Principiile de actiune si utilizare
a preparatelor in infectia

SARS-CoV-2 si COVID-19

Bacinschi Nicolae
profesor universitar

Catedra farmacologie si
farmacologie clinica




Taxonomia Coronavirusurilor
(Kumar M., Al Khodor S.,2020).

Orthornavirae

Pisuviricota

Pisoniviricetes
Nidovirales

Coronaviridae

Orthocoronavirinae

Human coronavirus Avian (bats) coronavirus

Alphacoronavirus Betacoronavirus Gammacoronavirus Delhacoronavirus

HCoV-0OC43 (1967)
HCoV-HKU1 (2005) . SW1 = BuCoV-HKU11

- HCoV-229E (1966)
» HCoV-NL63 (2004) SARS-CoV (2003)
SARS-CoV-2 (2019)
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Virionul SARS CoV-2 si proteinele sale (Parks J.M.et al.,2020 )
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SARS-CoV-2 si ciclul infectios
(Gil C.et al., 2020, Alturki S.O.et al.,2020).
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Proteinele structurale ale SARS-CoV-2
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Proteinele structurale ale coronavirusului care formeaza particula virala sunt glicoproteina de
suprafata (S), proteina de invelis (E), proteina membrana (M) si proteina nucleocapsida (N). Aceste
proteine sunt mai putin conservate decat nsps, jucand functii importante in ciclul de viata viral.
Proteina (S)- are un rol important in patogeneza virusului si in tropismul de organe, fiind

responsabila de intrarea virala prin recunoasterea receptorilor si fuziunea membranelor.
Proteina (E) - cea mai mica dintre proteinele structurale cu rol crucial in asamblare, inmugurire,

formarea invelisului si virulenta.
Proteina (M) - functia principald de a promova asamblarea virala datorita proprietitilor sale de

indoire a membranei care impacheteaza genomul ARN viral intr-un complex ribonucleoproteic numit
nucleocapsida pentru a proteja genomul.
Proteina (N) - proteina multifunctionala de legare a ARN, transcriere si replicare a ARN-ului viral.

Contine: domeniu de legare a ARN-N-terminal si domeniu de dimerizare C-terminal, impreuna cu
un linker central bogat in Ser/Arg. Domeniul N-terminal este responsabil pentru legarea ARN, C-
terminal pentru oligomerizare si linkerul bogat in Ser/Arg pentru fosforilarea primara.



SARS-CoV-2 Structura si fiziopatologie
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Reprezentarea schematica a structurii SARS-CoV-2, genomului si domeniului functional al
proteinel SARS-CoV-2 S (Dhama K.et al., 2020; Kumar M., Al Khodor S.,2020, Gil C.et al., 2020).
Proteinelevirale de suprafata (S), membrana (M) si invelis (E) sunt incorporate intr-un strat
strat lipidic, In timp ce ARN-ul viral cu sens pozitiv monocatenar (SS-ARN) este asociat cu
proteina nucleocapsidica (N).

Proteinele spike (S) contin subunitati S1 si S2 si locurile de scindare pentru furina si
TMPRSS2. Proteinele S mediaza atasamentul viral la celulele gazda dupa activarea de catre
enzima TMPRSS2.

SP-peptid semnal; NTD-domeniul N-terminal; RBD- domeniul de legare a receptorilor, contine
motiv de legare a nucleului in subdomeniul extern; FP- peptida de fuziune; HR-heptad repeta 1 si
heptad repeta 2; TM- domeniul transmembranar; CP-domeniul citoplasmei



Fiziopatologia COVID-19 (Gupta, A.et al., 2020)
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SARS-CoV-2 intra in celulele gazda prin interactiunea proteinei sale spike cu receptorul de intrare
ECA2 in prezenta TMPRSS2 (extrem stanga). Mecanismele propuse pentru COVID-19 includ:
1.leziuni directe celulare mediate de virus;

2.dereglarea SRAA ca o consecinta a reglarii descendente a ECA2 legata de intrarea virala, ceea
ce duce la scaderea scindarii angiotensinei | si angiotensinei ll;

3.afectarea celulelor endoteliale cu formarea de trombi si inflamatie;

4.dereglarea raspunsului imun si hiperinflamatia cauzata de inhibarea semnalizarii interferonului
de catre virus, limfopenie T si producerea de citokine proinflamatorii, in special IL-6 si TNFa.
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Raspunsuri imune la SARS-CoV-2
(A) virusul SARS-CoV-2 invadeaza gazda = este recunoscut mai intéi de receptorul ECA 2 prezent pe celulele
epiteliale respiratorii = intrarea virala. Dupa replicarea virala virusul este eliberat = este intampinat de sistemul
imun innascut. Limfocitele T si celulele dendritice sunt activate prin intermediul receptorilor paterni de recunoastere
(PRR) Toll receptori (TLR), receptor de tip NOD (NLR) si receptor de tip RIG-1 (RLR). Virusul induce expresia a
numerosi factori inflamatori, maturarea celulelor dendritice si sinteza IFNde tip I = limiteaza raspandirea virala si
accelereazi fagocitoza antigenelor virale de macrofage = recuperarea clinica. Proteina N a SARS-CoV poate ajuta
virusul sa scape de raspunsurile imune = reactia exagerata a sistemului imun = genereaza niveluri ridicate de
mediatori inflamatori si radicali liberi = induc leziuni locale severe in plimani si alte organe = insuficienta
poliorganica = deces.
(B) Raspunsul imun adaptiv se alatura luptei impotriva virusului. Limfocitele T: Celulele T CD4 + stimuleaza celulele
B sa produca anticorpi specifici virusului, celulele T CD8 + sunt capabile sa distruga direct celulele infectate cu virus.
Celulele T helper produc citokine proinflamatorii = aparare.
SARS-CoV-2 poate inhiba celulele T prin inducerea mortii celulare programate (apoptoza).
(C) Imunitatea umorala. factorii complementului - C3a si C5a si anticorpi specifici derivati din celule B, sunt esentiali
in combaterea infectiei cu SARS-CoV-2. Mortaz E.et al.,2020




Tratamentul infectiei COVID-19

* |. etiologic antiviral nespecific (inhibitorii
penetrarii, inhibitorii fuziunii membranare,
replicarii si asamblarii);

* |l. tratamentul patogenetic (corectia dereglarilor
imune, proceselor inflamatorii si tromboembolice,
neutralizarea virusului etc.);

* tratamenul simptomatic (tratament suportiv in
caz de sindrom de detresa respiratorie acuta,
sepsis, soc etc.);
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Strategii majore in infectia SARS CoV-2 - COVID-19

(Nitulescu G. M.et al.,2020).



Modularea raspunsului imun

" R _ Furtuna citokinica Interferarea cdii endocitice
e tocilizumab, siltuximab, clazakizumab

I M T — — e cloroching, hidroxiclorochina
IFN-a;, IFN-B

metotrexat, imatinib, colchicina
talidomida, lenalidomida
glucocorticosteroizi

r Blocarea modificarilor post-
‘ translationale ale proteinelor
e |opinavir/ritonavir
e nelfinavir

» B8 \?

Blocarea intrdrii virusului in celula
e rhACE2(APNO1)

e |osartan, telmisartan, valsartan

e camostat, nafamostat
Mecanisme antivirale variate ¢ bromhexin3

e umifenovir e aprotinina

Tintirea semnalizdrii celulare

. P .1« Tintirea ARN-polimerazei ARN-
¢ niclosamida, nitrazoxanida

. . . e sirolimus dependente
®* jvermectina e clorpromazina e MK-2206 e Remdesivir, favipiravir,
* emeting, zotatifin e ruxolitinib, baricitinib valinomicina galidesivir
e homoharingtonind e  6-D-N4-hidroxicitidina

Tinte moleculare in tratamentul | COVID-19 treatments.

(Nitulescu G. M.et al. 2020,).




Evaluarea dovezilor pentru tratamentele legate de COVID-19
(actualizat 19.11.2020) ASHP COVID-19 Resource Center

Preparate antivirale:

Preparate patogenetice Alte preparate
e BALOXAVIR e ANAKINRA (Kinerete) e IECA, BRA
oFAVIPIRAVIR e AZITROMICINA e ANTICOAGULANTE
e INHIBITORII HIV e BARICITINIB e PLASMA )
PROTEAZEI (LPV/RTV) e COLCHICINA CONVALESCENTA COVID-19

e CORTICOSTEROIZII (sistemici) e FAMOTIDINA

*CLOROCHINA, e CORTICOSTEROIZII (inhalatori) e INHIBITORII HMG-CoA

HIDROXICLOROCHINA

e PROSTACICLINE INHALATORII  REDUCTAZEI (statine)
o INHIBITORII o INTERFERONI o IMMUNOGLOBULINE
NEURAMINIDAZEI e OXID NITRIC (inhalator) o IVERMECTINA
(oseltamivir) e RUXOLITINIB o NICLOSAMIDA
e REMDESIVIR e SARILUMAB e NITAZOXANIDA
e ANTICORPI e SILTUXIMAB e AINS
MONOCLONAL] e SIROLIMUS e FIBRINOLITICE (t-PA -
SPECIFICI SARS-CoV-2 e TOCILIZUMAB alteplasa, tenecteplasa)
e UMIFENOVIR e ASCORBICACID e PREPARATE
(Arbidol®) e VITAMIN D INHALATOARE

e ZINC



Grupele de preparate recomandate si de perspectiva

in SARS CoV-2 (COVID-19) (Sarkar C.et al.

Antivirale nonspecifice: imunoglobulinele; IFN-p1a; IFN- p1b; Interleukin-2; Baloxavir marboxil;
Antivirale cu spectru larg: Remdesivir; Favipiravir; Galidesivir; Umifenovir ( Arbidol);
Antivirale antiretrovirale: Azvudina; Danoprevir; Darunavir +Cobicistat; Lopinavir + Ritonavir;
Inhibitorii serin proteazei membranare 2: camostat; nafamostat;

Inhibitorii JAK kinazei: ruxolitinib, baricitinib, tofacitinib, imatinib, jacotinib;

Antiinflamatore si imunodeprepsive nespecifice:

glucocorticoizii (dexametazona, metilprednisolon); fingolimod,;

antiinflamatoare antireumatice specifice (leflunomid, talidomid);

AINS (ibuprofen, naproxen); colchicina;

. Anticorpi monoclonali:

Antagonistii IL-6: tocilizumab, clazachizumab,sarilumab,

Antagonistii TNF-alfa: etanercept, tozumab+adamumab,

Antagonistii IL-1: anakinra, canakinumab

Antagonistii complementului C5: ravulizumab,

Anticorpi monoclonali 1gG4: nivolumab, leronlimab, avdoralimab;

Anticorpi monoclonali umanizati: meplazumab, eculizumab, gimsilimab;

Anticorpi monoclonali IgG1: bevacizumab, lenzilumab;

8. Antibiotice: azitromicina; doxicilcina; carimicina;

9. Antiparazitare: Antimalarice (antiinflamatoare antireumatice specifice): clorochina, hidroxiclorochina;
dihidroartemisina+piperachina, nitazoxanida; Antihelmintice: ivermectina;

10. Preparate hormonale: estradiol, progesterone, triiodtironina;

11. Inhibitorii fosfodiesterazei: sildenafil, apremilast;

12. Preparate cardiovasculare: IECA (ramipril), BRA (losartan, valsartan); AA (spironolactona);

13. Vitamine si suplimente: acid ascorbic (vit.C), ergocalciferol (vit.D),

VYVVVVVVILKKKNTORrwDdE



Preparatele antivirale (eishabrawy H., 2020, shyr z.A.etal.,2020)

« Antivirale impotriva SARS-CoV-2 includ:

»>inhibitori de penetrare:

= plasma convalescenta,

= anticorpi monoclonali (47D11, HA001, B38, H4 si CR3022);

= Inhibitorii ECA — lisinopril etc.

= Blocantele receptorilor angiotensinici — losartan, telmisartan etc.;
= ECAZ2recombinat - rhnACE2; APNO1, GSK2586881.

= Lectinele — grifitsina etc.

» Inhibitorii endocitozei (fuziunii):

Antimalarice: clorochina, hidroxiclorochina;

Inhibitorii TMPRSS2: camostat, nafamostat, bromhexina, estrogenii (estradiol, genisteina),
antiandrogenii (enzatulamida).

inhibitorii catepsinei L - E-64D;

Inhibitorii clatrinei — clorpromazina etc.

Umifenovir.

Inhibitorii 3CLpro:

Inhibitorii de proteaza HIV-1: lopinavir/ritonavir, nelfinavir, darunavir etc.;

inhibitori ai proteazei HCV: danoprevir, ledipasvir, velpatasvir, velpatasvir/sofosbuvir
ledipasvir/sofosbuvir etc.;

inhibitori ai ARN polimerazei: remdesivir, favipiravir si galidesivir, ribavirina.

C o0 VXX KX
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Tinte terapeutice antivirale potentiale care vizeaza diferite

etape ale ciclului de viata al SARS-CoV-2 (Elsha
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Etapele ciclului de viata al SARS-CoV-2:

(1) atasarea la enzima de conversie a angiotensinei 2 (ECA2) pe celulele tinta,
(2) intrarea in celula prin endocitoza (scindarea proteinei S de catepsina L) sau
membrana plasmatica (scindarea proteinei S mediata de TMPRSS2),

(3) dezvelirea si eliberarea ARN-ului viral,

(4) traducerea ARN-ului viral la capatul 5 '(ORF1a si ORF1b),

(5) proteoliza ppla si pplab de 3CLpro si PLpro in proteine nestructurale,

(6) formarea complexului de replicaza,

(7) replicarea ARN-ului viral,

(8) transcrierea genomului viral in ARNm subgenomici,

(9) traducerea ARNm subgenomici in proteine structurale si nestructurale,
(10) asamblare si inmugurire de noi particule virale prin intermediul aparatului
Golgi

(11) exocitoza si iesire de noi particule virale din celula.

Antivirale impotriva SARS-CoV-2 includ:
prin > inhibitori de penetrare:plasma convalescenta si anticorpi

monoclonali (de exemplu, 47D11, HA0O1, B38, H4 si
CR3022);

» Inhibitorii endocitozei: clorochind, camostat ,nafamostat,
inhibitori ai catepsinei L, ACE2 solubil;

> Inhibitorii 3CLpro: inhibitorii proteazei HIV (lopinavir,
ritonavir, darunavir) si inhibitorul proteazei virusului
hepatitei C (VHC) danoprevir;

> inhibitori ai ARN polimerazei: remdesivir, favipiravir si
galidesivir.

ER; reticul endoplasmatic, ERGIC; reticul endoplasmatic —

compartiment intermediar Golgi si ORF; cadru de lectura

deschis.



Clorochina si hidroxiclorochina

Actiunea antivirala s-a determinat a fi realizata prin:

» Inhibarea sintezei acizilor sialici, componenti membranari esentiali pentru
recunoasterea ligandului, glicozilarii si fosforilarii ECA-2;

alcalinizarea pH-ului in endosomi si abrogarea fuziunit,
Inhibarea sintezei ARN-viral;
modificarea post-translationala a proteinelor virale;

afectarea maturarii adecvate a proteinei virale si recunoasterea antigenului
viral de catre celulele dendritice;

» impiedicarea asamblarii virionului;
» afectarea eliberarii virusului.
Proprietitile imunomodulatoare, relevate prin:

/

% modularea imunitatii celulare,
¢ reducerea proteolizel, chimiotaxiei, fagocitozel, reciclarii receptorilor;
¢ interferarea cu procesarea epitopilor pe celulele prezentatoare de antigen,

/

¢ reglarea producerii si eliberarii citokinelor pro-inflamatorii (IL-1p, IL-6,
TNFa).
Cheng C-Y.et al.,2020; Devaux CA.et al., 2020; Guo, Y.et al., 2020; Felsenstein S.et al., 2020; McKee DL., 2020
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https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S168411822030092X#!
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Devaux CA[Author]&cauthor=true&cauthor_uid=32171740
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=McKee DL[Author]&cauthor=true&cauthor_uid=32360480
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Medicamente aprobate contra SARS-CoV-2
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Prima strategie pentru tratamentul
COVID-19 este administrarea
medicamentelor existente, care s-au
dovedit a fi sigure la om. Tinte
terapeutice impotriva SARS-CoV-2
exista in diferite stadii ale infectiei:1)
atasarea virala (ACE2), fuziunea cu
membrana celulara (TMPRSS2) si
penetrarea virusului (endocitoza);

2) proteoliza virala (3CLpro si PLpro);
3) replicarea virala de catre complexul
de replicare (RpRd) si 4) raspunsul
citokinic al gazdei ( R IL-6).

La nivel mondial, exista numeroase
studii clinice in curs de desfasurare, care
evalueaza eficacitatea unui numar de
medicamente deja existente, utilizate
individual sau in combinatie, impotriva
SARS-CoV-2, precum §1 capacitatea
medicamentelor imunosupresive de a
imbunatati simptomele clinice ale
pacientilor cu forma severa de

& InvivoGen
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Analogii nucleozidici (remdesivir, favipiravir,

geldesivir, ribavirina)

Inhibitorii de proteaze lopinavir/ritonavir influenteaza
replicarea SARS-CoV-2 prin blocarea proteazei
asemdndtoare 3-chimotripsinei (3CLpro) si proteazei
asemanatoare papainei (PLpro) ce asigura clivajul
poliproteinelor dependente de ARN polimeraza si elicaza.
Remdesivirul -promedicament, analog de adenozina,
care se supune fosforilarii ce substituie adenozina in
timpul sintezei ARN prin inhibarea ARN-polimerazei.

Favipiravirul reprezinta un promedicament, care in Inhibitorii proteaze:
celule se transorma in metabolitul activ trifosfat cu T -I
incorporarea lui ulterioara in lantul de ARN in crestere

sau cuplarea cu ARN-polimeraza si prevenirea replicarii

virale.

OMS nu recomanda utilizarea remdesivir la pacientii cu P'°::':z"v‘e"t -|
COVID-19 spitalizati, indiferent de severitatea bolii,

deoarece in prezent nu exista dovezi ca remdesivirul

imbunatateste supravietuirea si alte rezultate la acesti

pacienti.

Analogii nucleotidici

Dovezile nu au sugerat niciun efect important asupra
mortalitatii, nevoia de ventilatie mecanica, timpul pana
la imbunatatirea clinica si alte rezultate importante
pentru pacient.

l

Intrarea in celula gazda

l

Translarea
genomului viral ARN

g

Clivajul poliproteinelor PP1a
si PP1ab de cétre proteazele
virale

l

Transcriptia si
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Reprezentarea schematica a ciclulu de replicare al SARS-CoV-2 si locul de actiune a
preparatelor (Sarkar C.et al., 2020)

ACEZ2R - receptorul enzimei 2 de conversie a angiotensinei;

ARDS - sindrom de detresa respiratorie acuta (SDRA);

ER - reticul endoplasmatic; Ig - imunoglobulina;

S - glicoproteina de suprafata; E - proteina anvelopei; M - proteina membranara; N -
proteina nucleocapsidicia; Nab - anticorp neutralizant; TMPRSS2 - serin-proteaza
transmembranara tip 2 RARp — ARN-polimeraza ARN dependenta;

H
m3% 2




~ SARS-CoV-2 |

S AR o e P [ K

Imunitate

Imunitate

adaptativa

Celulara

Imunitate
innascuta
Umorala Celulara
Complementul Macrofage
Gitokine Granulocite
Chemokine Mastocite .
. 3 Celule dendritice
Proteinele fazei .
Bazofile
acute Celule NK

.
=

Anticorpi Limfocite B

Limfocite T

Sistemul imun - innascut si adaptiv (Rizk JG.et al., 2020).

Sistemul imun innascut ofera rezistenta nespecifica la agentii patogeni,

Sistemul imun adaptiv se caracterizeaza prin specificitatea antigenului si memoria imunologica.
Imunomodulatorii - imunostimulatori si imunosupresive.

Cele doua sisteme imune, impreuna cu imunomodulatorii, lucreaza impreuna pentru a preveni si
controla infectia.



Procesul inflamator in SARS CoV-2

Raspuns adaptativ
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Virusul SARS-CoV-2 infecteaza pneumocitele de tip Il din pulmoni (Pearce L.et al., 2020).

»Macrofagele locale raspund la material genetic strain. Citokinele cu raspuns de faza acuta (TNF-a, IL1- si
IL-6) declanseaza o prima unda de citokine,

»IFN de tip | initiaza diferentierea celulelor KillerNatural (NK) si raspunsul imun adaptativ.
» Citokina IL-6 induce activarea endoteliala si migrarea celulelor inflamatorii.

»Neutrofilele T secretia factorului tisular si activarea cascadei de coagulare =tromboza mediata imun.
» Activarea endoteliala stimuleaza inflamatia =doilea val de citokine.

Abrevieri: IFN - Interferon, NK - celule ucigase naturale, VWF - Factor Von Willebrand, G-CSF - Factor de
stimulare a coloniilor de granulocite, MCP-1 - proteina chimiotratanta monocita 1, CCL - ligand chemokine


https://www.tandfonline.com/author/Pearce,+Lucie

Preparatele cu actiune imunomodulatoare -

antiinflamatoare
Antagonistii receptorilor IL-6: tocilizumab, sarilumab;
Inhibitorii IL-6 : siltuximab;
Antagonistii IL-1: anakinra, canakinumab etc.
Antagonistii TNFalfa: adalimumab, influximab, etanercept etc.
Inhibitorii JAK-kinazei: ruxolitinib, baricitinib, tofacitinib, imatinib;
Inhibitorii complementului: eculizumab;
Inhibitorii 1IgG4 (PD-L1): nivolumab etc.;
Glucocorticoizii:
a) sistemici: dexametazona, metilprednisolon,
b) inhalatori: fluticazona, ciclesonida,
* Imunoglobulinele: IgG;
Inhibitorii calcineurinei: ciclosporina, tacrolimus;
Statinele:simvastatina, rosuvastatina etc.;
Antimalaricele: clorochina, hidroxiclorochina;
Anticoagulantele: heparina, HMMM
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Reprezentarea schematica a locului de actiune al imunomodulatorilor (Rizk JG.et al., 2020).

Ang Il - Angiotensina Il; GM-CSF - factor de stimulare a coloniilor granulocite-macrofage; IFN — interferon; IL -
interleukina, interleukina-6 - receptor IL-6R, IVIG - imunoglobulina intravenoasa, JAK - Janus kinaza; JAK-STAT - Janus
kinaza-traductor de semnal si activator al transcriptiei; MIP-1a - Proteind inflamatorie macrofaga 1-o, MyD88 - raspuns
primar diferentierea mieloida 88; factor nuclear NF-kB-kB, RAAS - sistem renina-angiotensina-aldosteron; rhuGM-CSF
factor uman recombinant granulocitde stimulare a coloniilor macrofage; sIL-6R - receptor solubil IL-6; TLR - receptor
asemanator, TNF - factorului de necroza tumorala



Mecanismele furtunii citokinice si tintele terapeutice
(Ye Q.et al.. 2020)
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(D Supliment cu IFN-A pentru a activa imunitatea inndscuti;

(2 Utilizarea imunomodulatorului pentru restabilirea echilibrului imunitar;

(3 Inhibarea productiei de citokine;

(@) captarea citokine;

(5) Inhibarea recrutirii si functiei macrofagelor mononucleare;

@ Consolidarea barierei vasculare prin activarea ciii semnalului endotelial Slit-Robo4.



Preparatele antiinflamatoare in COVID

Indicatiile:

Afectarea pulmonara 50-75% cu 2 sau mai multe semne;
Micsorarea saturatiei cu 02;

Proteina C reactiva > 60 mg/l sau majorarea ei de 3 ori in
ziua 8-14 a maladiei;

Febra >38 OC timp de 5 zile;
Leucocitele < 3,0-3,5%1079 /I;
Limfocitele < 1*1079 /I si/sau < 15%;
Feritina > 1000 ng/ml



Glucocorticoizii in SARS CoV-2

Ahmed M.H., Hassan A. 2020 Oct ,Tang Y.et al., 2020.

Mecanismul de actiune al dexametazonei depinde de doza utilizata:

emecanismele JENOMICE (in cazul dozelor mici) — efecte ce se dezvolti lent

Dexametazona se leagi de receptorul glucocorticoid (GR) de pe membrana celulari, =translocarea corticosteroidului
in celula = cuplarea cu receptorul citoplasmatic = deplaseaza catre nucleu = 1) se leagi reversibil de mai multe site-
uri ADN specifice = stimularea (transactivarea) si suprimarea (trans-reprimarea) unei mari varietiti de transcriptie a
genelor = inhiba producerea de citokine pro-inflamatorii (interleukina IL-1, 1L-2, IL-6, IL-8, TNF, IFN-gamma,
VEGEF si prostaglandine). 2) poate induce si sinteza elementului de raspuns glucocorticoid = activarea sintezei
citokinelor antiinflamatorii (in special IL-10 si lipocortina-1.)

°NON-genomicCe (cu doze mari de dexametazona) - apar mai rapid, cu riscul de a avea mai multe efecte
secundare. dexametazona se leaga de GR membranei (limfocitele T) = afectarea semnalizarii receptorilor si un
raspuns imun mediat de limfocitele T. Receptorul glucocorticoid se combini cu integrinele = activarea FAK (kinaza
de adeziune focala)

Influenteaza translocarea Ca si Na prin membrana celulari = o scidere rapida a inflamatiei.
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Glucocorticoiz

*  GC provoaca efect imunodepresiv si antiinflamator.
*  Prin suprimarea raspunsului imun adaptiv GC joaca
un rol important in modularea mai multor functii
biologice in celulele imune si in diferite organe si

tesuturi.

*  GC ar putea avea atat efecte stimulatorii, cat si
inhibitori asupra raspunsului imun, in functie de
concentratia lor in singe si de durata utilizarii

«  Din punct de vedere clinic, principalul motiv pentru

utilizarea GC este ci ar putea fi benefice in prevenirea

deterioririi structurilor (pulmonar in cazul SARS-
CoV-2), prin inhibarea productiei de citokine.

« O serie de studii au fost efectuate cu privire la
utilizarea GC pentru tratarea starilor
hiperinflamatorii secundare infectiilor virale cauzate
de virusul sincitial respirator (RSV); MERS:; gripa;
SARS-CoV-2.

«  in stadiul primar al inflamatiei, GC scad exsudatia
celulara inflamatorie, fagocitoza si dilatarea capilara.

«  n stadiul inflamator sever, poate inhiba fibroblastele
si proliferarea excesiva a acestora ={ fibroza.

*  GC inhiba transcrierea si actiunile citokinelor pro-
inflamatorii IL-1p, IL-2, IL-6, TNF-a si IL-17 pe baza
de Th1 si macrofage

Ahmed M.H., Hassan A,2020 Oct;

Tang Y.et al., 2020; Zhang J.et al., 2020
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Fiziologie si fiziopatologie a alveolelor pulmonare in timpul
infectiei cu SARS-CoV-2.

(A)Anatomia si fiziologia alveolelor pulmonare sinitoase, reprezentind spatii
mici de aer in pliméni de unde iese dioxidul de carbon si oxigenul intra in singe.
in timpul inhalirii, aerul intri in plimani, cilitoreste prin bronhii, bronsiole si
apoi curge in aproximativ 300.000.000 de alveole. in timpul expiratiei, aerul
incdrcat cu dioxid de carbon este fortat si iasa din alveole prin aceleasi pasaje.
(B)Fiziopatologia alveolelor pulmonare in timpul infectiei cu SARS-CoV-2.
Infectia noul Coronavirus, numit SARS-CoV-2 creeazi o leziune epiteliala,
urmata de un raspuns imun care este generat de o eliberare de citokine si
chemokine. Acest lucru ar putea duce la activarea celulelor imune, care ar putea
duce la rezolutie si COVID-19 sever, cu dezvoltarea consecventd a ARDS si a
insuficientei multi-organe.

(C)COVID-19 sever: aspecte biologice imune. O furtuna de citokine sustinuta
genereazi o inflamatie care provoaca daune epiteliului alveolar, dind nastere
ARDS, soc, leziuni renale, alte insuficiente de organ si infectie secundara.



Glucocorticoizii in SARS CoV-2

Tratamentul cu o doza mica — medie (0,5-1 mg/kg/zi) GC timp de pana la 10 zile nu a
determinat efecte secundare. Beneficiile medicamentului au fost mai clare la pacientii
care au fost tratati timp de mai mult de 7 zile de la debutul initial al simptomelor, cand
este probabil ca leziunile inflamatorii pulmonare sa fi fost mai frecvente.

GC nu au avut niciun beneficiu asupra rezultatelor pacientilor care prezentau simptome
usoare

GC sunt indicati numai pentru pacientii aflati in spital, sub ventilatie mecanica (situatie
severd). GC au redus mortalitatea, durata spitalizarii, Inrautatirea parametrilor
ventilatiei si au imbunatatit oxigenarea pacientilor cu forma severa de COVID-19.

Dozele mari de GC pot provoca efecte nedorite daca tratamentul este administrat intr-
un moment in care exista replicare virala necontrolata, dar cu un nivel scizut de
inflamatie.

Pericolele potentiale asociate cu doze mari de GC la tratarea pacientilor cu pneumonie
SARS-CoV-2 (infectii secundare si replicare prelungita a virusului) la pacientii gravi pot
fi mai putin importante decat, daca starea hiperinflamatorie nu este controlata cu
lezarea citokinica a pulmonilor cu dezvoltarea pneumoniei rapid progressive cu
rezultate nefavorabile si ireversibile pe termen lung.

OMS a salutat rezultatele preliminare privind utilizarea dexametazonei in tratamentul
pacientilor cu SARS-CoV-2, deoarece acest tratament medicamentos a dovedit ca
salveaza vieti.
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Terapia cu GC (beneficii in socul septic)

stabilizarea hemodinamicii, reducerea vasodilatatiei periferice;

scurtarea sederii in unitati de terapie intensive;

durata ventilatiei mecanice;

atenuarea furtunii de citokine cauzata de SARS-CoV-2;

rezultate radiografice mai bune;

durata mai scurta a terapiei cu oxigen suplimentar;

reducerea mortalitatii (1/3) la pacientii care necesita ventilatie mecanica;

reducerea (1/5) la pacientii care aveau nevoie de oxigen, dar fara ventilatie invaziva;

OMS si mai multe institute nationale de sanatate isi actualizeaza ghidurile pentru a recomanda
administrarea dexametazonei pacientilor cu COVID-19 cu insuficienta respiratorie hipoxemica.
* A recomanda GC, mai degraba decat lipsa lor (de preferinta dexametazona, alternativ
metilprednisolon sau prednison) la pacientii spitalizati ca COVID-19 sever. Terapia cu steroizi
ramane descurajata la pacientii fara hipoxemie (Mattos-Silva P.,2020, Solinas C., 2020).

Modularea raspunsului inflamator de

catre corticosteroizi.
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Dezavantajele GC in COVID-19 (mattos-silva p.2020, Solinas ., 2020):

> cresterea mortalitatii si a duratei de sedere in sectia de reanimare la pacientii cu
pneumonie gripala;

» efectul imunosupresor = viremie prelungita, risc crescut de suprainfectie bacteriana;

» riscul aparitiei altor complicatii sistemice (evenimente autoimmune, cardiovasculare,
DZ, psihoza);

> pot promova rezistenta la agentii de blocare neuromusculare, care sunt utilizate pe
scara larga in timpul ventilatiei mecanice;

> reducerea celulelor CD4 +, CD8 + si CD3 + =imunosupresia = riscul de infectii
secundare grave,

» cresterea incarcaturii virale;

> necesitate crescuta de ventilatie mecanica, vasoconstrictoare si terapie de substitutie
renala;

Societatea Toracica Chineza (CTS) a lansat un consens de experti cu privire la

utilizarea GC:

* Dbeneficiile si riscurile trebuie cantarit cu atentie inainte de a utiliza steroizi;

e steroizii trebuie utilizati cu precautie la pacientii cu boli critice;

* trebuie acordata o prudenta sporita pacientilor cu hipoxemie cauzata de boli
subiacente sau care utilizeaza in mod regulat steroizi pentru boli cronice;

* doza administrata trebuie sa fie mica pana la moderata (<0,5 -1 mg/kg/zi
metilprednisolon sau echivalent), iar durata sa fie scurta (<7 zile).



Recomandari GC in baza metaanalizei studiilor clinice
randomizate

1. La pacientii cu COVID-19 sever si critic, se recomanda corticosteroizi sistemici - recomandare puternica,

dovezi de calitate moderata.

2. La pacientii cu COVID-19 fara un curs sever (care nu indeplinesc criteriile pentru un curs sever sau critic

al bolii), nu se recomanda utilizarea glucocorticosteroizilor - recomandare conditionata (relativa), calitate

scazuta a dovezilor.

* Daca terapia cu GC a fost inceputa pentru alte indicatii (de exemplu, exacerbarea bolii pulmonare
obstructive cronice, boli cronice autoimune), tratamentul nu trebuie oprit.

* Deteriorarea starii pacientului, care a fost diagnosticat initial cu COVID-19 fara un curs sever, este o
indicatie pentru inceperea terapiei cu glucocorticoizi.
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* Severitatea si fazele COVID-19 (Solinas C., Perra L., Aiello M.et al. 2020)



Recomandari GC in baza metaanalizei studiilor clinice
randomizate

Calea de administrare: In tratamentul COVID-19, GC pot fi administrati atat inter, cat si i/v
Dozare: doza de 6-20 mg/zi de dexametazona sau 0,5-2 mg/kg de metilprednisolon

6 mg dexametazona este echivalenta cu o doza zilnica totala de 150 mg de hidrocortizon (de exemplu,
50 mg la fiecare 8 ore), 32 mg de metilprednisolon (de exemplu, 8 mg la fiecare 6 ore sau 16 mg la
fiecare 12 ore) sau 40 mg de prednisolon, prednison. Utilizarea medicamentelor intr-o doza unica pe zi
poate avea un efect pozitiv asupra compliantei la regimul de tratament.

Initierea traatmentului: saptamana a II-a de la debutul simptimelor (8-14 zi)
Durata tratamentului: Durata recomandata a tratamentului GC pentru COVID-19 de pana la 7-10 zile.

Monitorizare: nivelul glicemiei trebuie monitorizat la pacientii care iau GC, indiferent daca au fost
diagnosticati anterior cu diabet zaharat.

Masuri de precautie suplimentare:

*+in functie de situatia clinica si epidemiologica, Tnainte de initierea tratamentului cu GC, trebuie luat in
considerare riscul de exacerbare a simptomelor unei infectii deja existente (de exemplu, stronghiloidoza).

< In cazuri justificate (regiunea endemici a bolii, istoric), terapia cu GC poate fi insotitd de un diagnostic
adecvat sau de un tratament empiric.

**Nu este clar ce efect au GC sistemici asupra replicarii virale, precum si asupra imunitatii si a riscului de
complicatii infectioase, care pot afecta supravietuirea la 28 de zile de la debutul bolii. Datorita lipsei de
date, ar trebui sa se acorde prudenta si atunci cand se generalizeaza recomandarile pentru grupurile
subreprezentate in studiile analizate, cum ar fi copiii, pacientii imunocompromisi si pacientii cu
tuberculoza.



Dozele glucocorticoizilor la pacientii cu COVID-19

Preparat ul Formade . o
P . Regimul de dozare Contraindicatii
(DCI) livrare ’

Fiole 40 1 mg/kg i/v fiecare 12 ore timp de 3 zile cu micsorarea treptata a dozei
mi cu 20-25% fiecare 1-2 zile timp de 3-4 zile, apoi cu 50% fiecare 1-2 zile
mg/m péanai la suspendarea deplina. La progresarea sindromului de activare a
flacoane | macrofagilor (majorarea nivelului feritinei, PCR, dezvoltarea citopeniei)
pulbere metilprednisolonul se va administra dupa schema — 120-125 mg i/v C_U precautie in:
liofilizata | fiecare 6-8 ore sau dexametazona céte 20 mg / i/v in 2 prize timp de cel Dlab(’:t zaharat
Metilprednisolon 250 mg putin 3 zile cu micsorarea treptata ulterior (reducerea dozelor Obezitate
metilprednisolonului/dexametazonei cu conditia micsoririi nivelului Semne de infectie
feritinei cu cel putin 15%). bacteriana activa
Dereglari trombotice
6-12 mg — doza unica dimineata dupa masa
Comprimate | cu 12 ore inainte de initierea micsoririi dozei metilprednisolonului i/v
4si16 mg |timp de 7 zile, din a 8-a zi micsorarea treptati cu 2 mg/zi
Fiole 0.4% 1 20 mg/zi i/v timp de 3 zile sau 6 mg/zi timp de 10 zile cu micsorarea
Dexametazona . ’ treptata a dozei cu 20-25% la administrare fiecare 1-2 zile timp de 3-4
si 2 ml . . A A . <
’ zile, apoi cate 50% fiecare 1-2 zile pana la suspendarea deplina
Fiole 25 mg .
: . I/v prin bolus 50-100 mg cu administrarea lenti ulterioara timp de 1
Hidrocortizon Flacoane 50 9 . . . Lo
100 ora a dozei de 200 mg numai la dezvoltarea insuficientei suprarenale
s mg

* Utilizarea suplimentara a inhibitorilor IL-6 in aceleasi doze peste 12 ore:
absenta sau insuficienta efectului clinic (nu scade febra) sau
absenta micsordrii concentratiei PCR < 30-50% de la initial , si/sau
Absenta micsorarii concentratiei D-dimerilor, fibrinogenului sau feritinei.




Antagonistii IL-6.

IL-6 este mediatorul major in furtuna citokinelor, iar nivelul ei coreleaza cu severitatea si
rezultatul SDRA, precum si cu sarcina virala SARS-CoV-2 si riscul de dezvoltare a
pneumoniei fatale.

Actualmente sunt propusi: inhibitorii receptorilor IL-6 (tocilizumab, sarilumab) si inhibitori
IL-6 (siltuximab, clazakizumab, sirukumab).

Tocilizumabul:

este o imunoglobulina umanizata care blocheaza receptorul IL-6.

este eficient in suprimarea sindromului furtunii de citokine, asociat cu forma severa sau
critica de COVID-19.

Tn studiile clinice s-a raportat ci la pacienti cu COVID-19 forma severa sau critica,
tocilizumabul a determinat: micsorarea febrei, ameliorarea simptomelor clinice si a
saturatiei de oxigen, evolutia markerilor inflamatiei
Antagonistii IL-6 cresc riscul de infectii, de aceea trebuie folositi cu precautie la pacientii cu
evolutie severa si incarcare virala marcata impreuna cu tratamentele antivirale.
S-au constatat si alte reactii adverse, inclusiv perforatia intestinala si infectiile oportuniste.
Cu toate acestea, dovezile actuale sunt insuficiente pentru a sustine utilizarea tocilizumab
in afara studiilor clinice.

Liu B.et al., 2020; Toniati P.et al., 2020; Xu X.et al., 2020; Jamilloux Y.et al., 2020; Delang L.et al., 2020


https://www.unboundmedicine.com/medline/?st=M&author=Toniati P
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Xu X[Author]&cauthor=true&cauthor_uid=32370766
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Jamilloux Y[Author]&cauthor=true&cauthor_uid=32376392

Antagonistii TNF-a (etanercept)
Argumentele pentru utilizarea antagonistiilor TNF in COVID-19 se
reduc la:

»neutralizarea TNF ofera protectie impotriva infectiei SARS-CoV in
conditii experimentale;

»inducerea scaderii rapide a concentratiilor IL-6 si IL-1 la pacientii
cu artrita reumatoida activa;

»declansarea reducerii moleculelor de adeziune si factorului de
crestere endoteliala vasculara;

»diminuarea migrarii leucocitelor catre tesuturile inflamate datorita
reducerii moleculelor de adeziune si chemokinelor cu micsorarea
exudatului.

*Se sugereaza ca evaluarile initiale ale inhibitorilor TNF trebuie facute
la pacientii cu boala moderata, cat mai curand posibil dupa internarea
lor in spital [Jamilloux Y.et al., 2020; ].



https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Jamilloux Y[Author]&cauthor=true&cauthor_uid=32376392

Model fiziopatologic al imunotrombizei in COVID-19
(Henry BM.et al.,2020).
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Mecanisme de formare a trombilor Tn COVID-19 (baTetal. 2020).
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SARS-CoV-2 infecteaza monocite/macrofage si celule endoteliale vasculare, cele doua verigi ale ciclului
vicios al formatiei trombului.

Monocitul/macrofagul infectat exprima factorul tisular la suprafata si initiaza cascada de coagulare.

Lezarea endoteliului expune colagenul cu initierea cascadei de coagulare pe cale intrinseca.

Factorul VIII, eliberat a celulelor endoteliale infectate, si factorul von Willebrand (VWF), eliberat din corpul
Weibel — Palade, accelereaza coagularea. VWF eliberat stimuleaza agregarea plachetara si VWF neobisnuit
de mare (ULVWF) activeaza aderenta trombocitelor la celula endoteliala.

Aceste modificdri protrombotice multifactoriale au ca rezultat tromboza arteriald, venoasd si microvasculara



Preparatele utilizate in dereglarile tromboembolice

Anticoagulantele:

Heparina nefractionata;

HMMM: enoxaparina, dalteparina, bemiparina, nadroparina etc.;
Pentazaharide: fondaparinux;

Antagonistii directi ai trombinei: dabigatran etc.

Antagonisti directi ai Fxa: rivaroxaban, apixaban, endoxaban etc.;

YV V V VYV V V

Antagonistii vitaminei K: warfarina, acenocumarol etc.;
Antiagregantele:

Inhibitorii ciclooxigenazai: acidul acetilsalicilic etc.;
Inhibitorii fosfodiesterazei: dipiridamol, pentoxifilina etc.;
Blocantele rec GP lib/ll1a: abciximab, tirofiban etc.:

Blocantele rec. ADP (P2Y12) si expunerii receptorilor GP Iib/IIla : ticlopidina,
clopidogrel, ticagrelor, prazugrel,

« Fibrinoliticele: streptochinaza, anistreplaza, nasaruplaza etc.
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Anticoagulantele in COVID-19

Efectul antiviral al heparinei si HMMM

» heparinele concureaza eficient cu sulfatul de heparan si prin aceasta atenueaza
atasamentul viral si infectia celulara;

» produce schimbari in domeniul de legare a Ssubunitatii S1 SARS CoV-2 cu
receptorul ECAZ2;

» inhiba proteoliza proteazelor celulare, serin proteaza transmembranara a suprafetei
celulare (TMPRSS), catepsinele, factorul Xa, furina, tripsina, necesare pentru
aderenta subunitaitii S2 si fuziunea in celuli;

» inhiba factorul Xa, care faciliteaza activarea intrarii SARS-CoV in cellule;
Efectul antiinflamator al heparinei si HMMM

blocheaza P-selectina,

implicarea trombocitelor si neutrofilelor,

inhiba raspunsul neutrofilelor

reduc eliberarea de IL-1p, IL-6, E-selectina si ICAM-1.

Citokinele joaca un rol important in inflamatie si au efect direct asupra moleculelor
plasmatice, eritrocitelor si a trombocitelor= hipercoagulabilitate si afectarea fibrinolizei
sunt de obicei marcile comerciale ale mai multor afectiuni inflamatorii.
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Potentialele mecanisme benefice ale heparlnellHMMM care stau la baza tratamentului pacientilor cu COVID-19
(Buusers B.et al., 2020).
1. Reducerea intrarii virale. S-a demonstrat ca sulfatul de heparan si heparina / LMWH interactioneaza cu glicoproteina S SARS-CoV-2.
2. Heparina /HMMM inhiba activitatea heparanazei, care este crescuta in COVID-19 si asociata cu severitatea bolii.

3. Neutralizarea efectului biologic al chemokinelor si citokinelor. Heparina /HMMM interactioneaza cu chemokine si citokine, inclusiv
cele produse in ,,furtuna de citokine” din COVID-19.

4. Interferenta cu migrarea leucocitelor. Neutralizarea prin heparina/HMMM a chemokinelor si citokinelor poate avea impact asupra
recrutarii si migrarii leucocitelor catre locurile de inflamatie, fie prin neutralizarea chemokinei si citokinelor, fie prin interactiunea
directa cu liganzii de suprafata a leucocitelor, adica selectinele si integrinele, pentru a preveni atasarea leucocitelor, si extravazare.

5. Heparina /HMMM manifesta efect anticoagulant prin legarea anti-trombinei I11.

6. Neutralizarea histonelor citotoxice extracelulare. Heparina/HMMM actioneazi ca un compus neutralizant pentru histone prin
interactiuni ionice ale grupurilor chimice incircate negativ cu histonele extracelulare incircate pozitiv eliberate in timpul COVID-19.



Preparatele anticoagulante pentru tratamentul pacientilor adulti cu COVID-19

Preparatul Doza profilactica Doza intermediara Doza curativa

I/v perfuzie sub controlul activitatii anti-Xa (TPAT se poate
S/c 7500 UA majora in COVID-19, de aceea poate fi parametru nesigur).
2-3 ori/zi. Doza initiala in complicatiile tromboembolice venoase —i/v
bolus 80 UA/kg (maxim 5000 UA) si perfuzia cu viteza initiala
de 18 UA/kg/ora.

Heparina nefractionata 5/ 5000 UA 2-3 ori/zi.

. . S/c 5000 anti-Xa Ul MoaKoxkHo 5000 anti-Xa Ul S/c 100 anti-Xa Ul/kg
*
Dalteparina de natriu 1 datd/zi. 2 ori/zi.** 2 ori/zi
MS/c 3800 anti-Xa Ul
(0,4 ml) 1 data/zi la masa <70 kg sau MoaKoxkHo 5700 anti-Xa Ul .
Nadroparina de calciu* 5700 anti-Xa Ul (0,6 mn) 2 orifzi.** 5/c 86 anti-Xa Ul/kg

(0,6 ml) 1 data/zi 2 ori/zi

la masa>70 kg.

5/c 4000 anti-Xa Ul S/c 100 anti-Xa Ul (1 mg/kg) 2 ori/zi,

Enoxaparina de natriu* S/a40L0 antl-Xva U.I (40 mg) %OEI/ZI; posibil majorarea La clearensul creatininei 15-30 ml/min 100 anti-Xa Ul
(40 mg) 1 datd/zi dozei pana la 50 Ul (0,5 mg/kg) (1mi/kg) 1 dat3/zi
2 orifzi.** 8 '
. . S/c 0,3 ml (3200 aHTK-Xa ME) nam 0,4 S/c 0,3 ml . .
* - 2
Parnaparina de natriu wr (4250 anTi-Xa ME) 1 dat3/zi (3200 anti-Xa Ul) 2 ori/zi S/c 0,6ml (6400 anti-Xa Ul) 2 ori/zi
. . Tratamentul complicatiilor tromboembolice venoase:
Fondaparinux natriu* S/c 2,5mgr o e Ay 2 /s
1 datd/zi 5mg 1 data/zi la masa pana la 50 kg; 7,5 mg 1 datd/zi la masa

50-100kgr; 10 mg 1 data/zi la masa peste 100 kg.

*in caz de insuficienta renala grava contraindicat;

** nu este o determinare a dozelor intermediare.

Monitorizarea de rituna a anti-Xa in sdnge la administrarea s/c nu este necesara. Poate fi utild la ajustarea dozelor la pacientii cu risc de hemoragii si/sau
tromboza. Valorile pentru scopurile profilactice constituie 0,2-0,6 anti-Xa UA/ml, curative - 0,6-1,0 anti-Xa UA/ml. La utilizarea HMMM pentru
determinarea activititii anti-Xa sdngele se colecteazi peste 4-6 ore dupa administrarea preparatului (optimal dupa 3-4 iniectii). La administrareas/ca
heparinei nefractionate — la mijlocul dintre iniectii, iar la i/v — peste 6 ore dupa administrarea fiecirei doze.



Antagonistii directi ai factorului Xa si infectia SARS CoV-2
(rivaroxaban, apixaban, edoxaban, betrixaban etc.).

La pacientii cu COVID-19 s-a constatat o stare de hipercoagulabilitate manifestata prin
nivelurile crescute de D-dimer si fibrinogen, prelungirea timpului de protrombina.

S-a raportat ca acesti parametri ai hemostazei coincideau cu majorarea semnificativa in
stadiul sever al bolii a markerilor inflamatiei: proteina C reactiva, feritina, interleukine (IL-
1B, IL-6), proteina chimiotratanta monociarta-1 (MCP-1), factorul de stimulare a coloniilor
de granulocite (G-CSF), chemokina CXC ligandul-10 (CXCL-10), chemokina C-C ligandul 3
(CCL3), factor de necroza tumorala alfa (TNF-a) etc.

Tn procesele de hipercoagulabilitate factorul Xa (FXa- serind proteaza) joaca un rol crucial
prin inducerea formarii trombinei si ulterior a trombusului. S-a raportat ca FXa influenteaza
procesele de inflamatie si infectii virale.

Tn acest context inhibitorilor directi ai FXa li se atribuie o serie de efecte farmacologice,
precum activitate anticoagulanta, antiinflamatoare si antivirala , date ce pot avea un
potential terapeutic semnificativ pentru pacientii cu COVID-19, in special in stari critice

Inhibitorii directi
ai Factorului X
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Iba T.et al., 2020).
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Activitatea anticoagulanta a inhibitorilor directi FXa.

Inhibitorii directi ai FXa:
“*sunt inhibitori competitivi si foarte selectivi;
“s*spre deosebire de heparine, inhiba direct (fara antitrombina) atat FXa liber, cat
si FXa legat de cheag;
<in comparatie cu alte clase de anticoagulante (warfarina, heparine si inhibitori
directi ai trombinei) prezinta un risc relativ mai mic de hemoragie, desi exista
antidot - andexanet alfa.
“*mai rar se asociaza cu o hipercoagulare rebound, stare mai frecventa pentru
heparine si inhibitori directi ai trombinei.
“sprezinta interes semnificativ in tratarea pacientilor cu COVID-19 in stare
critica datorita dezvoltarii rezistentei la heparina.

Cumularea dovezilor asupra eficacitatii si sigurantei inhibitorilor FXa pot juca
un rol major in tratarea coagulopatiilor= sa atenueze manifestarile bolii si sa
reduca rata mortalitatii pacientilor cu COVID-19.

(Al-Horani R.A.2020).



Activitatea antiinflamatoare si antivirala
a inhibitorilor directi ai FXa.

Activitatea antiinflamatoare. S-a constatat ca FXa joaca un rol substantial in inflamatie prin:
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functionarea ca mediator al inflamatiei;

stimularea productiei de celulele endoteliale a citokinelor (IL-6, IL-8 si MCP-1);

expresia moleculelor de adeziune (E-selectinei, moleculei de adeziune intercelulara -1 si molecula
de adeziune a celulelor vasculare-1);

cresterea aderentei leucocitelor la celulele endoteliale;

amplificarea actiunii trombinei de mobilizare de calciu si reactiilor proinflamatorii ale celulelor
endoteliale;

stimularea raspunsurilor proinflamatorii si profibrotice.

Aceste date semnalizeaza ca FXa este implicat in patogeneza mai multor maladii inflamatoare, bolile cardiovasculare,
nefropatia diabetica si cancerul

Activitatea antivirala. Virusul SARS-CoV-2 prin subunitatea S2 asiguri fuziunea virusului cu membrana celulei
gazda printr-o activare proteolitici mediata de proteazele gazda (furina, proteaza transmembranara serina 2
(TMPRSS2), catepsinele lizozomale si alte, precum FXa), care rup legitura dintre subunititile S1 si S2.

Inhibitorii directi ai FXa:

>

>
>

Pot bloca intrarea virala a SARS-CoV in celulele gazda prin prevenirea clivajului proteinei S in
subunitatile S1 si S2, cu prevenirea intrarii coronavirusului in celulele umane.

pot fi ca potentiali inhibitori ai TMPRSS2.

pot promova o activitate antivirala directa impotriva unei game de virusi ARN si ADN prin
blocarea etapei de intrare virala si posibil prin alte mecanisme,

Aceste date ce ofera beneficii terapeutice suplimentare la pacientii cu COVID-19.

(Al-Horani R.A.2020).



Antiagregantele in tratamentul Covid-19

SARS-CoV-2 infecteaza celulele endoteliale utilizand receptorii ECA2, care
sunt exprimate pe scara larga pe paturile vasculare ale diferitelor organe
(rinichi, inima, creier, intestin si ficat) = endoteliita limfocitara =
inflamatie si disfunctie endoteliala = aderenta si agregarea trombocitelor =
proces tromboinflamator.

In infectiile virale trombocitele activate elibereazi molecule proinflamatorii
(citokine, chemokine, grupul 1 cu mobilitate ridicata, metaloproteinaze si P-
selectind)= rularea, aderenta si recrutarea neutrofilelor = degradarea
proteinelor matricei extracelulare si activarea ulterioara a endoteliului si
generarea trombinel.

Prin urmare este rationala utilizarea unor terapii specifice pentru
stabilizarea endoteliului si a trombocitelor in timpul replicarii virale, in
special cu terapia antiplachetara, precum si cu medicamente
antiinflamatoare (GC) si anti-citokinice (tocilizumab, anakinra, reparixin,
canakinumab, inhibitor de interleukina-1f si interferon-p1).

Godino C.et al. Antithrombotic therapy in patients with COVID-19? -Rationale and

Evidence. Int J Cardiol. 2020 Sep 28:50167-5273(20)33894-8



Antitroomboticele in COVID- 19
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COX = cyclooxygenase; HSPG = heparan sulfate proteoglycan; MMPs = matrix
metalloproteinases; NF-kb = nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells;
SARS-COV-2 = severe acute respiratory syndrome coronavirus 2; TNF = Tumor necrosis
factor.

Celuld umana

Godino C.et al. Antithrombotic therapy in patients with COVID-19? -Rationale and Evidence.
Int J Cardiol. 2020 Sep 28:50167-5273(20)33894-8



Interactiunea preparatelor antitrombotice cu
medicamentele utilizate in Covid-19

Preparatul Favipiravir Hidroxiclorochina Tg;irliilil:;gib’ Baricitinib Dexametazona Azitromicina
Acenocumarol VAN PARN \L ALY T Nu sunt date
Apixaban VRN T \L AN \L Nu sunt date
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Dabigatran PAEN T AN PAEN \L T
Dipiridamol > P2EN ALY PARN Nu sunt date
Enoxaparina VRN PN PN PARN >
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nel?r%%?ig?\gté <~ <~ <~ <~ T
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Rivaroxaban PARN T \L PARN \L T
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T Creste expozitia preparatului antitrombotic lepeels A B B e ceE e
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. . . . monitorizarea
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Interactiunea preparatelor e putin posibila

<—> | Nu influenteaza expozitia preparatului antitrombotic Preparatele nu interactioneaza



Plasma Convalescenté. [Rojas M.et al., 2020; Wooding D.J.et al., 2020].

Plasma contine un amestec de anticorpi monoclonali (ACM), saruri anorganice,
compusi organici, apa si mai mult de 1000 de proteine, inclusiv albumina,
imunoglobuline, complement, factori de coagulare si antitrombotici.

Se presupune ca plasma de la donatori sanatosi ofera efecte imunomodulatoare prin
infuzia de citokine antiinflamatoare si anticorpi care blocheaza complementul,
citokinele inflamatoare si autoanticorpii.

Acesti factori pot influenta efectul imunomodulator al plasmei convalescente la

pacientii cu COVID-19
B. PLASMA CONVALESCENTA A. EFECTE ANTIVIRALE
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Rojas M[Author]&cauthor=true&cauthor_uid=32380316

Efectele plasmei convalescente

Imunitatea pasiva determinata de plasma covalescenta (PC) se datoreaza:

*Anticorpii monoclonali (ACM):
Usunt cruciali in eliminarea virusului si au fost considerate esentiale in protejarea impotriva bolilor
virale;
Qin SARS-CoV si MERS - ACM se leaga de proteina de legare a receptorului spikel (S1-RBD),
domeniul S1-N-terminal si S2 = inhiba intrarea si fuziunea= limitind amplificarea virala.
dpot activa complementul, citotoxicitatea celulara dependenta de anticorpi si /sau fagocitoza.
Ula pacientii recuperati cu SARS-CoV-2 s-au depistat variatii ale titrilor ACM, aproximativ 30%
dintre pacienti nu au dezvoltat titri mari de ACM dupa infectie, posibil fiind asociate cu varsta,
numarul de limfocite si nivelul proteinei C reactive din sange, sugerand ca alte componente din plasma
contribuie la recuperarea acestor pacienti.
Ua aritat ca donatorii recuperati din infectia cu COVID-19 aveau titri de anticorpi specifici SARS-
CoV-2 variind intre 1.800 si 16.200 si titrurile ACM- intre 80 si 480.
U Titrurile ACM la pacientii infectati cu SARS-CoV-2 au fost sciazute inainte de debutul zilei 10 dupa
boala si apoi au crescut, cu un maxim din a 10 pana la 15 zile dupa debutul bolii, rimanéand stabil dupa
aceea la toti pacientii.
*Alti anticorpi de protectie, inclusivimunoglobulina G (IgG) si imunoglobulina M (IgM), care se leaga
de virus, dar nu afecteaza capacitatea acestuia de a se replica, ar putea contribui la profilaxie si/sau la
imbunatatirea recuperarii;

(Rojas M.et al., 2020).



Utilizarea plasmel reconvalescente

Cerinte fata de donator*

> Varsta - 18-55 ani;
> Masa peste 50 kg;
> Peste 14 zile dupa disparitia simptomelor;

> 2 rezultate negative la prezenta ARN SARS CoV-2 in
lavajul orofaringean la un interval de 24 ore;

> Activtatea de neutralizare a plasmei in dilutie 1:160 (in
absenta donatorului cu nivelul necesar e posibil si o
plasma de 1:80);

> Concentratia proteinelor totale in sdnhe de nu mai putin
de 65 g/l;
> Interval intre donatii de 14 zile.

Indicatii clinice

Simptome clinice
1.De la 3 panala 7 zile

-In cazul stérii grave a pacientului cu rezultat pozitiv de
laborator la SARS-CoV-2;

-In stare de gravitate medie cu manifestéri ale SDRA.
2. Peste 21 zile

in caz de ineficacitate a terapiei efectuate si rezultat pozitiv
la ARN SARS-CoV-2.

Contraindicatii in utilizare

» Reactii alergice in anamneza la proteinele plasmatice sau
citrat de natriu;

> Pacientilor cu maladii autoimune sau deficit selectiv de
IgA in anamneza e necesar de analizat probabilitatea
reactiiloe adverse posibile.
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*interaction idenfified by in silico studies

Prezentarea schematica a ciclului de viata al SARS-CoV-2 in celula gazda si a siturile presupuse de actiune a famotidinei (Ennis M, Tiligada
K.,2020).

(@)Atasarea si intrarea virusului in celula gazda necesita interactiunea enzimei de conversie a angiotensinei 2 (ACE2) cu glicoproteina S virala,
care este procesata de serin proteaza celulara transmembranara 2 (TMPRSS2).

(@)Dupa fuziunea virala cu membrana citoplasmatica a celulei tintd, ARN-ul genomic monocatenar cu sens pozitiv [(+) gARN] al virusului este
eliberat in citoplasma gazda;

(@)ribozomii celulei gazda transforma ORF1a si 1b in poliproteinele ppla si pplab.

(@)Acestea sunt scindate de proteazele asemanatoare papainei virale (PLpro) si 3C-asemanatoare (3CLpro) pentru a genera 16

proteine nestructurale (nsps), inclusiv ARN polimeraza dependenta de ARN (RdRP), un constituent central al complexului de replicare-
transcriptie (RTC).

(@) In timpul replicarii, ARN-ul genomic cu sens negativ [(-) gARN] serveste drept sablon pentru (+) gARN,

(@)in timp ce ARN-urile subgenomice imbricate [(+) sgRNA] produse prin transcriptie fragmentata prin intermediari cu catend negativa [( -)
SGRNA] sunt traduse in proteine structurale si accesorii SARS-CoV-2.

(@)Nucleocapsidele asamblate din ARNc incapsulat de proteina N si proteinele structurale S, E si M inserate in reticulul endoplasmatic se
deplaseaza de-a lungul caii secretorii;

(@) formeaza virioni maturi care sunt transportati la suprafata celulei in vezicule;

(@)cliberarea virionilor din celula infectata prin exocitoza.
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Terapia antibacteriana in COVID-19

Se indica la prezenta semnelor convingatoare de asociere a infectiei bacteriene (majorarea
procalcitoninei peste 0,5 ng/ml, leucocitoza> 10x10%L, sputa purulentd) cu luarea in consideratie a
starii paceintului, riscului contaminarii cu m/o rezistente; rezultatetle diagnosticului microbiologic. E
rational de utilizat formele perorale, terapia in trepte.

La pacientii in stare critica se

recomanda terapia combinata:

Aminopeniciline protejate;
Cefalosporinele Il generatie

+ azitromicina sau

claritromicina.
Sau

* Fluorchinolonele
resporatorii +

Cefalosporinele
generatie

La pacientii cu risc de infectare
cu

Ps. aeruginosa se recomanda
asocierea B-lactaminelor cu
activitate antipseudomonazica
(piperacilina/tazobactam,
meropenem, doripenem,
imipenem-+cilastatind) cu:

* Ciprofloxacina sau
levofloxacina;

* aminoglicozide lI-lllgeneratie si
macrolide;

* fluorchinolone respiratorii.

Categorii separate de pacienti
(interventii chirurgicale recente,
aflarea in azilurile pentru batrani,
cateter intravenos permanent, dializa):

Antibiotice antistafilococice
(ceftarolina, vancomicina),
chimioterapice sintetice
antistafilococice (linesolid )

+

Fluorchinolone respiratorii

in caz de ineficienta clinicd, dezvoltarea infectiilor nozocomiale — ceftolozolan+tazobactam,
piperacilina+tazobactam, cefepim+sulbactam, ceftazidim+avibactam, tigeciclina, aztreonam, amicacina,

telavancina etc.).



Vitaminele in Covid-19

Vitamina C:

efecte pleiotrope in modularea sistemului imun prin:

stimularea productiei de IFN,

sustinerea proliferarii limfocitelor

cresterea capacitatii fagocitare a neutrofilelor

proprietatile antioxidante;

protejeaza functia barierei pulmonare si reduce leziunile vasculare pulmonare
prin reducerea raspunsurilor inflamatorii si modificari ale coagulabilitatii;
reduce gradul de insuficienta poliorganica si atenueaza nivelurile
biomarkerilor de leziuni circulante (Zhang J.et al., 2020).

Vitamin D:

moduleaza sistemul imunr innascut si adaptativ cu reducerea susceptibilitatii
la infectie;

mecanismul vitaminei D include: inducerea peptidelor antimicrobiene
(catelicidine, defensine) care pot reduce rata de replicare virala si impiedica
citokinele pro-inflamatorii. (Zhang J.et al., 2020).
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Ingrijire suportivi

Cinetica si intensitatea raspunsului antiviral sunt decisive in evolutia COVID-19. In COVID-19,
forma usoara pana la moderata, raspunsul antiviral timpuriu, in mare parte interferonul de tip I
(IFN), permite reducerea rapida a incarcaturii virale si previne depletia celulelor T si
hipercitokinemia. In COVID-19, forma severa, raspunsul antiviral intarziat (linia verde continua)
sau scazut (linia verde intreruptd) determina valori ridicate de citokine / chemokine pulmonare,
raspunsuri virus-specifice inadecvate a celulelor T si deteriorare clinica acuta. Sunt propuse
perioade optime pentru interventii terapeutice.



si interventiile medicamentoase
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[ Remdesivir (i/v) }

[ Vitamina C + Vitamina D + Quercetina + Zinc ]




Evolutia coronavirusurilor
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Originile Coronavirusurilor.

Coronavirusul este cel mai proeminent exemplu de virus emergent care a trecut bariera
speciilor de la animale salbatice la oameni, cum ar fi SARS si MERS. Originea SARS-
CoV-2 este, de asemenea, suspectata de la o gazda intermediara de animale. Posibilitatea
de a trece din nou bariera speciei pentru a patra oara nu poate fi exclusa.

(Dhama K., Khan S., Tiwari R.et al. Coronavirus disease 2019 —COVID-19. Clin Microbiol Rev.
2020; 33: e00028-20. doi.org/10 .1128/CMR.00028-20)



EVMS CRITICAL CARE COVID-19 MANAGEMENT PROTOCOL
Developed and updated by Paul Marik, MD Chief of Pulmonary and Critical Care
Medicine Eastern Virginia Medical School, Norfolk, VA October 22nd, 2020

Assessment of Evidence for COVID-19-Related Treatments: Updated 11/19/2020
ASHP's patient medication information is available at
http://www.safemedication.com/.
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Preparatele surfactantului:

l. Naturale: . .
A. Nemodificate: . Sintetice:
v alveofact; “*pumactant (ALEC);
¥ surfactant-BL; *»colfosceril (exosurf);
v salfarctant (infasurf) *Lucinactant (Sinapultide,
B. Modificate: .
Surfaxin);

» Surfactant TA (Surfacten);
» Beractant (Survanta);

» Poractant alfa (Curosurf) ;
» Surfactant HL10

C. Umane:

dsurfactant-HL;

A fluid amniotic.

**Lusupultide (Venticute).



Indicatiile preparatelor surfactantului

Deficienta si/sau modificarile calitative ale surfactantului au fost
descrise in:

s*sindromul de detresa respiratorie neonatal,
“*sindromul de leziuni pulmonare acute,
s*sindromul de detresa respiratorie acuta la adulti,
“*pneumonia,
»atelectazie,
“»fibroza cistica a pancreasului,
“salveolita fibroasa idiopatica,
“*leziuni ale plamanilor prin radiatii,
“~astm bronsic,
“*bronhopneumopatia obstructiva cronica (BPOC),
“*sarcoidoza, tuberculoza etc.



>

Surfactantul si SARS-CoV-2

Infectia virala si distrugerea celulelor alveolare atrag celulele imune cu o reactie
inflamatorie exudativa alveolara excesiva si interstitiala.

Furtuna de citokine si chemokine determina distrugerea tesutului pulmonar cu
dezvoltarea sindromului de detresa respiratorie acuta severa (SDRA).
SARS-CoV-2 intra in celule prin receptorul enzimei de conversie a angiotensinei 2
(ACE2), extrem de exprimat pe suprafata apicala a epiteliilor cailor respiratorii,
indeosebi celulele alveolare de tip Il cu distrugerea lor.

Deteriorarea celulelor alveolare de tip Il reduce drastic productia de surfactant
pulmonar si secretia in spatiul alveolar, urmata de atelectazie datorata
disfunctiei surfactantului pulmonar care reduce in continuare complianta
pulmonara = o oxigenare redusa a sangelui, pneumonie, fibroza pulmonara,
edem, diminuarea regenerarii =la insuficienta respiratorie.

SARS-CoV-2 induce distrugerea celulelor alveolare de tip Il si produce o
limfocitopenie cu eliberare masiva de citokine = duce la insuficienta pulmonara
si deces in cazurile severe de pacienti cu COVID-19.



L)

Surfactantul si SARS-CoV-2

Fractia lipofila a surfactantului pulmonar are proprietati
antiinflamatoare la aplicarea intratraheala in pulmoni, cu reducerea
TNF-a si IL-6, care sunt crescute la pacientii cu COVID-19 grav afectati.
Efectele benefice ale terapiei cu surfactant la pacientii cu SDRA
asociati cu COVID-19 sunt de conceput, mai ales atunci cand sunt
aplicate la inceputul strategiei de tratament impotriva insuficientei
pulmonare.

Datorita datelor insuficiente a efectelor antiinflamatoare si de protectie
a plamanilor si a nevoii urgente de terapie de sustinere a plamanilor,
se poate propune tratamentul adjuvant al pacientilor cu pneumonie
COVID-19 pe terapii intensive cu surfactanti pulmonari naturali in plus
fata de standardul actual de tratament cu terapie intensiva SDRA.
Dovezile actuale sugereaza ca acest lucru ar creste oxigenarea
sangelui, ar reduce edemul pulmonar si ar ameliora reactia
inflamatorie excesiva gasita in autopsiile pulmonare ale pacientilor cu
COVID-109.



Plaman tratat / normal COVID-19 asociat cu SDRA
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Surfactantul pulmonar este produs COVID-19 se caracterizeaza prin infiltrare masiva de
de celulele alveolare de tip II. macrofage, activarea macrofagelor alveolare tisulare

si 0 potentare a productiei de citokine in plamani
(,furtuna” de citokine), ceea ce duce la distrugerea
celulelor alveolare de tip Il care produc surfactanti,
ceea ce agraveaza situatia prin pierderea
surfactantului pulmonar antiinflamator, anti-fibrotic.
Surfactantul exogen poate reduce inflamatia si astfel
poate restabili supravietuirea pulmonara.



