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INTRODUZIONE



I coronavirus sono virus inviluppati a singolo filamento positivo di RNA che
causano principalmente infezioni del tratto respiratorio superiore e
dell'apparato digerente. Appartengono a questo gruppo di virus SARS-CoV e
MERS-CoV, virus associati rispettivamente alla sindrome respiratoria acuta CoV
e alla sindrome respiratoria mediorientale CoV, che si sono verificate come
focolai rispettivamente nel 2002 e nel 2013. Entrambe le malattie presentarono
gravi complicazioni, tra cui polmoniti gravi e bronchioliti [1]. [ coronavirus
appartengono alla sottofamiglia Coronavirinae, alla famiglia Coronaviridae e
all’'ordine Nidovirales, che puo essere suddiviso a sua volta in 4 generi:
alphacoronavirus (a-CoV), betacoronavirus ($-CoV), gammacoronavirus (y-CoV)
e deltacoronavirus (8-CoV). Esistono sette tipi di coronavirus noti per causare
infezioni nell'uomo, che includono 229E (a-CoV), NL63 (a-CoV), 0C43 (3-CoV),
HKU1 (B-CoV), MERS-CoV (3-CoV), SARS-CoV (3-CoV) e il recente SARS-CoV-2 (-
CoV) (Figura 1) [2]. Questi ultimi 3 virus possono colpire il sistema respiratorio,
il sistema gastrointestinale, il sistema epatico e quello nervoso arrivando a
causare insufficienza respiratoria e multiorgano con successiva morte dei

pazienti nei casi piu gravi [3].
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Figura 1. Tassonomia dei coronavirus dell'uomo. [4]

COVID-19 e la malattia respiratoria causata da SARS-CoV-2. La modalita di
trasmissione piu rilevante di questo virus € quella aerea, attraverso 'inalazione
di goccioline provenienti dalle vie respiratorie (aerosol) di un soggetto infetto [5].
Anche se la maggior parte delle persone infette risulta asintomatica o presenta
sintomi lievi, sia i pazienti sintomatici che asintomatici possono presentare una
carica virale simile ed entrambi possono essere infettivi. Il periodo di incubazione
medio (dall'infezione all'insorgenza dei primi sintomi) e di circa 5,1 giorni,
mentre il 97% dei pazienti sintomatici sviluppa segni di malattia entro 11,5 giorni
[6]. Il numero di riproduzione di base (Ro) di SARS-CoV-2 é stato stimato essere

intorno a 3,28, un valore superiore rispetto a quello di SARS-CoV [7].



Nel caso in cui l'ingresso di SARS-CoV-2 nell’ospite induca una forte risposta
immunitaria, tale da consentire un immediato controllo dell'infezione virale, il
paziente non sviluppa sintomi gravi. Se il sistema immunitario, al contrario, non
riesce ad eliminare il virus, il paziente sviluppa sintomi severi, che includono
polmonite virale con dispnea, che puo portare a gravi complicazioni
potenzialmente letali. Nei casi piu gravi si manifesta la sindrome da distress
respiratorio acuto (ARDS), spesso complicata da tromboembolia polmonare, che

porta alla morte [8].

Comparsa e diffusione di SARS-CoV-2

Il primo caso di infezione da COVID-19 é stato segnalato a dicembre 2019 nella
citta di Wuhan, provincia di Hubei, Cina [9] da dove poi si e diffusa a livello globale
fino a essere dichiarata dall’lOMS come la prima pandemia causata da coronavirus
[10]. A dicembre del 2019, diverse strutture sanitarie a Wuhan, hanno segnalato
diversi gruppi di pazienti che presentavano una polmonite di origine sconosciuta.
Analogamente ai pazienti affetti da SARS e MERS, questi pazienti mostravano
sintomi di polmonite virale come febbre, tosse, dolore al petto, e nei casi piu gravi
dispnea e infiltrazione polmonare bilaterale [11]. Il 31 dicembre, il Wuhan
Municipal Health Commission ha reso noto al pubblico un focolaio di polmonite
di origine sconosciuta e ha informato l'organizzazione mondiale della sanita

(WHO). (Figura 2).
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Figura 2. Cronologia degli eventi chiave dell'epidemia di coViD-19 [12].

Tra i primi 27 casi documentati di pazienti ricoverati in ospedale, la maggior
parte di questi era epidemiologicamente collegata al’Huanan Seafood Wholesale
Market, un mercato situato nel centro di Wuhan famoso per la vendita di prodotti
ittici e di animali vivi, comprendenti pollame e fauna selvatica [13]. Successive
analisi metagenomiche di ceppi virali isolati da pazienti con polmonite grave
mostrarono che I'agente eziologico di questa malattia emergente fosse un nuovo
betacoronavirus [11]. Successivamente iniziarono ad essere identificati cluster di
infezione familiari che non avevano avuto precedenti contatti con 'Huanan
Seafood Wholesale Market, a dimostrazione che questo nuovo betacoronavirus
era in grado di trasmettersi da uomo a uomo [14]. Poiché I'epidemia in Cina e
coincisa con I'avvicinarsi del capodanno cinese, gli spostamenti tra le citta hanno
facilitato la trasmissione del virus. In un mese, infatti, il nuovo betacoronavirus si
diffuse in maniera massiccia in tutte le 34 province cinesi. Alla fine di gennaio, a

causa dell’aumento improvviso dei casi, 'OMS dichiarava il nuovo focolaio di



coronavirus un’emergenza sanitaria di interesse internazionale e 1’11 febbraio il
comitato internazionale per la tassonomia dei virus nominava il nuovo virus
SARS-CoV-2 mentre I'OMS definiva la nuova malattia causata da questo virus
COVID-19 [15]. Il focolaio di COVID-19 in Cina ha raggiunto il suo picco a meta
febbraio. Per contrastare il costante aumento dei casi, la Cina introdusse in quel
periodo misure di salute pubblica piu rigorose e senza precedenti. Il 23 gennaio
la citta di Wuhan venne isolata dal resto del paese, bloccando tutti i viaggi e i
trasporti che la collegavano alle altre citta. Nelle settimane successive anche le
attivita all’aperto e i raduni furono limitati e la maggior parte delle strutture
pubbliche in molte citta furono chiuse. Grazie a queste misure il numero di casi
giornaliero in Cina inizio a diminuire in maniera costante, tuttavia la diffusione
internazionale di COVID-19 subi un’accelerazione. L’elevata efficienza di
trasmissione di SARS-CoV-2 e la moltitudine di viaggi internazionali hanno
consentito una rapida diffusione del virus in tutto il mondo. L'11 marzo 2020,
I’'OMS definiva ufficialmente I'epidemia globale di COVID-19 una pandemia [16].
Da marzo, mentre in Cina la malattia veniva controllata efficacemente, il numero
di casi inizio ad aumentare notevolmente in Europa, negli USA e nel resto del
mondo. Fino al 6 dicembre sono stati segnalati piu di 65 milioni di casi e circa 1
milione di decessi a livello globale (Figura 3). Il numero elevato di decessi e
dovuto soprattutto al fatto che le strutture sanitarie sono state sovraccaricate
principalmente durante i primi mesi della pandemia. L’analisi comparativa della
sequenza genomica di SARS-CoV-2 indica come questo virus risulti molto simile
alla sequenza di BAT-CoV, suggerendo una possibile origine mammifera partita

dai pipistrelli nella citta cinese di Wuhan [17]. Tuttavia ci sono evidenze che



suggeriscono che i pipistrelli siano serbatoi naturali di coronavirus simili a SARS,
incluso anche SARS-CoV-2 [18]. Siccome i coronavirus necessitano di un ospite
intermedio per essere trasmessi all'uomo e stata suggerita anche un’origine
pangolinica di SARS-CoV-2, sulla base di somiglianze significative di determinati
geni. Sebbene le prove genetiche suggeriscano che SARS-CoV-2 sia un virus
naturale, che ha avuto origine probabilmente negli animali, non ci sono ancora
conclusioni definitive sul momento preciso in cui il virus abbia infettato per la
prima volta 'uomo. Per affrontare tale questione altamente controversa, e
necessario condurre in tutto il mondo ulteriori indagini retrospettive che

coinvolgano un maggior numero di campioni raccolti da pazienti, animali e

ambiente.
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Figura 3. Conteggio e distribuzione dei casi di COVID-19 segnalati all’'OMS.



Struttura genomica e ciclo replicativo di SARS-CoV-2

Tutti i coronavirus sono virus capsulati a singolo filamento positivo di RNA con
un genoma policistronico di quasi 29,9 kb di lunghezza costituito da 6-11 Open
Reading Frame (ORF) che codificano diverse proteine non strutturali (ORF1la e
ORF1b le quali vengono trasformate in 15 proteine non strutturali) all’estremita
5’, piu 4 proteine strutturali (la glicoproteina di superficie [S], la proteina
dell'involucro [E], la proteina di membrana [M] e la proteina del nucleocapside
[N]) e molteplici proteine accessorie (ORF3a, ORF6, ORF7a, ORF7b, ORF8 e
ORF10 in SARS-CoV-2) all’'estermita 3’ (Figura 4) [2]. Il virus SARS-CoV-2
codifica anche per altre poliproteine come la RNA polimerasi, I'elicasi e varie

proteasi.
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Figura 4. Organizzazione genomica di SARS-CoV-2, MERS-CoV- e SARS-CoV.

La glicoproteina di superficie S

La glicoproteina di superficie gioca un ruolo significativo nella patogenesi in
quanto si lega alla cellula ospite attraverso il suo Receptor Binding Domain (RBD)

dando il via all'infezione. [19]. La proteina S ¢ composta da 1273 residui



aminoacidici suddivisi in 3 subunita, ovvero S1, S2 e S2’ che agiscono in modo
diverso durante il legame alla cellula ospite. La subunita S1 e coinvolta
nell’attacco dei virioni alla membrana della cellula ospite in quanto interagisce
con il recettore ACE2 umano che successivamente avvia il processo di infezione
[20]. Durante questo processo, la proteina S subisce cambiamenti
conformazionali indotti dal suo ingresso negli endosomi della cellula ospite. La
comprensione di questi cambiamenti conformazionali e essenziale per lo
sviluppo di un vaccino efficace, poiché mutazioni nella proteina bersaglio
potrebbero influenzare la risposta immunitaria, causando un’alterata
antigenicita. Sebbene siano state trovate diverse mutazioni nella regione di
legame del recettore S1 di SARS-CoV-2, 1a sua interazione con ACE2 € preservata
negli esseri umani, nei suini e nei pipistrelli [21]. La subunita S2 funziona come
proteina di fusione che aiuta il virione a fondersi con la membrana della cellula
ospite. Durante il processo di fusione, la proteina S2 appare in 3 stati
conformazionali principali: uno stato nativo pre-fusione, seguito da uno stato
intermedio (prehairpin) e infine uno stato post-fusione. Anche in questo caso e
interessante capire come questi stati conformazionali dinamici orchestrino il
meccanismo di ingresso del virus nella cellula ospite poiché questo potrebbe
portare allo sviluppo di terapie efficaci [22]. La restante subunita S2’ funziona
come un peptide di fusione. La sequenza della subunita S2 di SARS-CoV-2 & molto
simile a quella di pipistrello (BAT-CoV) e di SARS-CoV (~99%), indicando la
possibilita di usare ad ampio spettro composti antivirali progettati contro il
dominio S2 di questi virus nella terapia per il COVID-19 [23]. Il RBD della proteina

S, lungo ~90 aminoacidi, e la parte meno conservata del virus, suggerendo il suo



coinvolgimento nei meccanismi di patogenesi. Dopo ulteriori analisi, sono stati
identificati sei residui del RBD di SARS-CoV-2 (Leu455, Phe486, GIn493, Ser494,
Asn501 e Tyr505) fondamentali per il legame con ACE2, di cui 5 differiscono da
SARS-CoV, un aspetto questo che deve essere preso in considerazione nella

progettazione e lo sviluppo di nuovi farmaci [20].

La proteina dell’involucro (E)

Le proteine dell'involucro (E) sono un gruppo di proteine virali relativamente
piccole che giocano un ruolo importante nell’assemblaggio e nel rilascio dei
virioni [24]. La proteina E é relativamente piccola (75 aa) e svolge un ruolo
significativo nella morfogenesi e nell’assemblaggio virale [25]. Le proteine E sono
note per agire come viroporine che si assemblano nella membrana dell’ospite
formando pori lipoproteici coinvolti nel trasporto ionico. Tra le proteine
strutturali di SARS-CoV-2, la proteina E & considerata un potenziale bersaglio
farmacologico. La sequenza della proteina E presenta regioni altamente
conservate tra BAT-CoV, SARS-CoV e SARS-CoV-2 mentre mostra una leggera

variazione nella sequenza di MERS-CoV.

La proteina di membrana (M)

Le proteine M sono proteine strutturali lunghe 222 aminoacidi che funzionano in
concomitanza con le proteine E, N ed S e svolgono un ruolo importante

nell'impacchettamento del’lRNA virale [26]. La presenza di 3 domini
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transmembrana e wuna caratteristica distintiva delle proteine M, che
rappresentano le proteine virali piu abbondanti nei coronavirus. La sequenza
della proteina M € conservata tra BAT-CoV, SARS-CoV e SARS-CoV-2 mentre

risulta diversa nel ceppo MERS-CoV.

La nucleoproteina (N)

Le proteine del nucleocapside (N) svolgono un ruolo importante
nell'impacchettamento dell’RNA virale nel ribonucleocapside, interagendo con il
genoma virale e la proteina M [27]. Le proteine N si legano all’'RNA virale
attraverso un dominio lungo ~140 aminoacidi [24]. La proteina N é altamente
conservata nei coronavirus che condividono un’identita di circa il 90% con quella

di SARS-CoV.

Ciclo replicativo di SARS-CoV-2 nella cellula ospite umana

L'infezione iniziale richiede I'ingresso del virus nella cellula ospite (Figura 5). La
glicoproteina S media il legame del virus ai recettori della superficie delle cellule
umane, seguito dalla fusione della membrana del virus con la membrana della
cellula ospite che permette I'ingresso del virus [28]. La glicoproteina S e la
proteina strutturale che determina la caratteristica forma “a corona” dei
coronavirus (Figura 6). Espressa sulla superficie del virus come proteina
trimerica, determina anche il tropismo e la patogenesi dell’ospite [29]. Esistono

due subunita principali di questa proteina: S1 e S2. La subunita S1 interviene nel
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legame del virione alla cellula ospite mentre la subunita S2 media la fusione della
membrana virale con la membrana cellulare [30].

La proteina S possiede inoltre un sito di taglio polibasico funzionale (furina) nella
giunzione S1/S2 che da origine alla subunita S2’, peptide di fusione. La presenza
di un tale sito di scissione distingue il SARS-CoV-2 da altri coronavirus come il
SARS-CoV, che possiede invece un sito di scissione monobasico tra le subunita S1
e S2, che viene ulteriormente elaborato all'ingresso nella cellula ospite bersaglio.
In diversi coronavirus, un’aumentata amplificazione della proteina S a livello
della membrana cellulare puo facilitare la fusione della membrana delle cellule

infette con la membrana delle cellule non infette adiacenti, portando alla

N
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Figura 5. Ciclo di vita di SARS-CoV-2 nella cellula umana.
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formazione di cellule giganti o multinucleate (sincizi) e ad un’ulteriore diffusione
del virus [25].

La glicoproteina S possiede un dominio di legame al recettore (RBD) che & in
grado di legare il recettore ACE2 presente sulla membrana delle cellule bersaglio
[31]. Dei 14 aminoacidi presenti nella subunita S1 di SARS-CoV, 8 residui sono
conservati in SARS-CoV-2, suggerendo che anche questo coronavirus utilizza il
recettore ACE-2 per l'ingresso nella cellula. L'interazione tra la glicoproteina S e
ACE-2 e la distribuzione del recettore stesso determinano il tropismo del virus.
Un fatto interessante e che il virus SARS-CoV-2 non utilizza recettori utilizzati in

precedenza da altri coronavirus come APN e DPP4 [32].

Figura 6. Micrografia elettronica a trasmissione di particelle di virus SARS-CoV-2, isolate
da un paziente. Immagine acquisita e migliorata presso il NIAID Integrated Research
Facility (IRF) a Fort Detrick, nel Maryland.
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Una volta che la subunita S1 si lega al recettore della cellula ospite, 1a subunita S2
favorisce il meccanismo di fusione avvicinando la membrana virale e quella
cellulare. Cambiamenti conformazionali nella proteina S e l'interazione dei
peptidi di fusione completano la fase di fusione tra le due membrane, che
rappresenta un passaggio chiave dell’infezione virale. Per endocitosi si intende il
processo mediante il quale una macromolecola entra nella cellula umana; in
questo caso la macromolecola é rappresentata dal virus SAR-CoV-2.

I coronavirus possono entrare nella cellula ospite attraverso la via endosomica o
non endosomica. La via endosomiale del virus & un processo sensibile al pH, in
cui i virioni endocitati vengono attivati dal pH acido endosomiale, che causa la
fusione della membrana virale con quella endosomiale, con il successivo rilascio
del genoma virale all'interno del citoplasma cellulare [33]. Diversi studi hanno
dimostrato che la proteasi a cisteina catepsina favorisce la fusione della
membrana virale e I'ingresso endosomiale dei coronavirus a causa del basso pH
presente nell’'ambiente cellulare [34]. TMPRSS2 e TMPTESS11D inducono invece
il taglio della giunzione S1/S2 per favorire I’entrata non endosomiale del virus.
Nella via endocitica mediata dalla proteina clatrina, nel momento in cui il
recettore si lega con la glicoproteina S, il recettore presenta sulla sua coda
citoplasmatica il complesso AP2, fattore che induce la polimerizzazione della
clatrina che forma una struttura a tre raggi chiamata triscele. Quando queste
strutture iniziano a legarsi al recettore, formano una struttura a nido d’ape in
grado di formare una fossa sferica, rivestita di clatrine, che ingloba la particella
virale, allontanandola dalla membrana cellulare attraverso la formazione di una

vescicola con un pH compreso tra 6 e 6,5. Una volta che la vescicola entra nel
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citoplasma, le clatrine iniziano a dissociarsi causando una riduzione del pH della
vescicola (5,5-6). A questo punto i recettori presenti nella vescicola si dissociano
ritornando alla membrana cellulare e I'endosoma si fonde con i lisosomi presenti
nella cellula. All'interno del lisosoma avvengono reazioni enzimatiche volte a
degradare il contenuto dell’endosoma ma gli enzimi presenti nel lisosoma non
riescono a impedire all’'RNA virale di raggiungere il citoplasma cellulare, dove
inziera il ciclo virale [35]. Dopo l'ingresso e 'uncoating dell’endosoma virale nel
citoplasma della cellula ospite, il ciclo replicativo del coronavirus inizia con la
traduzione dell’'mRNA. Il virus dipende fortemente dal sistema di traduzione
della cellula ospite per formare le sue proteine. L'RNA messaggero subgenomico
(sgmRNA) presenta un cappuccio metilato al 5’ e una coda poliadenilata al 3’. 11
terminale 5’ costituisce i 2/3 del genoma virale siccome contiene ORFla e ORF1b.
La codifica di queste due regioni da origine a due poliproteine molto lunghe (ppla
e pplb) che verranno ulteriormente tagliate dalle proteasi virali in 16 proteine
non strutturali (NSP) che avranno un ruolo importante nella sintesi del’RNA
virale. Queste NSP formano delle vescicole a doppia membrana che proteggono il
genoma virale dalle difese dell’ospite e formano il complesso di replicazione-
trascrizione (RTC) che media la sintesi dell’'RNA virale. La subunita catalitica
RdRp rappresenta la macchina di sintesi del’'RNA responsabile della sintesi di
tutti i virus a filamento positivo di RNA. Il processo di sintesi del’'RNA consiste in
2 fasi: replicazione del genoma virale e trascrizione di sgmRNA che codificano per
I'RNA virale e le proteine accessorie. Durante questo processo viene prodotto un
filamento negativo di RNA temporaneo che serve da stampo per produrre 'RNA

a filamento positivo della progenie [36]. Dopo la replicazione e la sintesi
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subgenomica dell'RNA, I'mRNA della proteina N viene tradotto dai ribosomi
citosolici per formare la proteina nucleocapsidica virale. Gli mRNA delle proteine
S, E e M vengono inseriti nel reticolo endoplasmatico (ER) e tradotti dai ribosomi
presenti in esso [24]. Le proteine tradotte nell’ER viaggiano in un percorso
secretorio che conduce al’ERGIC [37], compartimento intermedio tra ER e
apparato di Golgi. Qui i genomi virali vengono incapsulati dalla proteina
nucleocapsidica [N] prima della gemmazione dalla membrana dell’ERGIC che
contiene le proteine strutturali virali necessarie per la formazione di virioni
maturi [38]. La proteina M dirige quasi tutte le interazioni proteina-proteina
necessarie per l'assemblaggio del virione, ma necessita della proteina E per
formare particelle virali funzionali [39]. Alla fine dell’assemblaggio del virione la
proteina M si lega al nucleocapside per aumentare la stabilita del virione stesso.
[ virioni appena formati vengono quindi trasportati sulla membrana cellulare
all'interno di vescicole e rilasciati mediante esocitosi. Quando la sintesi proteica
supera la capacita dell’ER di ripiegare correttamente le proteine prodotte, queste
si accumulano causando uno stress dell’ER stesso. Per mantenere ’'omeostasi, le
cellule attivano delle vie di segnalazione note come unfolded protein response
(UPR) [40]. La UPR attiva i trasduttori del segnale di stress dell’ER, come PERK,
ATF6 o IRE1, che trasmettono il segnale prima al citosol e poi al nucleo. Di
conseguenza la cellula risponde abbassando I'attivita della sintesi proteica e
aumentando la capacita dell'ER di ripiegare le proteine. Il mancato mantenimento

dell’'omeostasi durante questo processo attiva 'apoptosi [41].
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Patogenesi di SARS-CoV-2

La patogenesi dell'infezione da SARS-CoV-2 nell'uomo si puo manifestare con
sintomi lievi fino a raggiungere grave insufficienza respiratoria. Legandosi alle
cellule epiteliali nel tratto respiratorio, SARS-CoV-2 inizia a replicare e a migrare
verso le vie aeree dove avviene l'ingresso nelle cellule epiteliali alveolari
attraverso il recettore ACE2. La rapida replicazione a livello polmonare, mediata
dall’enzima cPLAZ2q, puo innescare una forte risposta immunitaria. Se nelle fasi
precoci, il virus non viene eliminato dal sistema immunitario, si diffondera
causando gravi danni ai tessuti colpiti, soprattutto a livello polmonare. I
cambiamenti istopatologici nei pazienti con COVID-19 si verificano
principalmente nei polmoni. A questo proposito, analisi istopatologiche hanno
evidenziato danno alveolare bilaterale diffuso, formazione di membrane ialine,
desquamazione dei pneumociti e depositi di fibrina nei polmoni di pazienti
COVID-19 gravi [42]. In alcuni casi e stata osservata anche insufficienza
multiorgano [43]. Le cellule danneggiate all'interno del polmone attivano la
risposta infiammatoria, mediata principalmente da macrofagi e monociti
proinfiammatori. In uno studio effettuato su 452 pazienti infetti da SARS-CoV-2,
e stato riscontrato che i pazienti piu gravi presentavano un numero inferiore di
linfociti, monociti, basofili ed eosinofili e maggiore di leucociti, con un rapporto
quindi tra neutrofili e linfociti maggiore rispetto ai soggetti sani. Anche il numero
di linfociti T Helper e citotossici risultava inferiore nei pazienti COVID-19 rispetto
al gruppo di controllo [44]. Inoltre, nella maggior parte dei pazienti sono state

riscontrate elevate concentrazioni di marcatori associati all'infezione e citochine
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inflammatorie. Un ambiente ricco di citochine provoca l'attivazione di monociti
CD14+ e CD16* infiammatori, che causa una sovra-espressione di IL-6, in grado di
aumentare la risposta infiammatoria [45]. Anche gli inflammasomi, oligomeri
multiproteici intracellulari, sono in grado di intervenire nella risposta
immunitaria innata a seguito di stimoli endogeni ed esogeni, trasformando una
moltitudine di segnali in risposte pro-infiammatorie [46]. Questi complessi
multiproteici inducono, infatti, I'attivazione della caspasi-1 inflammatoria che, a
sua volta, attiva le citochine interleuchina-1 3 (IL-1p) e interleuchina-18 (IL-18)
che danno luogo ad una risposta infiammatoria sistemica. L’attivazione di
caspasi-1 € in grado di indurre anche una forma di morte cellulare infiammatoria
denominata piroptosi. Sono stati fino ad oggi identificati numerosi inflammasomi,
tuttavia quello attualmente piu caratterizzato é I'inflammasoma intracellulare
Nod-Like Receptor Protein 3 (NLRP3), che appartiene alla famiglia dei recettori
PRRs (Pattern Recognition Receptors) dell'immunita innata che sono in grado di
rilevare i segnali provenienti da patogeni esterni. Questa tempesta citochinica é
la responsabile della sindrome da distress respiratorio acuto (ARDS) e
dell'insufficienza respiratoria, considerate le principali cause di morte nei
pazienti COVID-19. Al fine di comprendere meglio la patogenesi dell'infezione da
SARS-CoV-2 e le sue dinamiche di trasmissione e molto importante effettuare
studi su modelli animali, come primati, topi, furetti e criceti dorati, in quanto
offrono informazioni importanti per lo sviluppo di terapie antivirali efficaci e

vaccini.
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Caratteristiche cliniche di COVID-19

La maggior parte dei pazienti con COVID-19 presenta sintomi dopo un periodo di
incubazione di 1-14 giorni (piu comunemente 5 giorni), mostrando inizialmente
sintomi lievi come, mal di testa, febbre, tosse, diarrea, mal di gola, dolore toracico,
brividi, nausea, vomito, ageusia e anosmia, evolvendosi e peggiorando in diversi
casi, determinando insufficienza multi-organo, shock settico, edema polmonare,
dispnea, mialgia, affaticamento e sindrome da distress respiratorio acuto [47]
(Figura 7). E stato dimostrato che i pazienti in eta avanzata (>60 anni) e con gravi
malattie preesistenti presentano un rischio maggiore di sviluppare la ARDS e
quindi di andare incontro ad una prognosi infausta [48]. Al momento del ricovero,
il risultato radiologico piu ricorrente alla tomografia computerizzata (TC) del
torace e determinato da un’'immagine opaca a “vetro smerigliato” e la maggior
parte dei pazienti presentava anche una condizione di linfopenia marcata. I
pazienti in terapia intensiva mostravano inoltre livelli molto elevati di citochine
plasmatiche, il che confermava un processo immunopatologico causato da una
cascata citochinica [42]. In questa coorte di pazienti, circa il 2,3% e deceduto
entro un tempo medio di circa 16 giorni dall'esordio della malattia [43]. Ulteriori
anomalie riportate nei test di laboratorio nei casi di grave infezione da COVID-19
includevano anche un aumento dei livelli degli enzimi epatici (LDH, ALT e AST),
della bilirubina totale, della creatinina, della troponina cardiaca, del D-dimero,
del tempo di protrombina, della procalcitonina e della proteina C reattiva (CRP)
[49]. Successivi studi istologici effettuati da campioni prelevati dal fegato, sempre

da pazienti infetti da SARS-CoV-2, hanno rivelato un notevole danno epatico con

19



un aumento di cellule mitotiche e di corpi eosinofili. Anche il coinvolgimento
cardiaco puo essere considerata un'altra manifestazione importante rilevata in
pazienti affetto da COVID-19, che nella maggior parte dei casi porta a prognosi
negativa. Nonostante tutte queste evidenze, si puo affermare che qualsiasi
persona, indipendentemente dall’eta e dal caso clinico, possa essere suscettibile

all'infezione da SARS-CoV-2 [43].

Common symptoms: Fever Dry cough Fatigue

Uncommon symptoms: In severe

Headache — disease:

Nasal congestion High fever

Sore throat -Coughing up
blood

Coughing up sputum
Shortness of breath
Pain in muscles
or joints

Chills

Nausea and/or

vomiting

Diarrhoea

T Decreased white
blood cells

-Kidney failure

Figura 7. Sintomi di COVID-19
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Diagnosi di COVID-19

La diagnosi standard di infezione da SARS-CoV-2 viene effettuata mediante
I'esecuzione di un tampone nasofaringeo analizzato con tecniche molecolari di
Real-Time RT-PCR (Reverse Transcription-Polymerase Chain Reaction) per
individuare i geni virali principalmente espressi durante l'infezione, ORF1b
(compreso RdRp), N, E 0 S [50]. Tale procedura viene eseguita solo in laboratori
specializzati e richiede un tempo medio di elaborazione del campione di circa5/6
ore dal momento della sua presa in carico. Inoltre possono essere analizzati anche
campioni derivati da tamponi faringei, salivari orofaringei posteriori, espettorato
e liquido bronchiale. La carica virale ottenuta mediante questa analisi molecolare
puo essere influenzata da diversi fattori e risulta essere maggiore nei campioni
prelevati dal tratto respiratorio inferiore [9]. Esistono inoltre analisi le cui
tempistiche possono durare solo diversi minuti, come I'imaging TC del torace o
test sierologici per confermare una diagnosi di COVID-19 [51]. La TC del torace ¢
uno strumento di imaging di routine per la diagnosi di polmonite, relativamente
facile e rapida da eseguire che mostra caratteristiche radiografiche tipiche in
quasi tutti i casi di COVID-19 [52]. I test sierologici SARS-CoV-2 sono invece test
cromatografici di immunodosaggio che determinano il rilevamento qualitativo di
anticorpi anti-SARS-CoV-2 IgG e IgM (contro la proteina N o S) nel sangue o nei
campioni di siero o plasma. Gli anticorpi solitamente tendono ad aumentare alla
fine del corso della malattia; la durata media del rilevamento degli anticorpi IgM
SARS-CoV-2 e di 5 giorni, mentre il rilevamento di IgG avviene circa 2 settimane

dopo la comparsa dei sintomi [53]. L'analisi sierologica € molto semplice, rapida,
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non richiede strumentazione particolare, il campione € di facile raccolta e puod
fornire risultati in soli 15 minuti. Nonostante cio, i test sierologici disponibili in
commercio differiscono per sensibilita e specificita e questi limiti impongono che
ogni campione risultato positivo alle IgG o alle IgM, debba essere

obbligatoriamente sottoposto a un tampone di conferma.

Strategie Farmacologiche contro COVID-19

Lo scenario in cui stiamo vivendo richiede necessariamente l'identificazione di
agenti terapeutici efficaci capaci di contrastare questa pandemia. Nella Figura 8
viene mostrata una classificazione semplificata dei vari approcci terapeutici ad

oggi utilizzati.
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Adjunctive therapy Hydroxychloroquine

lvermectin
Corticosteroid \
Thalidomide In vitro

Azithromycin In silico

Figura 8. Approcci terapeutici contro COVID-19 [54]
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Il riposizionamento di farmaci gia in uso € I'approccio piu veloce per trovare
potenziali candidati per la prevenzione e la terapia di questa nuova pandemia.
Allo stesso tempo, un gran numero di ricerche si sta concentrando sul testare
agenti antivirali che venivano utilizzati nella terapia di SARS-CoV e MERS-CoV.
Quest’ultimo approccio sembra essere il piu efficace, forse giustificato dal fatto

che tutti e 3 questi coronavirus appartengono alla classe dei betacoronavirus.

Agenti antivirali

Remdesivir

Remdesivir e un farmaco antivirale entrato in fase di studio a livello clinico negli
Stati Uniti come cura per il COVID-19 [55]. Possiede un ampio spettro d’azione
contro diversi virus a RNA a singolo filamento, come ad esempio il virus
respiratorio sinciziale umano, SARS-CoV e MERS-CoV. Nello specifico, Remdesivir
essendo un analogo nucleotidico dell’adenosina, viene metabolizzato nelle cellule
ospiti per formare il metabolita trifosfato nucleosidico farmacologicamente
attivo. Remdesivir trifosfato agisce come un analogo dell’adenosina trifosfato
(ATP) e compete con il substrato naturale dell’ATP per l'incorporazione nelle
catene di RNA nascente da parte della RNA-polimerasi RNA-dipendente del SARS-
CoV-2, causando la terminazione del filamento ritardato durante la replicazione
dell’RNA virale. Da un'indagine condotta su un modello di scimmia e emersa la
sua capacita di ridurre i danni a livello polmonare e inibire la replicazione del

virus se somministrato prima o dopo l'infezione [56].
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Lopinavir and Ritonavir

Entrambi questi farmaci sono inibitori della proteasi antiretrovirale, in
particolare ritonavir € un potente inibitore dell'enzima microsomiale citocromo
P-450 3A4. La co-somministrazione di ritonavir e Lopinavir porta all'aumento
della biodisponibilita e dell'emivita del lopinavir stesso [57]. Lopinavir/ritonavir
vengono somministrato due volte al giorno ad una dose di 400 mg e 100 mg
rispettivamente [58]. Diversi studi hanno dimostrato come il trattamento di
questi due farmaci associato o alla somministrazione di INFa [59] o a farmaci
adiuvanti [60] determinino un'azione benefica nella terapia COVID-19,

migliorandone le condizioni.

Umifenovir (Arbidol)

Umifenovir € un agente antivirale che agisce attraverso molteplici vie ed e efficace
contro diversi virus a DNA e RNA, con e senza involucro. E in uso per la profilassi
e il trattamento dell'influenza da oltre 25 anni in Russia e da 14 anni in Cina [61].
Poiché studi in vitro hanno dimostrato l'efficacia di questo agente contro SARS,
viene, oggi, utilizzato come terapia empirica contro COVID-19 in Cina [62]. Questo
farmaco viene somministrato per via orale per un massimo di 10 giorni, tre volte
al giorno, alla dose di 200 mg [63]. Il 75% dei pazienti che hanno assunto una
combinazione di farmaci, come umifenovir orale e lopinavir/ritonavir si e ripreso
in 7 giorni rispetto al 35% dei pazienti che hanno ricevuto solo il farmaco

lopinavir/ritonavir. Dopo 14 giorni, la clearance virale e stata raggiunta nel 94%
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dei pazienti che hanno ricevuto entrambi i farmaci, mentre solo nel 69% del

gruppo che ha ricevuto solamente lopinavir/ritonavir [64].

Favipiravir

by

Favipiravir e un derivato della pirazina carbossammide, analogo dell'acido
nucleico purinico, che interferisce con la replicazione del virus e inibisce I'RNA
polimerasi RNA-dipendente dei virus a RNA. Possiede un'attivita antivirale ad
ampio spettro ed e efficace contro il virus dell'influenza, il bunyavirus,
'arenavirus e il filovirus [65]. Un primo risultato ottenuto da uno studio clinico
ha rivelato che favipiravir possiede un’attivita antivirale piu forte rispetto a
quella dei farmaci lopinavir e ritonavir, mostrando controindicazioni
significativamente inferiori [66]. Grazie alla sua efficacia, il ministero della salute
turco ha approvato il favipiravir per il trattamento di pazienti critici con

polmonite Covid-19 [67].

Oseltamivir

Oseltamivir e un inibitore della neuraminidasi, enzima necessario per il rilascio
del virus dalle cellule. Questo farmaco € stato approvato per la profilassi e per il
trattamento dell'influenza [68]. Ding et al hanno condotto uno studio su 115
pazienti con COVID-19, ai quali e stato somministrato oseltamivir

contemporaneamente ad antibiotici e all'inalazione di ossigeno. Cio che e stato
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osservato e che questi pazienti sono stati in grado di riprendersi evitando il

trasferimento in unita di terapia intensiva [69].

Ribavirin

Ribavirin e un analogo della guanosina e un inibitore nucleosidico capace di
arrestare la sintesi dell'RNA virale. E stato ampiamente utilizzato nel trattamento
contro SARS, nei casi piu gravi, in combinazione o meno di steroidi. Lo screening
virtuale di alcuni farmaci approvati dalla FDA contro la proteasi principale
SARSCoV-2 hanno dimostrato che ribavirin, galidesivir, sofosbuvir, remdesivir e
tenofovir sono agenti molto efficaci nel trattamento di COVID-19 in quanto sono
in grado di legarsi strettamente all'RNA polimerasi RNA-dipendente del virus

[70].

Prodotti cellulari e immunologici

Anticorpi monoclonali

Nell'infezione da COVID-19, si verifica 1'attivazione di un numero elevato di
macrofagi mononucleari e linfociti T che comportano la produzione di citochine,
come IL-6. L’IL-6 si lega al recettore presente sulle cellule bersaglio, sia a livello
polmonare, che in altri organi [71]. Il tocilizumab & un anticorpo monoclonale
umanizzato che agisce bloccando il recettore dell'lL-6, cosi da diminuire la
risposta inflammatoria e impedendole a IL-6 di danneggiare le cellule bersaglio

[72]. CR3022, Sarilumab, gimsilumab e lenzilumab sono altri anticorpi
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monoclonali che agiscono principalmente sulla glicoproteina S. Questi, legandosi
ai recettori, sono in grado di determinare alterazioni conformazionali
irreversibili nelle proteine S stesse, impedendo cosi il legame del virus alla cellula

ospite e la successiva fusione con la membrana. [73].

Interferoni

Gli interferoni sono proteine di segnalazione con attivita antivirale che vengono
rilasciati dalle cellule ospiti una volta infettate. Gli interferoni di tipo I possiedono
un’ampia gamma di effetti antivirali in vitro e un recente studio ha dimostrato la
loro efficacia nel trattamento di MERS-CoV. Gli interferoni di tipo 1 sottotipo 8
sono risultati quelli piu promettenti come trattamento contro COVID-19,

soprattutto se somministrati nelle prime fasi dell'infezione [74].

Cellule staminali mesenchimali

La cellula staminale mesenchimale del cordone ombelicale umano (MSC)
possiede straordinarie funzioni immunomodulatorie e antinfiammatorie. La
terapia con MSC e stata dimostrata essere, grazie a diversi studi clinici [75], sicura
ed efficace soprattutto per i pazienti che presentano casi critici di polmonite
associati a COVID-19. Anche se i risultati ottenuti sono stati promettenti, sono

necessarie indagini cliniche piu approfondite e adeguate.
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Terapia con plasma convalescente

La terapia con plasma convalescente (CPT) € considerata una delle opzioni piu
all’avanguardia per il trattamento di COVID-19 [76]. Il plasma convalescente o
immunitario € costituito dal plasma raccolto da pazienti che hanno sviluppato
una quantita sufficiente di anticorpi per eliminare l'infezione (Figura 9). Lo
scopo principale della CPT e quella di aiutare gli individui suscettibili a sviluppare
un’immunita contro SARS-CoV-2 immediata, anche se per un breve periodo di
tempo. L'immunita passiva ottenuta grazie a questa terapia puo fornire anticorpi
neutralizzanti che sono fondamentali per l'eliminazione del virus e il
superamento dell'infezione. Oltre all'azione antivirale, la CPT & in grado di
modulare il sistema immunitario contrastando 'infiammazione causata dal virus.
L'efficacia di questa terapia e altamente correlata alla concentrazione di anticorpi

neutralizzanti presenti nel plasma raccolto [77].

infected

Figura 9. Rappresentazione schematica della terapia con plasma convalescente con i
suoi meccanismi d’azione.
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Nonostante i vantaggi della CPT, esistono numerosi effetti collaterali associati a
questa terapia come reazioni anafilattiche, infezioni trasmesse da trasfusioni,
danno polmonare acuto associato a trasfusioni, sovraccarico circolatorio ed
emolisi. Cinque pazienti gravemente malati con COVID-19 hanno mostrato
risultati promettenti quando hanno ricevuto una trasfusione di plasma
convalescente. Dopo la trasfusione, la temperatura corporea e la carica virale
sono diminuite e sono diventate negative entro 12 giorni [78]. Nell'aprile 2020, a
fronte di un buon numero di studi clinici che ne hanno valutato la sicurezza e
I'efficacia di questa terapia in pazienti affetti da COVID-19, la FDA statunitense ha

autorizzato la CPT in pazienti gravemente malati con COVID-19.

Vaccini

La Coalition for Epidemic Preparedness and Innovations (CEPI), organizzazione
internazionale che ha lo scopo di promuovere lo sviluppo e lo stoccaggio di
vaccini contro microorganismi in grado di causare nuove epidemie, sta
coordinando i numerosi progetti per la preparazione di vaccini contro il virus
SARS-CoV-2. A causa della recente scoperta del virus e della difficolta di
prevedere il tipo di risposta immunitaria prodotta, le strategie adottate per lo
sviluppo del giusto tipo di vaccino risultano molto diversificate fra loro. In

particolare, sono tre le tipologie di vaccini a cui si sta lavorando:

Vaccino a RNA: si tratta di una sequenza di RNA sintetizzata in laboratorio che,

una volta iniettata nell'organismo umano, induce le cellule a produrre una
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proteina simile a quella verso cui si vuole indurre la risposta immunitaria

(producendo anticorpi che, conseguentemente, saranno attivi contro il virus).

Vaccino a DNA: il meccanismo e simile al vaccino a RNA, solo che in questo caso

viene introdotto un frammento di DNA sintetizzato in laboratorio.

Vaccino proteico: utilizzando la sequenza di RNA del virus vengono sintetizzate
proteine o frammenti di proteine del capside virale. Una volta iniettate
nell’organismo, in combinazione con altre sostanze, queste proteine inducono la

riposta immunitaria con conseguente produzione di anticorpi.

Nonostante la forte pressione esercitata dalla pandemia di COVID-19, il futuro
utilizzo di un vaccino deve essere necessariamente preceduto da studi
rigorosi che richiedono il tempo necessario per valutarne 'efficacia e la sicurezza.
Inizialmente la ricerca ha inizio con la valutazione in vitro delle componenti
dell’agente che andra a costituire la componente attiva del vaccino. Una volta
definito questo aspetto ha inizio la fase preclinica in cui viene testata la risposta
immunitaria e/o i meccanismi avversi su organismi viventi complessi non umani.
Superata questa fase ha inizio la vera e propria sperimentazione clinica
sull'uomo, che normalmente inizia dopo circa 2-5 anni dalle iniziali ricerche sulla
risposta immunitaria, cui seguono altri 2 anni di prove pre-cliniche che
coinvolgono la sperimentazione animale. La sperimentazione clinica si realizza in
3 fasi, in base al modello sperimentale adottato, la quantita di componente
somministrata e la numerosita del campione di popolazione coinvolta.

Se tutte le fasi danno esito positivo, il vaccino viene registrato e si procede alla
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produzione e distribuzione su larga scala. Ad oggi, i vaccini in fase di
sperimentazione e/o elaborazione sono: ChAdOx1 nCoV-19, sviluppato
dall’Universita di Oxford, in collaborazione con AstraZeneca e Irbm, BNT162b2,
sviluppato da Pfizer e BioNTech, Gam-COVID-Vac, sviluppato in Russia dal
Centro nazionale di ricerca epidemiologica e microbiologica Gamaleja, e mRNA-

1273, sviluppato da Moderna (Figura 10).
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Figura 10. Sperimentazioni in corso sui vaccini specifici per COVID-19. [54]
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Approccio di riconversione dei farmaci

Clorochina o idrossiclorochina

La clorochina & un farmaco utilizzato normalmente per la profilassi della malaria
e dell'amebiasi e per il trattamento di malattie autoimmuni come l'artrite
reumatoide e il lupus eritematoso. Sono stati proposti diversi meccanismi per
'azione della clorochina contro COVID-19 [79]: potrebbe alterare il legame del
virus al recettore della superficie cellulare, rallentandone I'ingresso nella cellula
ospite [80], compromettere l'ingresso endosoma dipendente dei virus [81],
oppure danneggiare la maturazione delle proteine virali [82]. Inoltre e in grado
di agire come agente immunomodulatore mediante la regolazione delle citochine
pro-infiammatorie. L'idrossiclorochina ¢ efficace tanto quanto la clorochina per
quanto riguarda l'inibizione in vitro dell'infezione da SARS-CoV-2 con una
tossicita comparativamente inferiore [83]. Clorochina e idrossiclorochina sono
attualmente i farmaci maggiormente utilizzati negli studi clinici al livello
internazionale, 272 al 12 giugno, di cui sei in Italia: quattro riguardano I'uso come
profilassi dell’infezione o trattamento precoce, due come terapia nei pazienti con

polmonite o sintomi gia evidenti.

Metronidazolo
Il metronidazolo €& un inibitore della sintesi degli acidi nucleici e un potenziale
candidato in grado di contrastare la maggior parte dei sintomi immunopatologici

dell'infezione da SARS-CoV-2. Studi in vitro e in vivo hanno dimostrato che questo
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farmaco potrebbe ridurre i livelli di citochine, generalmente aumentati durante
la malattia da COVID-19. Inoltre, puo ridurre i ROS generati dai neutrofili in caso
di infiammazione. E comunque necessario condurre ulteriori studi su un maggior

numero di pazienti per poterne affermare I'efficacia [84].
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L'analisi degli isolati virali di SARS-CoV-2 ha evidenziato la presenza di
“quasispecie” che mostrano nuove mutazioni genetiche nonostante le date di
campionamento relativamente precoci degli isolati virali [85, 86], indicando cosi
che la vera diversita dei ceppi virali e largamente sottovalutata [85]. L'ampia
varieta di sintomi clinici che caratterizzano i pazienti COVID-19 rende
estremamente difficile stabilire un legame genotipo-fenotipo. Questa conoscenza
¢ fondamentale per comprendere i meccanismi infettivi utilizzati da SARSCoV-2
e indicare la strategia per lo sviluppo di farmaci e vaccini. Pertanto, lo studio
dell'impatto mutazionale degli isolati virali in vitro diventa fondamentale a
questo scopo. Nella prima parte di questo lavoro di tesi, abbiamo dimostrato
I'esistenza di una variante SARS-CoV-2, isolata durante la fase tardiva
dell’epidemia italiana da un operatore sanitario asintomatico, capace di replicare
in maniera persistente nelle cellule Vero E6 in assenza di effetto citopatico. La
variante denominata SARS-CoV-2 GZ69 mostra diverse mutazioni puntiformi che
possono spiegare le sue caratteristiche uniche e i processi di adattamento del

SARS-CoV-2 all’ospite umano.

Dal momento che I'infezione da SARS-CoV-2 potrebbe essere limitata attraverso
l'utilizzo di farmaci in grado di bloccare la riproduzione delle particelle virali,
sono in corso diversi studi per il riposizionamento di farmaci come nuova
strategia di sviluppo farmacologico e promettente filone di ricerca per interferire
con le funzioni virali essenziali di SARS-CoV-2. Pertanto, allo scopo di trovare un
farmaco in grado di inibire la replicazione virale di SARS-CoV-2, e stato
fondamentale, non solo studiare gli eventi di ingresso e riproduzione virale negli

pneumociti polmonari di tipo II, ma I'interazione con le vie cellulari dell'ospite
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umano, tra cui quella che fornisce i nucleotidi richiesti per la sintesi dell'RNA
virale. Il Metotrexato (MTX), un farmaco approvato dalla FDA [87] usato per
trattare diversi tipi di cancro e, a dosi inferiori, alcune malattie autoimmuni, € in
grado di inibire la sintesi delle purine (un componente dei nucleotidi) inibendo
in modo competitivo e reversibile la diidrofolato reduttasi (DHFR). Sulla base di
questi presupposti, lo scopo della seconda parte di questo lavoro di tesi e stato
quello di effettuare un primo ciclo di esperimenti "in vitro", che mostrano
chiaramente come il MTX sia in grado di bloccare, con alta efficienza, la

replicazione di SARS-CoV-2 nella fase post-ingresso del virus.
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MATERIALI E METODI
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Rilevamento di SARS-CoV-2

[ campioni nasofaringei sono stati raccolti, utilizzando come tamponi i
FLOQSwabs contenente terreno di trasporto universale (UTM) (COPAN, Brescia,
Italia), dalla fine di febbraio alla fine di maggio 2020 presso gli Spedali civili di
Brescia (Brescia, Lombardia, Italia). L’'RNA virale é stato estratto da 300pl di UTM
attraverso il sistema automatico Nimbus (Arrow Diagnostics, Genova, Italia).
L’amplificazione e stata eseguita utilizzando 'uso dei reagenti Allplex 2019-nCoV
Assay (Seegene Inc. Seoul, Corea), mediante il macchinario PCR BioRad CFX (Bio-
Rad Laboratories Srl, Milano, Italia), in grado di rilevare le regioni conservate dei
geni ORF1ab, E e N del genoma di SARS-CoV-2. I valori soglia del ciclo (Ct) sono
stati calcolati automaticamente utilizzando il software di analisi 2019-CoV

Viewer (Seegene).

Coltura Cellulare

In questo studio sono state utilizzate le cellule Vero E6, una linea cellulare
ottenuta dal rene di cercopiteco gialloverde africano, resa disponibile
dall'American Type Culture Collection (ATCC) e dall'lstituto Zooprofilattico
Sperimentale (Brescia, Italia). Le VERO E6 sono state coltivate utilizzando il
terreno Dulbecco's Modified Eagle (DMEM; Gibco, Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, USA), integrato con un 10% di siero fetale bovino (FBS; Gibco,

ThermoFisher Scientific), e mantenute a 37° C al 5% di CO2z in ambiente umido.
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Isolamento del virus e infezione

Il ceppo di SARS-CoV-2 utilizzato negli esperimenti € stato isolato con successo
da un tampone nasofaringeo di un paziente COVID-19, utilizzando cellule Vero
E6. L'identita del ceppo e stata verificata tramite real-time polymerase chain
reaction (PCR) e tramite sequenziamento metagenomico, dal quale sono state
ottenute le reads che mappano sulla sequenza di nCoV-2019 (i dati genomici sono
disponibili presso EBI al numero di accesso PRJEB38101). L'isolato clinico e stato
successivamente amplificato in cellule Vero E6 e titolato mediante il saggio delle
placche. I tamponi nasofaringei positivi alla PCR, prima di essere aggiunti alle
cellule, sono stati diluiti 1:2 con DMEM contenente 1'1% di penicillina-
streptomicina (Merck, Darmstadt, Germania) e 1'1% di amfotericina B (Merck).
Dopo 1h di incubazione a 37° C, l'inoculo € stato rimosso e prima dell’aggiunta
del terreno di coltura fresco contenente antimicrobici e FBS al 2%, le cellule sono
state lavate due volte con tampone salino fosfato caldo (PBS, Gibco, Thermo
Fisher Scientific); dopodiche, le cellule sono state incubate a 37 ° C e osservate
giornalmente mediante microscopia ottica per valutare l'insorgenza di un
eventuale effetto citopatico (CPE). L'infezione € stata valutata mediante RT-PCR
quantitativa (QRTPCR) mentre gli esperimenti sono stati condotti utilizzando un
coefficiente di molteplicita di infezione (MOI) paria 0,05 e 1,0. Tutte le procedure

sono state eseguite in un laboratorio con livello di biosicurezza 3 (BSL-3).
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Efficacia del Metotrexato

Le cellule Vero E6 sono state seminate in una piastra da 24 pozzetti ad una
densita di 5x10% cellule/pozzetto e trattate con diverse dosi di Metotrexato
(MTX) (Sigma - Aldrich). L'efficacia di MTX e stata valutata tramite CellTiter-Glo
(Promega) che misura i livelli di ATP e tramite conta diretta delle cellule vitali

dopo colorazione con trypan blu.

Valutazione dell’attivita antivirale di Metotrexato

Le cellule Vero E6 sono state infettate per un’ora con il ceppo di SARS-CoV-2
isolato con successo a una MOI di 0,05, utilizzando il terreno di coltura DMEM
privo di FBS. Dopo 1h di infezione, I'inoculo virale é stato rimosso, il monostrato
cellulare é stato lavato con PBS caldo e sono stati aggiunti, per ogni condizione,
4ml di terreno con 2% di FBS contenente o meno MTX a diverse concentrazioni
(25,2,500,25 uM). Quarantotto ore dopo l'infezione, le cellule e i surnatanti, sono
stati raccolti per poter eseguire analisi relative alla quantificazione del genoma

virale.

Estrazione dell’RNA virale e quantificazione tramite real-time
reverse-transcription PCR (qRT-PCR)

L'RNA é stato estratto dai surnatanti cellulari chiarificati (16.000 g x 10 min) e
dalle cellule trattate utilizzando rispettivamente i kit QIAamp Viral RNA mini e
RNeasy Plus Mini (Qiagen, Hilden, Germania). L'RNA e stato eluito in 30 pl di H20

RNasi free e conservato a -80 °C fino al suo utilizzo. La qRT-PCR é stata eseguita
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seguendo le procedure descritte in precedenza, apportando piccole modifiche
[88]. La trascrizione inversa e l'amplificazione del gene S sono state eseguite
utilizzando come mix la one-step Quanti-Fast Sybr Green RT-PCR (Qiagen) come
segue: 50°C per 10 min, 95°C per 5 min; 95°C per 10s, 60°C per 30s (40 cicli)
(primer: RBD-qF1: 5 - CAATGGTTTAACAGGCACAGG - 3’ e RBD-qR1: 5 -
CTCAAGTGTCTGTGGATCACG - 3’). La curva standard é stata ottenuta clonando
il dominio di legame del recettore del gene S (primer: RBDF: 5'-GCT GGA TCC CCT
AAT ATT ACA AAC TTG TGCC-3'; RBD-R: 5'-TGC CTC GAG CTC AAG TGT CTG TGG
ATCAC-3 ') nel vettore pGEM T-easy (Promega, Madison, WI, USA). La curva
standard e stata generata tramite la determinazione del numero di copie di RNA

derivato da diluizioni seriali (103-10° copie).

Western blot

[ campioni costituiti dalle proteine (30 pg) ottenute dalla lisi con RIPA buffer (Cell
Signaling Technology, Danvers) delle cellule Vero E6 infette e non infette, sono
state separate mediante elettroforesi su gel di sodio dodecil solfato-
poliacrilammide al 10% e successivamente trasferite su membrane di
polivinilidene difluoruro (Millipore, Sigma). Le membrane, dopo essere state
bloccate con una soluzione salina di tris contenente un 3% di albumina di siero
bovino e lo 0,05% di Tween20, sono state incubate sia con un siero umano
(diluizione 1:1000) contenente IgG in grado di riconoscere la nucleoproteina di
SARS-CoV-2 (NP), che con un anticorpo monoclonale di ratto anti-GAPDH umano

(G-9; Santa Cruz Biotechnology). I complessi antigene-anticorpo sono stati poi
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rilevati utilizzando anticorpi coniugati a perossidasi mediante il sistema di

chemiluminescenza potenziata (ECL) (Santa Cruz Biotechnology).

Immunofluorescenza

Le cellule Vero E6 infette sono state seminate su chamber slides a 8 pozzetti
(Becton-Dickinson, Franklin Lakes, New Jersey, USA) ad una densita di 5x10%
cellule/pozzetto. Ventiquattro ore dopo la semina, le cellule sono state fissate
utilizzando una soluzione di PBS contenente paraformaldeide al 2% per 10
minuti, permeabilizzate in PBS con Triton X100 allo 0,1% e saturate in PBS con
BSA al 3% e Tween20 allo 0,1%. Per la colorazione, le cellule sono state incubate
over-night con un siero umano contenente IgG di SARS-CoV-2 (diluizione 1: 200)
e successivamente con IgG anti-human coniugato con Alexa Fluor 488 (Thermo
Fisher Scientific). I nuclei sono stati controcolorati con 4',6-diamidin-2-
fenilindolo (DAPI, Merck). Le cellule sono state analizzate utilizzando un
microscopio a fluorescenza a scansione laser TCS SP5 Leica (Wetzlar, Germania)

e acquisite mediante il software di imaging Leica Application Suite.

Metagenomica

L'RNA totale e stato estratto da surnatanti di colture cellulari chiarificati (16.000
g x 10 min), utilizzando il kit RNeasy Mini (Qiagen). L'RNA é stato eluito in 30 pl
e conservato a -80 ° C fino all'uso. Il cDNA, amplificato in modo casuale, e stato

ottenuto utilizzando la tecnica Round A/B SISPA (Sequence-independent Single-
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Primer Amplification) come descritto [89], con lievi modifiche. Nel Round A,
I'RNA é stato retrotrascritto con SuperScript III Reverse Transcriptase (Thermo
Fisher Scientific), utilizzando 40 pmol di Sol-PrimerA (5’-GTT TCC CAC TGG AGG
ATA -N9-3 ). La sintesi del DNA del secondo filamento & stata ottenuta
utilizzando DNA polimerasi Sequenase (Thermo Fisher Scientific), incubando il
cDNA del primo filamento a 37° C per 8 min in 5 pl di Mix Sequenase n.1 (1 pl 5 x
Sequenase Buffer, 3,85 ul H20, 0,15 ul Enzima sequenasi). Per favorire la sintesi
completa del secondo filamento, alla miscela precedente sono stati aggiunti 0,6 pl
di Sequenase Mix #2 (0,45 pl di tampone di diluizione Sequenase, 0,15 pl di
enzima Sequenase) ed e stata eseguita un'ulteriore incubazione a 37° C per 8
minuti. Nella reazione del round B, 5 pl di cDNA, marcato con Round A, sono stati
sottoposti ad amplificazione utilizzando AmpliTag ® Gold (Thermo Fisher
Scientific) e 100 pmol Sol-PrimerB (5'-GTT TCC CAC TGG AGG ATA -3 ') in un
volume finale di 50 pl. Le condizioni della PCR sono state le seguenti: 95 ° C per
10 min; 94 ° C per 305,50 ° Cper 45 e 72 ° C per 60 s (40 cicli), 72 ° C per 7 min.
Per massimizzare il recupero di frammenti (>200 bp), i prodotti della PCR sono
stati purificati utilizzando sfere AMPure XP in rapporto 1,8 (Agencourt, Beckman
Coulter Inc., USA). I prodotti purificati sono stati quantificati utilizzando il kit
Qubit DNA HS (Thermo Fisher Scientific) e le librerie genomiche preparate
utilizzando il kit Nextera DNA Flex (Illumina, San Diego, CA). Il sequenziamento e
stato eseguito utilizzando una piattaforma [llumina MiniSeq in grado di generare
letture paired-end 2x150 bp. L’analisi della qualita dei dati grezzi e stata
effettuata utilizzando FastQC (https://www.

Bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/ fastqc/) mentre la corrispondenza dei
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genomi batterici, archeali e virali utilizzando Kraken2 con MiniKraken2 Database
[90]. Successivamente i dati sono stati rifiniti con Trimmomatic ver. 0,38 a
seconda della loro qualita (punteggio Q> 25) e lunghezza (> 36 bp) mediante la
rimozione delle sequenze degli adattatori, la rimozione delle basi delle reads
iniziali e finali con una qualita di codifica bassa, inferiore a PHRED <25%, la
rimozione delle basi delle reads che presentano una bassa qualita di codifica
PHRED <25% analizzando 20 basi per volta e la rimozione di reads con lunghezza
<36 basi [91]. Le letture paired-end trimmate sono state analizzate con il
software Geneious (versione 11.1.5) (Biomatters Ltd, Nuova Zelanda). La
sequenza consenso € stata ricostruita e mappata sulla sequenza di riferimento
SARSCoV-2 NC_045512.2 utilizzando Bowtie2 in modalita locale sensibile con
soglia di consenso al 65% [92]. La chiamata delle varianti é stata eseguita dal
Variant Finder Tool (Geneious) filtrando le varianti con un p>0, utilizzando una
frequenza di variante minima di 0 e parametri predefiniti per il valore p della
variante massima (10-¢). La copertura di sequenziamento minima per ciascuna
posizione di variante era di 10 reads. Le frequenze delle varianti sono state
valutate come somma delle frequenze delle varianti in quella posizione. Ogni

campione é stato elaborato e analizzato in due esperimenti indipendenti.

Analisi filogenetica

Le sequenze genomiche pubbliche complete di SARS-CoV-2 (> 29 Kb) sono state
recuperate dal GISAID. Escludendo i genomi di bassa qualita e le sequenze quasi

identiche (somiglianza genetica> 99,99%), e stato ottenuto un set globale di dati
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di 3.171 genomi pubblici piu i 2 nuovi genomi riportati in questo studio. Le
sequenze sono state allineate mediante MAFFT (algoritmo FF-NS-2) utilizzando
parametri predefiniti [93]. L'allineamento e stato effettuato accuratamente in
modo manuale per poter rimuovere artefatti alle estremita e all'interno
dell'allineamento utilizzando Aliview [94]. L'analisi filogenetica e stata eseguita
utilizzando IQ-TREE (versione 1.6.10) utilizzando il modello piu adatto secondo
il Bayesian Information Criterion (BIC) indicato dall'applicazione Model Finder
implementata in IQ-TREE [95]. La solidita statistica dei singoli nodi e stata
determinata utilizzando 1000 repliche di bootstrap mentre la valutazione dei
lignaggi e stata condotta utilizzando il Phylogenetic Assignment of Named Global

Outbreak LINeages disponibile su https://githu b.com/hCoV- 2019 /pango lin.

Analisi Statistica

Le mediane dei Ct per i geni target E, RARP e N sono state calcolate all'inizio e alla
fine del periodo epidemico. La significativita statistica dei dati e stata effettuata
mediante I'analisi della varianza one-way Anova, mentre per il confronto dei dati
e stato utilizzato il test di Bonferroni. Le differenze sono state considerate
significative con p<0,05. Le statistiche e i grafici sono stati eseguiti utilizzando il

software Prism 8 (GraphPad Software, La Jolla, CA, USA).
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Effetti del Metotrexato sulla crescita e sul metabolismo delle
cellule Vero E6

Inizialmente abbiamo analizzato 'effetto di varie concentrazioni (0,015 pM; 0,03
uM; 0,06 uM; 0,125 uM; 0,25 pM; 2,5 pM; 25 pM) di Metotrexato (MTX) sulla
proliferazione delle cellule Vero E6, un modello consolidato per I'isolamento e la
replicazione di SARS-CoV-2. Dopo 48h, la dose 0,015 pM di MTX risultava avere
un effetto trascurabile sull’entita della crescita, analizzando il numero di cellule
vitali rilevato dal test di esclusione del colorante Trypan Blue. A questa
concentrazione molto bassa, l'inibizione del MTX pud essere compensata dal
substrato intracellulare di DHFR. Le concentrazioni di MTX che vanno da 0,06 uM
a 2,5 uM iniziavano ad avere un potente effetto inibitorio (circa il 45%) che
diventava sostanzialmente piu forte (85%) alla dose di 25 uM (Figura 11A). Le
cellule trattate con MTX, comunque, anche se inibite, mostravano un normale
fenotipo aderente alla superficie a qualsiasi dose (Figura 11B). Il MTX inibiva
fortemente I'accumulo di ATP cellulare (analizzato con CellTiter-Glo). Per un
ampio spettro di concentrazioni di MTX, l'inibizione dei livelli di ATP rimaneva
ragionevolmente costante, variando da un’inibizione del 73% alla dose di 0,06
UM ad una dell’82% per la dose di 25 uM (Figura 11C). Questi dati indicano che
a concentrazioni comprese tra 0,06 e 25 pM, la capacita proliferative delle cellule
Vero E6, trattate con MTX é correlate alla down-modulazione della loro attivita

metabolica, con effetti trascurabili sulla morfologia cellulare e sulla citotossicita.
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Figura 11. Valutazione dell’efficacia antimetabolica e antiproliferativa di MTX. (A)
Inibizione della crescita cellulare dopo 48h di coltura in presenza di MTX a diverse
concentrazioni (0,015 uM; 0,03 uM; 0,06 uM; 0,125 puM; 0,25 pM; 2,5 pM; 25 uM).
(B) Immagini 10x in campo chiaro di cellule Vero E6 dopo incubazione per 48h a
37°C con le concentrazioni di MTX precedentemente indicate con un’iniziale
densita cellulare di 5x10* per pozzetto. (C) Misurazione dei livelli di ATP
mediante CellTite-Glo come lettura luminescente della vitalita cellulare. I punti
rossi in (A) e (C) si riferiscono a cellule non trattate con MTX.
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Il trattamento con il Metotrexato inibisce fortemente Ila
replicazione di SARS-CoV-2

Abbiamo infettato le cellule Vero E6 ad una MOI bassa (MOI = 0,05) e ad una MOI
alta (MOI = 1). La quantificazione dell’RNA virale rilasciato nel surnatante dopo
48h ci indica che la produzione virale ¢ molto simile a entrambe le MOI (Figura
12A). Pertanto, nei successivi esperimenti abbiamo utilizzato solamente la MOI
piu bassa (0,05). Successivamente abbiamo valutato se il MTX potesse
influenzare in qualche modo la replicazione di SARS-CoV-2. Le cellule Vero E6
sono state infettate con un ceppo primario di SARS-CoV-2 isolato a Brescia, Italia
e un’ora dopo sono state coltivate in assenza o in presenza di MTX a 3 diverse
concentrazioni (0,25 puM; 2,5 uM e 25 pM). MTX inibiva in maniera efficace la
replicazione virale (Figura 12B-E). Tutte le dosi di MTX abolivano gli effetti
citopatici e citolitici di SARS-CoV-2 sulle cellule Vero E6 con effetti citopatici
minimi rilevabili solo alla dose piu bassa (Figura 12B). La quantificazione del
numero di copie dell'RNA virale presente nei surnatanti delle colture cellulari
confermava il potente effetto inibitorio di MTX sulla produzione di particelle
virali, con una riduzione di quasi 70 volte alla dose di 25 uM e di circa 20 volte
alla dose di 0,25 pM, rispetto alle cellule infette non trattate (Figura 12C). La
quantificazione tramite qRT-PCR dell’lRNA di SARS-CoV-2 presente all'interno
delle cellule infettate mostrava un’inibizione dose-dipendente che varia dal 40%
al 70% alle dosi di MTX testate (da 0,25 uM a 25 uM) rispetto alle cellule infette
non trattate (Figura 12D). Analisi di Western Blot con antisieri di pazienti che

riconoscono la Nucleoproteina (NP) virale confermavano l'efficacia di MTX sulla
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replicazione del virus. MTX induceva un’inibizione significative (circa il 60%)
dell’accumulo di NP (Figura 12E). Poiché ci sono molte copie di NP per ciascuna
molecola di RNA nel virione, la costante banda immunoreattiva rilevata,
osservata a tutte le concentrazioni, puo riflettere principalmente la proteina
virale presente all'inizio del trattamento, mascherando la robusta inibizione

dose-dipendente osservata nei precedenti esperimenti.
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Figura 12. Attivita antivirale di MTX. (A) Le cellule Vero E6 sono state infettate con
SARS-CoV-2 auna MOI di 0,05 0 1,0 per 1 oraa 37 ° C e poi lavate e messe in coltura per
48 ore. La resa virale e stata quantificata nel surnatante cellulare tramite qRT-PCR. Le
cellule Vero E6 sono state successivamente infettate con SARS-CoV-2 a una MOI di 0,05
in assenza o in presenza di diverse dosi di MTX. (B) Le cellule sono state sottoposte a
imaging con un microscopio ottico per rilevare i tipici effetti citolitici indotti da SARS-
CoV-2. La resa virale e stata quantificata sia nel surnatante cellulare(C) che a livello
intracellulare (D) mediante qRT-PCR. (E) L'espressione della nucleoproteina (NP) nelle
cellule infette e stata analizzata mediante Western blot (pannello di sinistra). Le barre
rappresentano la percentuale media di inibizione dell'espressione di NP nelle cellule
trattate con MTX a diverse concentrazioni.
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Epidemia di COVID-19 a Brescia

Abbiamo analizzato tamponi rinofaringei provenienti dalla provincia di Brescia a
partire dal 28 febbraio 2020 per la presenza del genoma di SARS-CoV-2. I
campioni analizzati al 31 maggio 2020, sono stati 40.730 e, tra questi, 11.344
campioni (28,8 %) sono risultati positivi al SARS-CoV-2. Come mostrato in Figura
13a, la maggior parte dei campioni positivi sono stati ritrovati a marzo (N = 8.398,
62,0% dei 13.547 analizzati). Nonostante la presenza di ulteriori campioni
positivi nei mesi successivi, la percentuale sul totale analizzato si e drasticamente
ridotta. A maggio, solo 611 dei 12.705 campioni analizzati (4,8%) sono risultati
positivi. Abbiamo inoltre cercato di valutare se le due fasi epidemiche differissero
non solo per numero di casi positivi ma anche per la quantita di RNA virale
rilevato. Per questo motivo, abbiamo analizzato 200 campioni positivi selezionati
casualmente, 100 derivati nel periodo di picco dell’epidemia (marzo 2020) e 100
effettuati a maggio 2020, valutando i valori Ct. Per ogni campione, abbiamo
suddiviso i valori di Ct osservati a seconda dei 3 bersagli molecolari rilevati dal
reagente diagnostico Seegene (geni RARP, E, N). I valori Ct medi per tutti e 3 i geni
bersaglio osservati a marzo erano significativamente inferiori (Ct medio del gene
E: 23,3, intervallo 10,3-35,9; Ct medio del gene RdRP: 24,6, intervallo 13,3-37,8;
Ct medio del gene N: 25,3, intervallo 13,9- 38,3) rispetto ai valori Ct medi rilevati
nei campioni raccolti a maggio (Ct medio del gene E: 32,1, intervallo 11,6-45,0; Ct
medio del gene RARP: 34,0, intervallo 13,9-38,6; Ct medio del gene N: 34,3,
intervallo 15,5-39,3) (Figura 13b). Nella fase successiva dell'epidemia abbiamo
individuato un campione (GZ69) notevolmente diverso da tutti gli altri tamponi

nasofaringei analizzati. Il campione GZ69 ha mostrato un titolo virale molto
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elevato con valori di Ct (gene E Ct: 11,6; gene RdRP Ct: 13,9; gene N Ct: 15,5) che
rientrava nel quartile inferiore dei campioni analizzati nel primo periodo
epidemico. E interessante notare come il paziente “GZ69” fosse completamente
asintomatico essendo il suo campione ottenuto durante un normale screening

effettuato agli operatori sanitari I'8 maggio.
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Figura 13. Caratterizzazione di campioni SARS-CoV-2 analizzati presso gli
Spedali civili di Brescia. a) I grafici rappresentano il numero assoluto di campioni
testati giornalmente. I campioni SARS-CoV-2 positivi sono mostrati in rosso; i
campioni SARS-CoV-2 negativi in blu. L'asse orizzontale indica il tempo
nell'intervallo giornaliero dal 28 febbraio al 31 maggio 2020. Le frecce mostrano
i giorni in cui sono stati raccolti rispettivamente i campioni AP66 e GZ69. b) Cento
campioni positivi SARS-CoV-2, selezionati casualmente raccolti al picco iniziale
dell'epidemia di infezione (marzo 2020) e nella fase avanzata dell'epidemia di
infezione (maggio 2020) nella regione di Brescia, sono stati suddivisi a seconda
dei valori relativi ai Ct ottenuti da E, RARP e N geni. Nei grafici del pannello b, le
caselle si estendono dal 25° al 75° percentile, le linee indicano i valori mediani e
le barre indicano l'intervallo dei valori. (*** p <0,001). [ segni verdi indicano Ct
del campione AP66; i segni rossi indicano Ct dal campione GZ69.
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Persistenza dell'isolato di SARS-CoV-2 GZ69 nelle cellule Vero E6

L'elevata carica virale rilevata nel campione GZ69 ci ha permesso di isolare SARS-
CoV-2 utilizzando cellule Vero E6. Abbiamo inoltre isolato un secondo virus
(SARS-CoV-2 AP66), ottenuto da un paziente dello stesso sesso e della stessa eta
venuto a contatto con COVID-19 durante la prima epidemia (9 marzo 2020). Il
campione, denominato AP66, ha mostrato un livello di virus sovrapponibile alla
quantita di virus rilevata nel campione GZ69. In particolare, i valori di Ct relativi
ad AP66 erano compresi nel percentile inferiore del primo periodo epidemico
(Figura 13) (gene E Ct: 12,4; gene RdARP Ct: 14,8; gene N Ct: 15,3).
Sorprendentemente, l'isolato di SARS-CoV-2 GZ69 ha mostrato un'aggressivita
nettamente inferiore rispetto a SARS-CoV-2 AP66. Infatti, come previsto dalla
carica virale dei campioni SARS-CoV-2 molto alta, con I"isolamento ottenuto da
AP66 in Vero E6 (P0) abbiamo potuto osservare la comparsa di un effetto
citopatico (CPE) gia dopo 48 h dall'infezione (p.i.), capace successivamente di
diffondersi rapidamente sull'intero monostrato cellulare a 72 h p.i. Al contrario,
nonostante le quantita di virus fossero comparabili in entrambi i campioni di
AP66 e GZ69, la vitalita cellulare delle Vero E6 € parsa leggermente diversa
nell'isolamento GZ69, dove 72 h p.i. si e infatti potuto osservare un CPE limitato
a pochi elementi dell’intero monostrato cellulare, che rimaneva ben conservato
(Figura 14a). E interessante notare come 72 h p.i. (tempo 0, T0), non & stata
osservata alcuna differenza nel titolo della progenie virale di AP66 (5,2 x 108
copie del genoma / ml di supernatante di coltura cellulare) e GZ69 (3,8 x 108 copie
del genoma / ml di surnatante di colture cellulari), escludendo quindi che la

mancanza di CPE sulle Vero E6 infettate con GZ69 fosse dovuta ad un
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Figura 14. Persistenza di SARS-CoV-2 GZ69 nelle cellule Vero E6. a) CPE indotto
da SARS-CoV-2 AP66 e SARS-CoV-2 GZ69 in Vero E6 a PO (72 h p.)
(ingrandimento originale 10x). b) Il numero di copie dell'RNA di SARS-CoV-2 &
stato analizzato dai surnatanti cellulari raccolti nel tempo PO mediante qRT-PCR.
[ valori rappresentano la media delle copie del gene S/ml * DS del triplicato. c)
Microscopia in campo chiaro dell'infezione persistente di SARS-CoV-2 GZ69 al
passaggio 4 (ingrandimento originale 10x). d) Immunofluorescenza su cellule
Vero E6 infettate con SARS-CoV-2 GZ69 al passaggio 4. Le immagini mostrano in
verde la presenza di SARS-CoV-2 e i nuclei cellulari in blu (barra della scala 20
um). e) Dai surnatanti cellulari raccolti prima della subcoltura cellulare e stato
calcolato il numero di copie dell'RNA di SARS-CoV-2 mediante qRT-PCR. I tempi
di raccolta del surnatante sono indicati con una T. I valori rappresentano la media
+ DS del triplicato di copie/ml del gene S. NI non infetto

inefficiente processo di isolamento o ad una cinetica di replicazione virale piu
lenta (Fig. 2b). Il monitoraggio delle cellule fino a 8 giorni p.i. ha confermato che
l'infezione delle cellule Vero E6 con SARS-CoV-2 GZ69 non aveva prodotto un
chiaro CPE, confermando cosi la persistenza dell'infezione. Per confermare
questa ipotesi, le cellule sono state passate regolarmente ogni 4 giorni, fino al

passaggio 4 (P4), e i surnatanti cellulari raccolti prima di effettuare ciascuna
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subcoltura cellulare, da T1 a T4. Le cellule Vero E6 infettate con GZ69 recuperate
ad ogni passaggio risultavano essere ampiamente vitali (75-85%) e non hanno
mostrato una crescita piu lenta rispetto alla controparte non infetta (Fig. 2 c, d).
Infine, & stato osservato anche un continuo rilascio di SARS-CoV-2 GZ69,
compreso tra 1,4 x 107 e 3,8 x 107 copie del genoma/ml derivate da surnatante di
coltura cellulare (Fig. 2e). Questo risultato mostra che l'assenza di CPE nelle
cellule Vero E6 non era dovuta ad una scarsa capacita replicativa di SARS-CoV-2

GZ69.

Mutazione genetica di SARS-CoV2 GZ69

Successivamente abbiamo effettuato il sequenziamento dell'intero genoma
(WGS) per valutare se le differenze nel CPE indotte da SARS-CoV-2 GZ69 e SARS-
CoV-2 AP66 fossero dovute a variazioni genetiche tra i due isolati. Il
sequenziamento metagenomico degli isolati (TO) & stato eseguito utilizzando una
piattaforma MiniSeq [llumina. Dopo I'assemblaggio entrambi i genomi hanno
mostrato una copertura totale del genoma al 99,9% senza lacune significative in
nessuna posizione codificante. Per valutare la storia evolutiva ed avere una solida
correlazione nel tempo dei due isolati, e stata eseguita un’analisi filogenetica
basata sul metodo della massima verosomiglianza (Maximun Likelihood). Le
sequenze di GZ69 e AP66, sono state allineati ad un dataset di 3.171 sequenze
depositate in GISAID fino al 2 giugno 2020. Il modello filogenetico ottenuto in
accordo con i criteri del (BIC) Bayesian Information indicava una solida
robustezza dei dati e metteva in evidenza due principali clade, A e B, secondo un

modello di nomenclatura recentemente proposta, a livello epidemiologico

55



globale [96]. L’analisi mostrava che l'isolato di SARS-CoV-2 AP66 si raggruppava
nel clade B1, che include la maggior parte delle sequenze italiane, insieme alle
sequenze derivate da altri paesi europei e Stati Uniti. La sequenza del genoma
SARS-CoV-2 GZ69 sembrava, al contrario, trovarsi in un gruppo diverso
assegnato al sub-lignaggio SARS-CoV-2 B.1.1. Anche in questo caso, questo
recente sub-lignaggio includeva principalmente sequenze genomiche
provenienti da Italia, Europa e Stati Uniti. Nell'albero, alcune sequenze di altri
SARS-CoV-2 raccolte in area lombarda, si distribuiscono in gruppi diversi da
quelli contenenti le due nuove sequenze caratterizzate in questo studio (Figura

15).

SARS-CoV-2-UNIBS-GZ69

Figural5. Analisi filogenetica di isolati di SARS-CoV-2 AP66 e SARS-CoV-2 GZ69. Albero
di massima verosimiglianza costituito da 3.173 sequenze di SARS-CoV-2 campionate in
tutto il mondo. I due ceppi valutati in questo studio sono stati contrassegnati con i cerchi
colorati. Sul lato destro sono mostrati gli zoom dei clades contenenti i due isolati italiani
di SARS-CoV-2.

56



Cio suggerisce che, in quest'area geografica, nel tempo si sono verificate pil
introduzioni di SARS-CoV-2. Le analisi di allineamento [97] hanno mostrato che,
rispetto al genoma di riferimento Wuhan-Hu-1 NC_045512.2, la sequenza
consenso SARS-CoV-UNIBS-2 AP66 mostra 6 sostituzioni nucleotidiche (C241T;
C3037T; C14408T; T21784G; C21846T; A23403G) determinando 4 cambiamenti
non sinonimi (polipeptide ORF1lab: P4715L; proteina S: N74K, T95], D614G). Tre
sostituzioni nucleotidiche su 6 risiedono nel gene che codifica per la proteina S,
dando origine a cambiamenti amminoacidici non sinonimi. Un ulteriore
sostituzione non sinonima osservata si trova nella regione codificante ORF1ab,
all'interno del dominio RdRP. Le mutazioni (P4715L) e D614G nella proteina S,
sono mutazioni ricorrenti, emerse in Europa a partire da febbraio 2020 come
recentemente descritto chiaramente da Pachetti et al. [98]. In accordo con i
risultati ottenuti, mutazioni nelle posizioni nucleotidiche 14.408 e 23.403 erano
presenti anche nella variante virale SARS-CoV-2-UNIBS-GZ69. La sequenza
consenso di GZ69 meno patogena differiva dall'isolato di Wuhan-Hu-1 in 11
posizioni nucleotidiche (C241T; C2939T; C3037T; C3828T; C14408T; A23403G;
T24631C; G28881A; G28882A; G28883C; G29810T) e 6 di loro erano sinonimi
(ORF1 non polipeptide: P892S, S1188L, P4715L; proteina S D614G; proteina N:
R203K, G204R). E interessante notare che la sequenza consenso SARS-CoV2-
UNIBS-GZ69 differiva dalla prima variante SARS-CoV-2-UNIBS-AP66 in 9
posizioni (C2939T; C3828T; G21784T; T21846C; T24631C; G28881A; G28882A;
G28883C; G29810T) e queste variazioni genetiche hanno portato a 4 sostituzioni
non sinonime nell'ORF1ab (P892S, S1188L), nella proteina S (K74N, I95T) e nella

proteina N (R203K, G204R) [Figura 16].
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Figura 16. Ispezione della variabilita genomica degli isolati SARS-CoV-2 AP66 e SARS-
CoV-2 GZ69. a) Schema con codice colore delle regioni genetiche SARS-CoV-2, annotato
come nel genoma di riferimento NC_045512.2. I domini ORF1ab in cui si sono verificate
mutazioni in SARS-CoV-2 AP66 e SARS-CoV-2 GZ69 sono indicati con parentesi quadre. |
numeri indicano le posizioni dei nucleotidi (nt). b) Variabilita di sequenza rilevata in
SARS-CoV-2 AP66 (grafico verde superiore) e SARS-CoV-2 GZ69 (grafico rosso inferiore).
L'asse verticale rappresenta le percentuali di lettura rilevate che mostrano mutazioni nt
rispetto alla sequenza di riferimento NC_045512.2 in ogni posizione,valutato dal
sequenziamento di nuova generazione. Le posizioni Nt nel genoma di SARS-CoV-2 sono
riportate sull'asse orizzontale. La tabella centrale mostra posizioni nt in cui si verifica
una sostituzione in SARS-CoV-2 AP66 e SARS-CoV-2 GZ69 rispetto a NC_045512.2
(numeri all'interno del riquadro verde chiaro). Le sostituzioni Nt nelle regioni non
codificanti sono in blu; le sostituzioni silenziose sono in arancione; le sostituzioni nt non
sinonime e le corrispondenti modificazioni amminoacidiche sono evidenziate in giallo.
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Per escludere che le mutazioni osservate nell'isolato SARS-CoV-2 GZ69 fossero
state introdotte durante la replicazione virale in vitro, abbiamo eseguito WGS
direttamente sul tampone nasofaringeo GZ69. Confrontato con l'isolato di
Wuhan-Hu-1, la sequenza consenso del tampone nasofaringeo di GZ69 ha
mostrato le stesse 11 modificazioni nucleotidiche identificate nell'isolato SARS-
CoV-2 GZ69. Le sostituzioni identificate in ciascuna posizione nucleotidica nel
campione clinico GZ69 erano presenti nel 100% delle letture analizzate,
escludendo cosi che l'isolamento in vitro potesse aver selezionato una singola

variante intra-ospite di SARS-CoV-2.
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DISCUSSIONE E CONCLUSIONI
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All'inizio del 2020 la nuova sindrome respiratoria COVID-19, causata dal virus
SARS-CoV-2, si e diffusa come una pandemia, a partire da Wuhan, in Cina,
provocando una grave crisi sanitaria ed economica. Nonostante alcuni progressi
nei trattamenti farmacologici delle complicanze mediche nelle fasi tardive della
malattia, il bilancio delle vittime della pandemia e tragico, dal momento che

attualmente non e disponibile un vaccino o un trattamento antivirale specifico.

Attualmente, i pazienti con sintomi lievi ricevono trattamenti prevalentemente
basati sull’'uso di antivirali. Fra i principali farmaci utilizzati nell’ambito del piano
nazionale di gestione dell’emergenza COVID-19, troviamo il Lopinavir / Ritonavir
(Kaletra), che viene utilizzato principalmente nei pazienti COVID-19 con minore
gravita e nelle fasi iniziali della malattia, gestendo il malato sia a domicilio sia in
ospedale. Precedenti esperienze nell'infezione da SARS e MERS, suggeriscono che
tale farmaco possa migliorare alcuni parametri clinici dei pazienti. I pazienti ad
uno stadio piu grave della malattia, ricevono farmaci antinfiammatori, comprese
basse dosi di steroidi o farmaci che agiscono sull'asse dell'IL-6 [99]. In base alla
precedente esperienza dimostrata nei pazienti con SARS, vengono utilizzati
nell’emergenza COVID-19 farmaci anti infiammatori (in particolare anticorpi
monoclonali) che da alcuni anni vengono utilizzati in reumatologia al fine di
inibire la risposta immunitaria: il Tocilizumab e I’Anakinra. Altre terapie
essenziali sono le cosiddette terapie di supporto utilizzate per mantenere in vita
il paziente in attesa che altri farmaci risultino efficaci nel combattere l'infezione
o che la malattia guarisca spontaneamente. In questo contesto risulta di
fondamentale importanza lo sviluppo di nuovi farmaci pertanto il numero delle

sperimentazioni e in costante crescita.
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Sulla base di queste premesse, in questo lavoro di tesi e stato quindi valutato
I'effetto antivirale del Metotrexato (MTX), un farmaco approvato dalla FDA che
agisce inibendo in modo competitivo e reversibile la diidrofolato reduttasi
(DHFR), un enzima che partecipa alla sintesi del tetraidrofolato, alla cui inibizione
consegue un esaurimento dei folati endocellulari. Visto che il suo meccanismo
d’azione e basato sulla capacita di inibire la via della biosintesi delle purine, si &
pensato che tale farmaco potrebbe essere in grado di inibire la replicazione

dell'RNA virale e la sintesi di nuove particelle virali infettanti.

Nel nostro laboratorio sono quindi stati eseguiti, su un modello di cellule Vero E6
in vitro, degli esperimenti di infezione con un isolato di SARS-CoV-2 ottenuto dal
tampone nasofaringeo di un paziente che presentava un’alta carica virale. [ nostri
risultati indicano che il MTX inibisce efficacemente e in modo dose-dipendente la
replicazione virale di SARS-CoV-2 nelle fasi successive all'ingresso del virus. In
accordo con i dati riportati in letteratura per l'infezione da virus Zika [100] e con
il meccanismo d'azione sopra riportato di MTX, [87] i nostri dati indicano
chiaramente che la via biosintetica delle purine cellulari risulta un valido target
per inibire la replicazione di SARS- CoV-2. Inoltre uno studio eseguito su pazienti
affetti da artrite reumatoide a cui venivano somministrati 15 mg di MTX, ha
evidenziato che la concentrazione plasmatica del farmaco rimaneva in un range
di concentrazione compreso tra 0,1 e 1 uM, [101] cioe entro un intervallo di
concentrazione sovrapponibile a quello riportato nel nostro studio (0,25-2,5 uM).
Poiché la somministrazione metronomica multipla, terapia utilizzata in ambito
oncologico, di basse dosi di MTX [102] puo migliorare l'assorbimento del

farmaco, le dosi efficaci riportate nel nostro lavoro sono compatibili con il
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dosaggio di MTX terapeuticamente efficace (e ben tollerato) impiegato nell'uso
clinico. Questi esperimenti potrebbero fornire la base per progettare trattamenti
antivirali compatibili con l'assistenza domiciliare ai pazienti, monitorati dai
medici di famiglia sotto la supervisione degli ospedali COVID. E’ stato inoltre visto
che, nell'artrite reumatoide e in altre sindromi infiammatorie, il bersaglio
molecolare di MTX non e DHFR [87], ma il farmaco svolge un’azione anche come
antiinflammatorio e immunosoppressore, riducendo i livelli di interleuchina 6
(IL-6) e del recettore solubile di IL-2. Tale riduzione dei livelli di citochine &
accompagnata da un miglioramento degli indici clinici dei pazienti [103].
Pertanto, nei pazienti COVID-19 in una fase piu avanzata, si puo ipotizzare che il
trattamento con MTX possa ridurre da una parte la formazione di nuovi virioni e
dall'altra sia in grado di inibire l'eccessiva produzione di IL-6, strategia
attualmente in uso in diversi studi clinici [99] e che si presenta promettente per

la cura dei pazienti COVID-19.

Oltre allo studio delle classiche vie attraverso le quali il virus replica e induce la
malattia come target per nuovi farmaci, anche lo studio delle mutazioni degli
isolati virali potrebbe rappresentare un possibile target per lo sviluppo di vaccini

e farmaci terapeutici.

Dalla letteratura e noto che i tassi di mutazione virale/sostituzioni nucleotidiche
variano per i virus a RNA approssimativamente tra 10¢ e 10-*. L'eccezione a
questa regola é data dai coronavirus [104]. Dall’inizio della pandemia sono stati
sequenziati migliaia di genomi completi di SARS-CoV-2 che si sono dimostrati

cruciali per tracciare 'origine e I'evoluzione del virus. Sorprendentemente, nella
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popolazione globale sembra che il SARS-CoV-2 abbia accumulato solo una
moderata diversita genetica in questa fase della pandemia COVID-19 [105].
Sebbene SARS-CoV-2 abbia la capacita di correggere gli errori della RNA
polimerasi mediante l'attivita della proteina non strutturale multidominio
(nsp14) [106], I'esame di un set di dati di 7.666 gruppi genomici pubblici ha
identificato regioni in cui si accumulano delle diversita, con 198 mutazioni
ricorrenti in tutto il mondo emerse piu volte indipendentemente (omoplasie). Di
questi, quasi 1'80% delle mutazioni ricorrenti ha prodotto cambiamenti non
sinonimi a livello proteico, suggerendo un possibile adattamento in corso di

SARS-CoV-2 all'ospite umano [105].

In uno studio recente, il sequenziamento massivo dell'RNA (Metatrascrittomica)
su campioni di liquido di lavaggio bronco-alveolare di 8 pazienti ha mostrato che
il numero di varianti intra-ospite variava da 0 a 51, con una mediana di 4,
suggerendo un alto tasso di evoluzione del virus [107]. Cio non sorprende perché
quando il livello di infezione di una popolazione diventa significativo, alcuni
individui si infettano in modo multiplo con diverse varianti del virus [108].
Inoltre, 'analisi degli isolati virali ha evidenziato la presenza di quasi-specie che
mostrano nuove mutazioni genetiche nonostante le date di campionamento
relativamente recenti [85, 86], indicando cosi che esiste una relativa diversita dei
ceppi virali, ma questa viene ampiamente sottovalutata [85]. Pertanto questa
conoscenza e fondamentale per comprendere i meccanismi infettivi utilizzati da
SARS-CoV-2 e formulare una strategia per lo sviluppo di farmaci e vaccini. In
questo contesto, nella seconda parte di questo lavoro di tesi, e stato condotto un

importante studio “in vitro” di un particolare isolato virale allo scopo di

64



identificare il meccanismo d’infezione legato alla presenza di precise mutazioni
nel suo genoma virale. A tale scopo nel nostro laboratorio € stato isolato un ceppo
di SARS-CoV-2 da un soggetto asintomatico il cui tampone nasofaringeo,
nonostante fosse stato processato nella fase calante della pandemia, presentava
un’alta carica virale. Il genoma di questo isolato € stato sequenziato mediante NGS
e sono quindi stati eseguiti esperimenti “in vitro” per studiarne le caratteristiche
replicative. Gli esperimenti sono stati condotti su cellule Vero E6 in quanto sono
cellule completamente suscettibili all'infezione da SARS-CoV-2 e forniscono un
prezioso modello di forte replicazione virale grazie alla mancanza della risposta
dell'interferone [109] a cui SARS-CoV-2 e altamente sensibile [110, 111].
Sorprendentemente, il nuovo isolato chiamato “SARS-CoV-2 GZ69” non ha
indotto alcun effetto citopatico sulle cellule Vero E6 nonostante un'elevata carica
virale nel surnatante della coltura. La carica virale ha continuato a essere
sostenuta, a livelli solitamente raggiunti dai virus citopatici, anche dopo ripetuti

passaggi delle cellule in coltura.

Questa scoperta ha dimostrato la capacita del nuovo isolato di manipolare il
meccanismo cellulare per non indurre morte cellulare ed indurre un’infezione
persistente. Dalla letteratura e noto che i Nidovirales e, tra loro, i coronavirus
tendono a stabilire la persistenza sia in vivo che in vitro [112]. E noto, inoltre, che
la persistenza deriva da adattamenti sia della cellula ospite che del virus [113] e
che mutazioni nel genoma virale concorrono a tale persistenza [114]. Questo e
stato chiaramente dimostrato anche per SARS-CoV, il virus filogeneticamente piu
vicino a SARS-CoV-2, dove una mutazione puntiforme viene stabilizzata durante

l'instaurarsi della persistenza [115, 116], suggerendo che anche un singolo, ma
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cruciale cambiamento di aminoacidi, puo essere vantaggioso per I'adattamento
del virus. In questo lavoro, abbiamo evidenziato che “SARS-CoV-2 GZ69” e “SARS-
CoV-2 AP66”, quest'ultimo virus geneticamente simile a quello isolato a Wuhan e
in grado di indurre un forte effetto citopatico, mostrano alcune differenze a livello
amminoacidico. Queste variazioni ci hanno permesso di classificare “SARS-CoV-2
GZ69” e “SARS-CoV-2 AP66” in diversi sottogruppi filogenetici e suggeriscono che
“SARS-CoV-2 GZ69” potrebbe essersi evoluto nel tempo allontanandosi dal
gruppo B1 in cui sono classificati “SARS-CoV-2 AP66” e molti altri ceppi italiani.
Le mutazioni nel gene S di SARS-CoV-2 sono state correlate da una parte con la
sua attenuazione mentre dall’altra con una sua maggiore aggressivita [86]. In
accordo con i nostri studi che hanno dimostrato che l'isolato “SARS-CoV-2 GZ69”
ha mantenuto la sua capacita infettante, la sequenza della proteina S rimaneva
praticamente uguale alla sequenza "wild type"; la sostituzione D614G e stata,
infatti, I'unica differenza rilevata rispetto al ceppo di riferimento di Wuhan. Le
sequenze di “SARS-CoV-2 GZ69” e “SARS-CoV-2 AP66” analizzate nel nostro
laboratorio hanno rivelato la presenza di altre 4 sostituzioni non sinonime. Le
mutazioni ai residui amminoacidici 892 (daPaS) e 1188 (da S a L) non sono state
ancora descritte a livello globale. Entrambe risiedono all'interno del dominio
nsp3, i cui eventi mutazionali sono stati considerati un potenziale meccanismo
che differenzia la patologia COVID-19 dalla SARS [117]. In particolare, la
mutazione S1188L di SARS-CoV-2 € compresa nel macrodominio (Macl, residui
1023-1197 della poliproteina 1a), un dominio presente in tutti i coronavirus. Il
Macl si lega e rimuove 1I'ADP-ribosio dalle proteine cellulari modificate post-

traduzionalmente e questa attivita contrasta la ribosilazione antivirale dell'ospite
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[118]. Sorprendentemente, la mutazione Mac1 in SARS-CoV non interferisce con
la replicazione del virus nelle colture cellulari Vero E6 [119] ma il virus mutante
e altamente attenuato in vivo [120-122]. Questi risultati attestano che SARS-CoV
Macl non e indispensabile per la replicazione virale ma e necessario per la
patogenesi e probabilmente promuove la virulenza contrastando la risposta
immunitaria innata dei mammiferi. E stato quindi ipotizzato che la mutazione
osservata in Mac1 di “SARS-CoV-2 GZ69” possa essere coinvolta nei diversi effetti
citopatici indotti su Vero E6 descritti in questo lavoro di tesi. Le altre differenze
tra “SARS-CoV-2 AP66” e “SARS-CoV-2 GZ69” risiedono nel gene N, dove € stata
rilevata la sostituzione di 2 amminoacidi consecutivi (203-204). Queste
sostituzioni si trovano nel dominio del linker N2a che e eccezionalmente poco
suscettibile alle mutazioni, in linea con il suo probabile ruolo strutturale di linker
disordinato tra il dominio N1b legante 'RNA e il dominio di dimerizzazione N2b
[123]. In accordo con questa evidenza, le mutazioni osservate nel gene N non
sono uniche del ceppo virale “SARS-CoV-2 GZ69” ma sono gia state rilevate in altri
isolati di SARS-CoV-2 in tutto il mondo [124]. Tuttavia, non € stata ancora messa
in evidenza alcuna relazione tra la presenza di queste sostituzioni e la
patogenicita virale. In questo contesto, vale la pena notare che, in SARS-CoV,
questi residui fanno parte di putativi siti di fosforilazione e questo epitopo e
coinvolto nell'interazione con diversi enzimi cellulari come la chinasi ciclina-
dipendente (CDK) e la glicogeno sintasi chinasi-3 (GSK3) [125]. Inoltre, analisi
mutazionali che coinvolgono il residuo 204 hanno fornito prove sostanziali che la
proteina N del SARS-CoV si lega e inibisce l'attivita del complesso ciclina-CDK,

determinando la down-regolazione dei prodotti del gene della fase S e la
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successiva inibizione della progressione della fase S nelle cellule umane [126]. Gli
eventi mutazionali verificatisi in “SARS-CoV-2 GZ69” a livello dei residui 203-204
potrebbero ridurre le proprieta antiproliferative della proteina N, favorendo la
sopravvivenza cellulare e la persistenza virale. La recente disponibilita di un
clone infettivo di cDNA di SARS-CoV-2 [127] potrebbe rendere possibile tentativi
di genetica inversa per determinare se la sostituzione dei residui amminoacidici
sopra descritti all'interno di un clone molecolare di SARS-CoV-2 ben
caratterizzato possano alterare drasticamente 1'aggressivita virale. Presi insieme,
questi risultati potrebbero aprire la strada a futuri studi volti ad analizzare il

processo di selezione a favore delle mutazioni virali nell'ospite umano.
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