um tecido distante do trato respiratorio pode
nao ser uma boa estratégia, ja que, como visto, os resultados foram diferentes
para uma mesma droga. Uma boa estratégia pode ser usar a linhagem Vero-E6
para estudos de caracterizacdo, descrevendo as proteinas e estruturas virais, e
usar linhagens com caracteristicas proximas do trato respiratorio para realizar a
triagem de farmacos e aumentar a chance de resultados aplicaveis. Espera-se
que esta revisdo possa contribuir, de forma mais clara, com uma melhor

compreensao sobre a doencga e o0 que ja se sabe sobre ela.
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MATERIAL SUPLEMENTAR

[Toremifeno

Outras
IAntivirais Drogas
Boceprevir Abiraterona Azitromicina Dihidroartemisinina Homoharrigtonina |Piperaquina [Triparanol
Acido
Cenicriviroc Artemisico Barberina Diiodohidroxiquinolina (Imatinibe Pironaridina \Vonoprazan
Aloxistatin
Cobicistat (E64-D) E64D| Benzatropina Dissulfiram Imipramina Prometazina
Inibidores da
Favipiravir Alprostadil Bexaroteno Dolutegravir Calpaina Il, XII Pudilan Xiaoyan
lodo-Povidone
[Tenofovir Alvocid Bortezomibe Ebselen (PVP-1) IQuinidina
GC376 Amiodarona Camostat Echinaforce Irisina IQuinina
Hidroxicitidina Amodiaquina Cetilistato Emetina Lumefantrina Ramnocitrina
Lopinavir Anisiomicina Ciclosporina A Espiperona Mefloquina Ranitidina
Maraviroc Apilimod Clemizol Espiramicina Metotrexato Shikonin
Nelfinavir Arteanuina Clioquinol Ferroquina Nafamostat Shuanghuanglian
Nitazoxanida Arteéter Cloroquina Fingolimod Oleandrina Sulfadoxina
Pupintrivir Arteméter Clorpromazina Flufenazina (Omeprazol Suramina
Remdesivir Artemisinina Comipramina Fluspirileno (Opipramol ITamoxifeno
Compostos 6a-k e
Ribavirina Artemisinona 7a-k Fluxetina IOxprenolol ITerconazol
Perdxido de
Ritonavir Artesunate Desetilamodiaquina Gencitabina Hidrogénio Tietilperazina
Hidroxicloroquina

Umifenovir(Arbidol)

Atorvastatina

Diclonina

Phillyrin (KD-1)

Tabela 1. Tabela com todos os farmacos contidos nos dois grupos: “Antivirais” e “Outros

farmacos” encontrados nos estudos.
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