La lunga strada verso le terapie e i vaccini contro la Covid-19
Parte 1- Riposizionamento dei farmaci
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Note:evidenziate in corsivo sono riportate informazioni per “non biologi’.
Introduzione

Negli ultimi mesi, abbiamo assistito ad una crescita senza precedenti delle informazioni
scientifiche relative ad un solo campo di indagine. SARS-CoV-2 (CoV-2) e la pandemia di
Covid-19 hanno rappresentato un’opportunita unica per creare le piu forti sinergie tra
scienziati appartenenti a diverse discipline: dall’epidemiologia, alla virologia, dalla biologia
molecolare e strutturale alla bioinformatica, dallimmunologia, pneumologia, scienze
cardiovascolari fino alle scienze sociali. Questo enorme sforzo, al di la del contenimento
della pandemia e dell’accumulo di una grande quantita di conoscenza riguardo la biologia

di CoV-2, ambisce, ancora oggi,a trovare soluzioni in termini di terapie e vaccini.
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Attualmente, sappiamo che la Covid-19, nella

Tabella 1 : : - .
sua manifestazione clinica severa, € una
malattia iperinflammatoria, multi organo e
Treatment NUmber of trials | Potenzialmente letale (figura 1).
Remdesivir 16 La Covid -19 potrebbe essere anche definita
Lopinavir/ritonavir 35 una patologia multifattoriale, in quanto la
Ribavirin 3 prognosi sfavorevole dipende da una serie di
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. 2,3 .4 N
Darunavir 5 sistema HLA®®, etnia”. Percio, deve essere
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Hydroxychloroquine | 186 P P P
- - convalescente, terapia cellulare - e diversi trial
Umifenovir 4
_ clinici sono in corso (tabella 1). Inoltre, ci sono
Tocilizumab 36 _ o . '
: un certo numero di vaccini in sperimentazione
Steroids 12 o .
che, ottimisticamente, saranno pronti per la
Interferon 20 . )
produzione su larga scala in autunno.
Convalescent 104
plasma 5.1 Riposizionamento dei farmaci
Stem cells 47 . . o :
La prima strategia, quando ci si trova di fronte
Vaccines 130 . .
ad una patologia sconosciuta, causata da un

agente eziologico nuovo, € l'utilizzo di farmaci gia impiegati per altre patologie, simili o
meno. | primi interventi per la Covid-19 sono stati dei cocktail di antivirali e steroidi. Di
recente, I'analisi proteomica di 26 su 27 proteine di CoV-2 ha indicato diversi potenziali
interattori e bersagli farmacologici®. Le proteine di CoV-2 interagiscono con mediatori
cellulari di processi vitali per la cellula. Il 40% delle proteine di CoV-2 interagisce con
proteine del reticolo endoplasmatico coinvolte nel traffico delle vescicole, il che puo
spiegare il massiccio rimodellamento del reticolo endoplasmatico stesso e dell’apparato di
Golgi durante l'infezione. Alcune proteine, interagiscono con regolatori epigenetici, come
la deactilasi istonica 2 ( Histone Deacetylase 2, HDAC2) e le proteine con bromodominio
(bromodomain and extra-terminal domain, BET). Altre interagiscono con proteine della

risposta immune innata, con la via di segnalazione dell’ubiquitina e con I'apparato di



traduzione®. Questo tipo di analisi ha identificato un numero di molecole gia approvate per
'uso clinico, come anche molecole in fase di sperimentazione pre-clinica o nuove

"> Tra esse, inibitori della

molecole per cui esistono ancora solo dati di laboratorio “in vitro
sintesi proteica e ligandi dei recettori Sigma 1 e 2 - due recettori transmembrana espressi

nel cervello e nel sistema immunnitario — riducono la capacita infettiva di CoV-2°".
e Antivirali

> Interferoni
CoV-2 sopprime la risposta immune primaria anche impedendo la produzione degli
interferoni e inibendo I'attivazione delle loro vie di segnalazione®®. Inoltre, dati pubblicati in
precedenza, hanno indicato come gli interferoni possano essere dannosi anziché
favorevoli, poiché inducono l'espressione di ACE2, aumentando, potenzialmente, la

capacita infettiva di CoV-2°. Inoltre, siccome | recettori per gli interferoni di tipo | e Il sono

espressi in maniera ubiquitaria,
a b
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Figura 2. Effetto del trattamento con IFN A. Titolo virale in umane cellule di epitelio respiratorio
(a), polmoni (b) e turbinati nasali (c) in un modello murino di infezione da CoV-2. Evidenziati da
un rettangolo blu i dati ottenuti con I’ IFN A. Abbreviazioni: HAE=human air way epithelial cells.
(Tratto da: Dinnon et al, bioRxiv. 2020 May 7:2020.05.06.081497. doi:

10.1101/2020.05.06.081497).

una terapia basata sugli interferoni causa effetti collaterali importanti. Tuttavia, I'interferone
A di tipo lll, é stato proposto come potenziale agente terapeutico, dal momento che
inibisce la disseminazione virale dall’epitelio nasale alle vie aeree superiori’® ed & una
molecola protettiva, anziché infiammatoria®'. Recentemente, I’ interferone A si & dimostrato
efficace nell' inibire la replicazione virale nelle cellule dell’epitelio del tratto respiratorio
superiore e avere effetto profilattico e terapeutico nell’'unico modello murino ad oggi

disponibile che ricapitoli I'infezione da CoV-2 (figura 2)*2.



» Inhibitori dell’ RNA polimerasi
a. Remdesivir. Questo farmaco e utlizzato in diversi trial clinici in corso (tabella
1). Il remdesivir € un analogo dei nucleosidi che viene convertito nella sua
forma trifosfato all'interno della cellula e che inibisce 'RNA polimerasi. E’
stato gia utilizzato per il trattamento dell’ Ebola’® ed ha attivita antivirale sia
contro SARS-CoV che MERS-CoV** e contro CoV-2 in vitro'®. Le basi
strutturali dell’azione del remdesivir sono state chiarite dalla struttura in
CryoEM, ad una risoluzione di 2.5 A, del’RNA polimerasi RNA-dipendente
(RdRp) di CoV-2, complessata con: i) le proteine non strutturali (nsp) 7 ed 8,
che aiutano la polimerasi a legarsi allo stampo e ne aumentano la capacita di
processa mento; ii) con uno stampo di RNA di 50; iii) con il remdesivir,

(figura 3)*. Il remdesivir, nella sua forma monofosfato, giace

hy Template groove

Figura 3. a) Struttura del sito catalitico dell’ RdRp, col suo potenziale elettrostatico
da negativo (rosso) a positivo (blu), legato al’RNA stampo (in azzurro). Il sito attivo
dellenzima & evidenziato da un circolo giallo. Il remdesivir, nella sua forma
monosfosfato (RMP) € mostrato in viola e il pirofosfato, necessario alla conversione
in remdesivir trifosfato (RTP), in arancio. b) Ingrandimento del sito attivo di RdRp.
Oltre al’lRMP e al pirofosfato sono mostrati, in verde, gli ioni magnesio (Mg,
anch’essi richiesti per la conversione dellRMP in RTP. Abbreviazioni:
RMP=remdesivir monofosfato; PP=pirofosfato; NTP=nucleotide trifosfato. (Adattato
da: Yin et al, Science, 2020).

nella regione catalitica di RdRp, al sito 3’ del’lRNA innesco ed & incorporato
come prima base nel filamento replicato, causando la terminazione della
catena, una volta convertito nella sua forma trifosfato’®. Questo tipo di
meccanismo € stato proposto per altri antivirali come favipiravir, galidesivir,
ribavirin, che hanno la stessa azione inibitoria su RARp*’.

| primi dati relativl alluso compassionevole del remdesivir in 36 su 53

pazienti affetti dalla forma grave di Covid-19 (30 in ventilazione meccanica e
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Figura 4. Effetto del remdesivir, ad uso compassionevole, in pazienti stratificati per procedura
di ventilazione (invasiva contro non invasiva, a) ed eta (b). c) Effetto del remdesivir su 158
pazienti con polmonite e saturazione di O, del 94% o inferiore, il cui trattamento € iniziato a 10
giorni dall’insorgenza dei sintomi, rispetto al gruppo di controllo (79 pazienti). d) Effetto del
remdesivir quando somministrato entro 10 giorni dell'insorgenza dei sintomi (pannello

superiore) o dopo (pannello inferiore). (Adattato da: Grein et al., NEJM, 2020; Wang et al.,
Lancet, 2020).

in ossigenazione extracorporea), hanno riportato un miglioramento delle
condizioni cliniche (figure 4a e b)*®. Tuttavia, il primo trial randomizzato su
237 pazienti gravi, in doppio cieco con controllo rappresentato da placebo,
con remdesivir (piu lopinavi/ritonavir e corticosteroidi) non ha riportato
benefici clinici statisticamente significativi (ClinicalTrials.gov identifier:

NCT04257656) (figura 4a e b). Tuttavia, pazienti trattati precocemente con



remdesivir hanno recuperato piu velocemente rispetto ai pazienti trattati con
placebo, suggerendo risultati piu promettenti ampliando il numero di pazienti

trattati precocemente dopo l'insorgenza della della malattia (figura 4d)*°.

. Altri_inibitori del’RNA polimerasi. Da esperimenti di “molecular docking”, altri
analoghi dei nucleosidi si sono dimostrati efficaci nell’inibire I'attivita di RARp
e la replicazione virale. Ribavirin e sofosbuvir (gia testati nel limitare
linfezione da HCV?), tenofovir (utilizzato per la prevenzione dell'infezione da
HIV?Y) e galidesivir (considerato un trattamento potenziale contro Ebola e il
virus della febbre emorragica?’) hanno un’energia di legame per 'RdRp di
CoV-2 simile a quella dei nucleotidi fisiologici (figura 5a). Un altro analogo, I’
IDX184, al momento in trial clinico per I'epatite C*, ha un’energia di legame
ancora migliore (figura 5a). Questa differenza nell’affinita per RdRp dipende
dal numero di legami idrogeno, legami idrofobici, alogeno ed interazioni
cation-nt (cioe, legami non covalenti che si formano tra la superficie di un
composto chimico con una struttura ciclica (aromatica), che e caratterizzata
da legami di risonanza, che conferiscono alta stabilita, e un catione) (figura
5b)?*. Inoltre, il favipiravir, un analogo delle purine, si & dimostrato efficace

nel migliorare le condizioni cliniche di pazienti Covid-19%°.

. Analoghi f—d-N4-idrossicitidina (NHC). Questi analoghi hanno gia mostrato
di possedere un’ attivita antivirale ad ampio spettro. Molto di recente, e stato
riportato che posseggono anche attivita antivirale contro MERS-CoV e CoV-
2 in cellule primarie epiteliali umane del tratto respiratorio (figura 5c)’.
EIDD-2801, un precursore del B-d-N4-idrossocitidina -5’- isopropil estere,
riduce non solo la replicazione e la patogenesi di SARS-CoV e MERS-CoV
ma ha anche attivita profilattica in modelli murini. Questi effetti sembrano
dovuti ad un accumulo di mutazioni nel genoma virale'’. Tuttavia, non
esistono dati in vivo per CoV-2, sebbene un modello animale che ricapitoli

l'infezione da CoV-2 sia stato prodotto'*2.
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Figura 5. a) Energia di legame di diversi inibitori del’RNA polimerasi, confrontata con
quella dei nucleotidi fisiologici (evidenziati da una linea spezzata azzurra). b) Legame
formato tra i diversi inibitori evidenziati in a), e 'RNA polimerasi. c) Effetto del p-d-N4-
idrossicitidina sulla capacita infettiva di MERS-CoV e CoV-2. (Adattato da: Elfiky AA, Life
Sci, 2020; Shean et al., Sci Transl Med, 2020).

Inibitori dei G-quadruplex (G4s). | G4s sono strutture a 4 eliche formate da

regioni ricche in guanina, sia nel DNA che nel’lRNA (figura 6)%. | quadruplex
a RNA sono piu stabili di quelli a DNA. G4s putativi sono stati trovati in un

ampia varieta di loci genomici umani e, di recente, anche in circa 7000



genomi virali*’. Inoltre, sono stati identificati 2 macro.domini in SARS-CoV,
capaci di legare i qudruplex, coinvolti nella replicazione e trascrizione
virale?®.Grazie ad una ricerca nel web server Quadruplex forming G-Rich
Sequences, circa 25 G4s putativi sono stati identificati nel genoma di CoV-2
di Wuhan ( NCBI reference sequence: NC_045512.2)?°, Tuttavia, i ligandi dei
G4s sono scarsamente impiegati nei trial clinici, poiché mancano di
specificita. Una strategia alternativa potrebbe essere quella di bersagliare
I'elicasi di CoV-2, che srotola I'estremita 3’ del’RNA nascente e assicura il
trasferimento all’estremita 5’ della sequenza leader complementare. Le
elicasi, srotolano anche i quadruplex. Ad oggi, inibitori delle elicasi, come la
banina®* e gli aptameri (oligonucleotidi che possono interferire con la
replicazione virale) *! non sono stati trasferiti alla pratica clinica. Comunque,
una ricerca per farmaci gia approvati dal’lFDA nel database DrugBank, ha
indicato 20 molecole potenzialmente attive contro le elicasi ?° che potrebbero

essere riposizionate per il trattamento della Covid-19.
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Figura 6. Struttura dei G-quadruplex. a) | G-quadruplex nascono dall’associazione di 4
guanine in una struttura ciclica, stabilizzata da legami idrogeno (N1-N6 and N2-N7). |
quartetti di guanina si impilano I'uno sull’altro e formano strutture ad elica a 4 filamenti.
Cationi monovalenti (come Na+ e K+) guidano la formazione dei G-quadruplex. b) | G-
quadruplex posso essere raggruppati in differenti famiglie, ad esempio, parraleli o
antiparalleli a seconda dell’orientamento dei filamenti e possono essere ripiegati sia inter-
molecolarmente che intra-molecolaramente. Il tipo di struttura dipende dal numero di tratti
di guanina in un filamento. (Adattato da: Rhodes & Lipps, Nucleic Acid Res, 2015)



» Inibitori delle proteasi

a. Lopinavir/Ritonavir. Lopinavir e ritonavir, per lo piu in trattamento combinato,

e il darunavir sono gia stati usati per il trattamento dell'infezione da HIV. Dati
recenti di un trial clinico in pazienti Covid-19 gravi non hanno mostrato
risultati clinici incoraggianti, né una diminuzione nella carica del’RNA virale

nel gruppo trattato rispetto al gruppo di controllo (figura 7a)
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Figura 7. a) Effetto del trattamento combinato con lopinavir e ritonavir su 99 pazienti
rispetto al gruppo di controllo (100 pazienti). b) Numero e tipo di legami formati dal Camostat
(pannello superiore) e dal composto NPC306344 (pannello inferiore) con TMPRSS2.
(Adattato da: Cao et al., NEJM, 2020; Rahman et al., Molecules, 2020).

b. Inibitori _di  TMPRSS2. Una delle proteasi cellulari coinvolta nel

processamento della proteina Spike (S) di COV-2, necessario all'ingresso
del virus nella cellula, e la Serina Proteasi Transmembrana 2
(transmembrane serine protease 2, TMPRSS2). Infatti, linibizione di
TMPRS22 da parte del Camostat - gia impiegato come terapia per la
pancreatite cronica, esofagite post-operatoria e da reflusso - blocca
I'ingresso di SARS-CoV e CoV-2 nelle cellule®. Di recente, uno screening di
una libreria di composti naturali (Natural Product Activity and Species
Source, NPASS), contenente 30927 composti, contro TMPRSS2 ha
identificato 12 composti. Uno di questi, - NPC306344 — ha mostrato la piu
alta affinita per TMPRSS2 (figura 7b)3. Tuttavia, validazioni “in vitro” e “in
vivo” devono attestare I'efficacia di questi composti nell’inibire la capacita

infettiva del virus.



C.

Inibitori di MP°. La proteasi piu studiata di CoV-2 & MP° (detta anche

proteasi 3C), una proteasi dimerica simile alla chimotripsina, codificata dal
gene nsp5. Studi di predizione hanno identificato piccole molecole gia
impiegate in altre malattie infettive. Un esempio sono il velpatasvir,

ledipasvir e paritaprevir, usati
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Figura 8. a) Effetto dell'inibitore chetoamidico 13b sulla replicazione virale in
cellule umane di polmone Calu-3 (sinistra). A destra € mostrata una curva dose-
risposta dell’ECs, del composto 14b nell’inibire la replicazione del’RNA virale. b)
Quantificazione dl numero di copie di RNA virale per millilitro di sovranatante di
cellule Vero, a 72 ore dall'infezione con CoV-2 e trattate con vari composti (e
veicolo, il dimetilsolfossido) (a sinistra). Al centro e a destra le curve dose-risposta
mostrano un ECs, molto migliore per ebselen che per il composto N3, che pure
mostra attivitd antivirale in vitro (a sinistra). Abbreviazioni: ECso= in una curva
dose-risposta, concentrazione effettiva che ha un’ efficacia intermedia tra il valore
di base e il valore massimo (half maximal effective concentration). (Adattato da:
Zhang et al., Science 2020; Jin et al., Nature, 2020).

V323037 o | raltegravir, impiegato come inibitore di

nell’infezione da HC
HIV®3° In aggiunta ai farmaci riposizionati, nuovi farmaci, anche di nuova
sintesi, sono stati testati per inibire M. Di recente, sono state ottenute le
strutture cristallografiche di MP°, complessata sia con inibitori o~
chetoamidici*’ che con ebselen, un farmaco anti-ossidante***2. Sia gli inibitori
chetoamidici che I'ebselen hanno mostrato attivita antivirale in vitro®®*?

(figure 8a e b) e I'inibitore chetoamidico 13b ha anche mostrato tropismo per



il tessuto polmonare in topi CD1%. Inoltre, un’analisi computazionale di
inibitori putativi di MP° hanno suggerito il darunavir come farmaco
promettente®. 2 trial clinici sull’'uso del darunavir, come trattamento per la

Covid-19, sono in corso (tabellal).

Inibitori di catepsina-L (CatlL). CatL, una cisteina proteasi degli endosomi,

sostituisce TMPRSS2 una volta che CoV-2 entra nel citoplasma e continua a
tagliare la subunitd S1 di S*. Questo potrebbe spiegare perché inibitori di
TMPRSS2 ed inibitori non-specifici della catepsina hanno efficacia limitata se
usati da soli. In effetti, l'uso combinato di questi inibitori blocca
completamente l'infezione da CoV-2 in vitro*. L’inibizione di CatL, tuttavia,
desta preoccupazione per la sua espressione ubiquitaria. Nonostante
guesto, un certo numero di molecole che la inibiscono sono state approvate
dal’FDA e potrebbero essere riposizionate per il trattamento della Covid-
19%.

> Inibitori della 2’-O-ribosio metiltransferasi

Un altro bersaglio potenziale di CoV-2 €& la 2-O-ribosio
metiltransferasi, codificata dal gene nspl6. L’attivita di questo enzima e
necessaria per la metilazione dei “cap” (rivestimenti) dell’estremita 5’ degli
RNA messaggeri subgenomici. In questo modo, gli RNA messaggeri
subgenomici sono mascherati e protetti dalle difese della cellula ospite. Uno
studio predittivo ha indicato il bictegravir e il dolutegravir (entrambi inibitori
dell'integrasi di HIV) come potenziali candidati per il trattamento di Covid-
19%.

» Antiparassitari

a.

Ivermectin. L’ivermectin &€ un farmaco veterinario che & stato traslato nella
pratica clinica ad uso umano. E’ stato dimostrato che impedisce l'ingresso
nel nucleo dell'integrasi di HIV*, inibendo l'interazione integrasi/ importina
a/Bl, e che limita la capacita infettiva di un gran numero di virus*®4%°0>1,
Questo ampio spettro di attivita sembra essere dipendente dall’ utilizzo dei
virus ad RNA delle funzioni dell'importina o/B1. Dal momento che SARS-CoV
sfrutta I'importina a/p1 per il trasferimento nucleo-citoplasma della proteina N
del nucleocapside® e inibisce I'attivita antivirale di STAT1, sequestrando I
importina /Bl nel reticolo endoplasmatico e nell'apparato di Golgi>, &

concepibile che CoV-2 possa usare gli stessi meccanismi e che, percio,



ivermectin possa essere efficace contro l'infezione. In effetti, dati recenti

mostrano che l'ivermectin riduce I'RNA virale sia nel sovranatante che

allinterno delle cellule infettate a partire dalle 24 di trattamento,

raggiungendo un’inibizione di 5000 volte in 48 ore (figure 9a)>*. Al momento,

27 trial clinici sull'ivermectin sono in corso per il trattamento della Covid-19

(tabella 1).

Idrossiclorochina/Azitromicina. Dall’inizio della pandemia, l'idrossiclorochina

(CLQ-OH) ha ricevuto grande attenzione. CLQ-OH é la versione piu sicura

della clorochina,

Cel Associated Virus Supematant

3

i

Rolative viral RNA (%)
e
1

Rolative viral RNA (%)

°

2

1
4

e
2
1

0,001+

0.0001= 0.001

ACE-2
g Receptor
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Figura 9. a) Effetto dellivermectin
sulla replicazione del’RNA virale in
cellule Vero infettate con CoV-2, e nel
relativo sovranatante, a diversi giorni
dallinfezione. Livermectin (e |l
veicolo, il dimetilsolfossido) sono stati
aggiunti al terreno di coltura 2 ore
dopo [linfezione. b) Modello di
riconoscimento duplice della
membrana cellulare per la proteina S
di CoV-2. Col suo RBD, S riconosce |l
recettore ACE2, mentre con la parte
N-terminale riconoscerebbe i
gangliosidi all’interno delle cosiddette
“zattere lipidiche”, ossia porzioni della
membrana cellulare particolarmente
ricche di glicosfingolipidi e colesterolo.
CLQ-OH interferirebbe con questo
riconoscimento. Abbreviazioni:
RBD=receptor binding domain
(dominio di legame al recettorie).
ACE2=Angiotensin Converting
Enzyme 2; GBD=ganglioside bhinding
domain (dominio di legame ai
gangliosidi); NTD= N-terminal domain
(dominio N-terminale) (Adattato da:
Cali et al., Antiviral Res, 2020; Fantini
et a., J Antimicrob Agents, 2020).

quest’ultima sintetizzata nel 1934 e usata per trattare la malaria®*°. Esercita

un effetto immunomodulatorio in un ampio numero di patologie, incluse

I’AIDS e i tumori®”. In un trial clinico non randomizzato e “open label” (ossia

‘in aperto”, in cui paziente e medico sanno cosa si sta somministrando),



CLQ-OH in combinazione con azitromicina (ATM), hanno ridotto la carica
virale®®. Il meccanismo d’azione di CLQ-OH & stato identificato tramite
“modellistica molecolare”®.  CLQ-OH possiede un’alta affinita per i
gangliosidi, che sono utlzzati, insieme ad ACE2, dalla proteina S per entrare
nelle cellule ospiti. | gangliosidi sono glicosfingolipidi di membrana — costituiti
a loro volta di ceramide e oligosaccardidi — contenti una o piu molecole di
acido sialico legate alla catena oligosaccaridica. Un dominio di legame ai
gangliosidi é stato rilevato nel dominio N-terminale di S di CoV-2 ed é stato
proposto un modello duplice del riconoscimento della cellula bersaglio da
parte di S (figura 27b)®. CLQ-OH, legata ai gangliosidi e specificamente a
GM1 (un ganglioside contenente una sla molecola di acido sialico), potrebbe
interferire con il riconoscimento della membrana cellulare da parte di S,
diminuendo la forza dell'interazione con ACE2. Lo stesso meccanismo &
impiegato, probabilmente, dall’azitromicina che ha una struttura praticamente

identica ad uno zucchero su GM1°%,

» Inibitori della fusione di membrana

a. Umifenovir. L’ umifenovir € un inibitore della fusione di membrana gia
impiegato per il trattamento dellinfluenza A e B. Sono disponibili pochi
risultati sul suo utlizzo nel trattamento della Covid-19, mentre 4 trial clinici
sSono in corso (tabella 1). Tuttavia, una relazione su uno studio su 50 pazienti
con malattia lieve/moderata, 16 trattati con umifenovir e 34 con
lopinavi/ritonavir, ha riportato che i pazienti trattati con umifenovir sono
guariti e sono diventati negativi al’RNA virale piu velocemente dei pazienti
trattati con lopinavi/ritonavir®?.

b. Nelfinavir. Inizialmente prodotto come un inibitore di proteasi del’HIV®, il
nelfinavir inibisce la fusione delle proteine S sia di SARS-CoV che di CoV-2
con la membrana cellulare, probabilmente grazie al legame del dominio N-
terminale del sub-dominio S2 del trimero e impedendo la formazione della
regione a sette ripetizioni (heptad repeat, HR) richiesta per la fusione del
virus con la cellula bersaglio (figure 10a)%.

c. EK1 e derivati. Un peptide inibitore, disegnato precedentemente che ha

come bersaglio la regione HR del subdominio S2 di Spike (detto EK1), e
stato gia sfruttato per inibire le infezioni da SARS-CoV e MERS-CoV, altri

coronavirus umani e coronavirus in relazione con SARS-CoV (SARSr-CoV).



Questo peptide ha anche dimostrato attivita profilattica e terapeutica nei topi
infettati®®. Siccome CoV-2 ha una capacita di fusione piu elevata rispetto a
guella di SARS-CoV, probabilmente a causa di diversi aminoacidi mutati
nella sua regione HR1 di Spike, e stata prodotta una versione avanzata,
grazie all’aggiunta di una molecola di colesterolo. Il nuovo lipopeptide, detto
EK1C4, ha mostrato una piu alta capacita di inibire le infezioni da hCoV-
0C43, MERS-CoV e CoV-2 (figure 10b)®°.

Antinfiammatori

a. Anticorpo monoclonale contro il recettore dell’interleuchina 6 (Tocilizumab).

Uno dei dati certi sulla patogenesi della Covid-19 e la cosiddetta tempesta di
citochine (figura 1), di cui la produzione di interleuchina 6 (IL-6) & 'ultimo,
dannoso elemento della cascata. Percio, interferire con le vie di
segnalazione dell’ IL-6 potrebbe essere efficace nel limitare il danno
muiltiorgano causato dal Covid-19. Il tocilizumab (TCZ) € un anticorpo
monoclonale che riconosce sia la forma solubile che legata alla membrana

del recettore dell’lL-6 ed é stato gia impiegato nel trattamento

Figura 10. a) Pannello superiore.
Fusione della membrana di cellule
Vero trasfettate con un plasmide
esprimente la proteina S di SARS-
CoV (S-0) o CoV-2 (S-n). Le
proteine sono state visualizzate
con anticorpi specifici coniugati
con la perossidasi per la
visualizzazione a contrasto di
fase. Pannello inferiore. Stesso
esperimento, ma in presenza di
nelfinavir a varie concentrazioni.
b) Inibizione della fusione di
membrana da parte del composto

b EK1 e derivati. Il composto
EK1C4, in rosso, mostra l'efficacia
g IC50 (nM) maggiore.  Abbreviazioni:  S-
,3;\:”“' - EK1 3150 o=Spike-old (Spike di SARS-
0 ¢ 804 -+ EK1C 373 CoV); S-n=Spike-new (Spike di
e - EK1C1 56.8 SARS-COV-2). ICs,= in una curva
» o 60+ -+ EK1C2 48.2 d . t | t .
"3 ‘o= ER1Cs 10:6 ose risposta, la concentrazione
Q= 40 -9 EKiC4 1.3 che ha attivita inibitoria intermedia
_Sg 20+ - EK1C5 g; tra il valore di base e quello
=0 & EK1C6 3. i H inhibhi
58 o b Exics massimo (_haIf maximal |nh|b|tor¥
£ 0 EK1-Scrambled concentration). (Tratto da:

s a ]
10 10° 10' 102 10® 104
Concentration (nM)

Musafar et al., J Med Virol, 2020;
Xia et al., Cell Res, 2020).



b.

dell’artrite reumatoide®. Al momento, ci sono 36 trial clinici sullimpiego del
TCZ (tabella 1), uno in combinazione con il remdesivir. Ad oggi, i risultati
relativi all’efficacia del TCZ nei pazienti Covid-19 gravi sono disponibili per
numeri piccoli di pazienti®®. Tuttavia, tutti gli studi riportano effetti benefici
nei pazienti critici, In particolare, le condizioni respiratorie di 69 pazienti su
100, trattati con TCZ agli Spedali Civili di Brescia, sono significativamente
migliorate (figura 11); il 39,5% dei pazienti che richiedevano terapia intensiva
ed erano sottoposti a ventilazione forzata sono stati estubati .

Steroidi. Sono stati riportati risultati contradditori sul’'uso dei corticosteroidi
nel trattamento dei pazienti con la Covid-19. Un’analisi degli studi disponibili
sulluso dei corticosteroidi nel trattamento delle infezioni da SARS-CoV,
MERS-CoV e CoV-2 non ha evidenziato benefici clinici. Al contrario, sono
stati osservati effetti collaterali importanti’*. Tuttavia, corticosteroidi che
agiscono per via inalatoria inibiscono l'infezione da coronavirus in vitro’?, e in
uno studio retrospettivo su 46 pazienti, 15 che hanno ricevuto basse e
precoci dosi di metilprednisolone, hanno mostrato un miglioramento delle
condizioni respiratorie, sia in termini di SpO- che di immagini in TAC"®. Molto
recentemente, e stato dimostrato che il desametasone, un farmaco
ampiamente disponibile in dosi massicce ed economico, € in grado di ridurre
la mortalita dei pazienti Covid-19 del 20%. | risultati del trial clinico, eseguito
nel Regno Unito e che ha reclutato 2100 pazienti trattati con desametasone,
comparati con 4300 pazienti che hanno ricevuto cure standard, devono
essere ancora pubblicati, ma in un comunicato stampa e stato dichiarato che
il desametasone si e rivelato efficace nel recupero di pazienti critici,
specialmente quelli che richiedevano ventilazione forzata. Anche i pazienti
che erano in ossigenoterapia hanno mostrato miglioramenti, mentre nessun
effetto e stato osservato nei pazienti con sintomatologia lieve. |l
desametasone e stato somministrato ad una dose di 6 milligrammi al giorno
e per un periodo di tempo limitato (10 giorni), sottolineando I'atteggiamento

di cautela richiesto per I'uso di steroidi per via sistemica™.



Figura 11. Effetto del tocilizumab sulle
condizioni  respiratorie  di  pazienti
& l - & ricoverati in terapia intensiva (a sinistra) o

in reparto (a destra). Abbreviazioni:

BCRSS
i

BCRSS
K

J ] — BRCCS=Brescia Covid-19 Respiratory
o : |—_] Scale”.

(Adattato da: Toniati et al., Autoimmun
Rev, 2020).

Conclusioni

Il riposizionamento dei farmaci rappresenta uno strumento potente per fronteggiare la
Covid-19. Infatti, i farmaci riposizionati sono gia testati per la loro sicurezza nella pratica
clinica e, in alcuni casi, disponibili in grandi quantita ed economici. In assenza di cure
efficaci, questo rappresenta l'unica strategia percorribile per il trattamento precoce dei
pazienti, per evitare condizioni di pericolo di vita e per curare efficacemente non solo

pazienti moderati ma anche affetti in maniera grave.
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