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Carta ao Editor

Remdesivir e cloroquina inibem

efetivamente in vitro o recém-surgido
coronavirus (2019-nCoV)

Caro Editor:

Em dezembro de 2019, uma nova pneumonia causada
por um patdgeno previamente desconhecido emergiu
em Wuhan, uma cidade com 11 milhGes de habitantes
China. Os foram
relacionados a exposicdes em um mercado de frutos do

no centro da casos iniciais
mar em Wuhan. Em 27 de Janeiro de 2020, as

autoridades  Chinesas  relataram 2835 casos
confirmados na China continental, incluindo 81 mortes.
Adicionalmente, 19 <casos confirmados foram
identificados em Hong Kong, Macau e Taiwan, e 39
casos importados foram identificados na Tailandia,
do Sul, Estados

Singapura, Nepal, Fran¢a, Austrdlia e Canada. O

Japao, Coréia Unidos, Vietn3,
patégeno logo foi identificado
(2019-nCoV),

associado ao coronavirus relacionado a sindrome

como O novo

coronavirus que estd intimamente

respiratdria aguda grave CoV (SARS-CoV). Atualmente,
ndao ha tratamento especifico contra o novo virus.
Portanto, a identificacdo de agentes antivirais efetivos
para combater a doenga é necessdria com urgéncia.

Uma abordagem eficiente para a descoberta de
medicamentos é testar se os medicamentos antivirais
existentes sdo efetivos no tratamento das infecgGes
virais relacionadas. O 2019-nCoV pertence ao género
Betacoronavirus, que também contém o SARS-CoV e o
coronavirus da sindrome respiratéria do Oriente Médio
(MERS-CoV). Diversos medicamentos, como ribavirina,
interferon, lopinavir-ritonavir, corticoesteroides, tém
sido utilizados em pacientes com SARS ou MERS,
apesar de que a eficacia de alguns medicamentos
permanece controversa. Nesse estudo, avaliamos a
efetividade antiviral de cinco medicamentos aprovados
pelo FDA,
nitazoxanida, nafamostat, cloroquina e dois conhecidos

incluindo ribavirina, penciclovir,

medicamentos antivirais de amplo espectro, remdesivir

(GS5734) e faviparavir (T-705), contra um isolado de
uma amostra clinica de 2019-nCoV in vitro.

Foram realizados ensaios padronizados para a

determinacdo dos efeitos desses componentes na
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citotoxicidade, taxa de producdo de novas particulas
2019-nCoV.
Primeiramente, a citotoxicidade dos componentes do
candidato em células Vero E6 (ATCC-1586) foi
determinada pelo ensaio CCK8. Entdo, células Vero E6
foram infectadas com nCoV-
2019BetaCoV/Wuhan/WIV04/20192 com uma
multiplicidade de infec¢do (MOI) de 0.05 na presenca

virais e taxas de infeccdo do

de diferentes concentrages das drogas testadas. Nos
controles, foi utilizado DMSO (Dimetilsulféxido). As
eficacias foram avaliadas pela quantificacdo do nimero
de cépias virais no sobrenadante celular através de PCR
em tempo real (gRT-PCR) e confirmada com a
visualizacdo da expressdo da nucleoproteina (NP) viral
através de microscopia com imunofluorescéncia 48h
pos-infeccdo (p.i.) (o efeito citopatico ndo era débvio
nesse ponto da infeccdo). Dentre as sete drogas
testadas, altas concentracdes de trés andlogos de
nucleosideos, incluindo ribavirina (ECs0=109.50uM,
CCs0>400uM, indice de seletividade (SI)>3.65),
penciclovir (EC50=95.96 UM, CCs0>400uM, SI>4.17) e
favipiravir (EC50=61.88 uM, CCs0>400uM, SI>6.46)
foram necessarias para reduzir a infec¢do viral (Fig. 1a
e Informacgdes Suplementares, Fig. S1). Por mais que o
favipiravir demonstrou 100% de eficdcia na protegao
de ratos contra o virus Ebola, mesmo que seu valor
ECso nas células Vero E6 ter sido t3o alto quanto 67uM,
recomenda-se a realizagdo de estudos in vivo adicionais
para avaliar esse nucleosideo antiviral. Um potente
inibidor do MERS-CoV, Nafamostat, que impede a fusdo
de membranas, inibiu a infec¢gdo por 2019-nCoV
(EC50=22.50uM, CCs0>100 uM, SI>4.44). Nitazoxanida,
um agente antiprotozodrio com potencial antiviral
contra uma ampla variedade de virus, incluindo
coronavirus de animais e humanos, inibiu 0 2019-nCoV
em uma concentragdo micromolar baixa (ECs0=2.12uM;

CCs0>35.53uM; SI>16.76). Recomenda-se avaliagdo
adicional in vivo dessa droga contra a infeccdo por
2019-nCoV. Notoriamente, dois compostos, remdesivir
(ECs50=0.77uM; CCs0o>100uM; SI>129.87) e cloroquina
(ECs0=1.13uM; CCso>100uM, SI>88.50) potencialmente
bloquearam a infeccdo viral em uma concentragdo
micromolar baixa, e demonstraram alto indice de
seletividade (Fig. 1a, b).

Remdesivir foi reconhecido recentemente como uma
droga antiviral promissora contra a grande variedade
de infec¢bes por virus de RNA (incluindo o SARS/MERS-
CoV) em cultura de células, modelos de ratos e de
primata ndo humanos (PNH). Atualmente esta sendo
testado clinicamente para o tratamento de infeccdo
pelo virus Ebola. Remdesivir é um andlogo de
adenosina, que se incorpora a cadeia de RNA viral
nascente e resulta em uma terminagdo prematura.
Nosso ensaio de tempo de adicdo mostrou que o
Remdesivir funciona em um estdgio pés entrada do
virus (Fig 1c, d), o que estda de acordo com seu
mecanismo antiviral como analogo de nucleotideo.
Warren et al. Mostrou que nos modelos PNH, a
administracdo intravenosa de 10mg/kg de Remdesivir
resulta em niveis persistentes concomitantes de sua
forma ativa no sangue (10uM) e confere protecdo de
100% contra a infecgdo do virus Ebola. Nossos dados
mostraram que o valor de ECyo de Remdesivir contra o
2019-nCoV em células VeroE6 foi 1,76uM, sugerindo
que sua concentragdo de ag¢do provavelmente serd
em PNH. dados
(Informagdo Suplementar, Fig. S2) mostraram que

alcancada Nossos preliminares
Remdesivir também inibe infec¢do viral de forma
eficiente em uma linhagem de célula humana (células
hepaticas humanas cancerigenas Huh-7), que sdo

sensiveis para o 2019-nCoV.
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Fig. 1 As atividades antivirais das drogas testadas contra 2019-nCoV in vitro. a. Células Vero E6 foram infectadas
com 2019-nCoV com uma MOI de 0.05 no tratamento de diferentes doses dos antivirais indicados por 48h. A
producdo de novas particulas virais no sobrenadante celular foi quantificada por gRT-PCR. Mensurou-se a
citotoxicidade desses medicamentos contra as células Vero E6 através de ensaios CCK-8. Os eixos Y a esquerda e a
direita dos graficos representam a porcentagem média de inibicdo da producdo de novas particulas virais e
citotoxicidade das drogas, respectivamente. Os experimentos foram realizados em triplicadas. b. Microscopia com
imunofluorescéncia da infecgdo viral apds tratamento com remdesivir e cloroquina. A infecgdo viral e o tratamento
medicamentoso foram realizados conforme mencionado acima. As 48h p.i., as células foram fixadas e entdo
sondadas com soro de coelho contra as NP de um SARS-CoV SARS de morcego, como anticorpo primdrio, e um IgG
anti-coelho da marca Alexa 488 (1:500;Abcam) como o anticorpo secundario, respectivamente. Os nucleos foram
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marcados com corante Hoechst. Barras, 100 um. c e d. Experimento de tempo de adi¢do (time-of-additon) dos
medicamentos remdesivir e cloroquina. Para tratamento “em tempo integral”, as células Vero E6 foram pré-tratadas
com os medicamentos por 1h, entdo o virus foi adicionado para permitir a afixacdo por 2h. Depois disso, a mistura
de virus com o medicamento foi removida, e as células foram cultivadas no meio contendo o medicamento até o
final do experimento. Para o tratamento “de entrada”, as drogas foram adicionadas as células durante 1h antes da
afixacdo viral e, as 2h p.i., a mistura de medicamento com virus foi substituida por um meio de cultura fresco, e
mantido até o final do experimento. Para o experimento “pds-entrada”, as drogas foram adicionadas as 2h p.i., e
mantidas até o final do experimento. As células de todos os grupos do experimento foram infectadas com 2019-
nCoV com uma MOI de 0.05, e a producdo de novas particulas virais no sobrenadante das células infectadas foi
quantificada por gRT-PCR. A expressdao de NP nas células infectadas foi analisada através de Western blot. d. as 14h

p.i.

Cloroquina, um anti-maldrico e medicamento para Agradecimentos

doenca autoimune amplamente utilizado, foi

Nds agradecemos a Xi Wang, Yan Wu, Weijuan Shang,

recentemente  relatado como um  potencial

medicamento antiviral de amplo espectro. Cloroquina é Huanyu Zhang, Yufeng Li, Hengrui Hu, Xiaming Jiang,

conhecida por bloquear a infec¢do viral aumentando o Yuan Sun, do Instituto de Virologia de Wuhan por sua

pH endossomal necessario para a fusdo viral/celular,
assim como interfere com a glicosilacdo de receptores
celulares do SARS-CoV. Nosso ensaio de tempo de
adicdo demonstrou que a cloroquina funciona em
ambos os estagios de entrada e pds entrada da
infeccdo pelo 2019-nCoV em células VeroE6 (Fig. 1c,d).
Além da sua atividade antiviral, a cloroquina tem uma
atividade imunomoduladora que pode sinergicamente
melhorar seu efeito antiviral in vivo. A cloroquina é
amplamente distribuida no corpo todo, incluindo
pulmdes, apds sua administragcdo oral. O valor ECqo de
cloroquina contra o 2019-nCoV em células VeroE6 foi
6,90 uM, que pode ser clinicamente possivel como
demonstrado no plasma de pacientes com artrite
reumatoide que receberam uma administracdo de
500mg. Cloroquina é uma droga segura e barata que
tem sido usada por mais de 70 anos e, portanto, é
potencialmente aplicavel clinicamente contra o 2019-
nCoV.

Nossos achados revelaram que remdesivir e cloroquina
sdo altamente efetivos no controle da infeccdo do
2019-nCoV in vitro. Visto que esses compostos foram
usados em pacientes humanos com um histdrico
seguro e mostraram ser efetivos contra varias doengas,
nds sugerimos que eles sejam avaliados em pacientes
humanos que sofrem da doenca do novo coronavirus.
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Informacao adicional

Informacgdes adicionais acompanham este artigo em
https://doi.org/10.1038/s41422-020-0282-0.

Conflitos de interesse: Os autores declaram ndo haver
conflitos de interesse.

Referéncias

1. Huang, C. L. et al. The Lancet

https://doi.org/10.1016/50140-6736(20)30183-5
(2020).

2. Zhou, P. et al. Nature (accepted).

3. Zumla, A., Chan, J. F., Azhar, E. I., Hui, D. S. & Yuen, K.
Y. Nat. Rev. Drug Discov. 15, 327-347 (2016).

4. Oestereich, L. et al. Antivir. Res. 105, 17-21 (2014).

5. Sheahan, T. P. et al. Sci. Transl. Med. 9, eaal3653
(2017).

6. Mulangu, S. et al. N. Engl. J. Med. 381, 2293-2303
(2019).

7. Warren, T. K. et al. Nature 531, 381-385 (2016).

8. Savarino, A., Di Trani, L., Donatelli, I., Cauda, R. &
Cassone, A. Lancet Infect. Dis. 6, 67—-69 (2006).

9.Yan, Y. et al. Cell Res. 23, 300-302 (2013).
10. Vincent, M. J. et al. Virol. J. 2, 69 (2005).

11. Mackenzie, A. H. Am. J. Med. 75, 40-45 (1983).

Traduzido por’: Anna Luiza Maffessoni e Manoela Ferreira da Cruz Neta
Revisado por’: Natalie Toki Komori e Victoria Castello Branco I. de Mattos

Superviséoz: Dr. Rafael Lirio Bortoncello

1. Académicos de Medicina da Universidade Federal do Parana (UFPR), campus Toledo.
2. Médico radiologista e professor do curso de Medicina da UFPR, campus Toledo.

Acesse: http://www.toledo.ufpr.br/portal/artigos-cientificos-covid-19/ 5



