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Resumen del proyecto
Algunas tio y selenosemicarbazonas actian como inhibidores de cruzipaina, la principal cisteinproteasa de Trypanosoma

cruzi. Adicionalmente, la actividad farmacoldgica de muchos complejos metdlicos estd relacionada con la inhibicién de
enzimas (incluyendo cruzipaina) de variadas rutas metabélicas. Nuestro grupo ha desarrollado una serie de tio y seleno
semicarbazonas derivadas de cumarinas como potenciales antiparasitarios y complejos metdlicos de paladio y platino
utilizando estos compuestos como ligandos.

Estos derivados cumarina-tio/selenosemicarbazona son potenciales inhibidores de las proteasas 3CLpro y PLpro de
SARS-CoV-2 dependientes de cisteina para su actividad catalitica. La capacidad inhibitoria podria ser potenciada por la
unién de estos compuestos a iones metdlicos generando asi complejos con diferentes propiedades fisicoquimicas y
estructurales.

En este proyecto se investigé si los compuestos orgdnicos y complejos metdlicos ya desarrollados son capaces de inhibir
las proteasas de SARS-CoV-2 (3CLpro y PLpro). Por otra parte, se buscé estudiar mediante técnicas de anclaje (docking)
molecular, modificaciones quimicas sobre los compuestos orgdnicos que pudieran favorecer la inhibicidn enzimdtica.
Adicionalmente, se buscé identificar patrones estructurales y geométricos para los complejos metdlicos que pudieran
favorecer la inhibicién. Posteriormente se sintetizaron y caracterizaron completamente los derivados orgdnicos, asi como
los complejos metdlicos que se desprendieron de los estudios tedricos, y del estudio racional de los resultados
experimentales obtenidos en etapas iniciales (redisefo de los compuestos en funcion de la inhibicién de MPro observada)
para luego evaluar la actividad inhibitoria frente a 3CLpro y, en algunos casos, frente a PLpro. Se utilizé la informacién
obtenida para reiniciar el ciclo de disefo/sintesis/inhibicion/rediseno y seleccionar los derivados con mejores
propiedades para estudios posteriores de actividad antiviral y citotoxicidad inespecifica. En el proyecto se encontré que
las selenosemicarbazonas ensayadas fueron mds activas frente a MPro que las tiosemicarbazonas andlogas.
Adicionalmente, los compuestos de coordinacién conteniendo Pd y Pt fueron mds activos que los ligandos
tiosemicarbazona libres.

Ciencias Naturales y Exactas / Ciencias Quimicas / Quimica Inorgdnica y Nuclear / Quimica Medicinal

Palabras clave: inhibidores de proteasas de SARS-CoV-2 / cumarina-tio(seleno)semiacarbazonas /

complejos metdlicos /
Antecedentes, problema de investigacion, objetivos y justificacion.
El 31 de diciembre de 2019 fueron reportados en Wuhan, China, numerosos casos de neumonia de etiologia desconocida. La

enfermedad, denominada por la OMS como COVID-19, es causada por un coronavirus (CoV2) que produce un sindrome
respiratorio agudo severo (SARS) con alta tasa de mortalidad en personas mayores y/o cursando otras comorbilidades.
Desde marzo 2020 COVID-19 adquirié la categoria de pandemia contdndose a la fecha mds de 5 millones de casos. Las
pérdidas econdmicas y humanas asociadas a COVID-19 fueron globales y muy significativas. COVID-19 afecté a al menos
216 paises y el total de casos fatales asciende a casi 7 millones, nimeros que aumentan todavia en 2023 7. En Uruguay, los
primeros 4 casos de COVID-19 fueron detectados el 13 de marzo de 2020, y las medidas de distanciamiento social que
fueran adoptadas, en el correr de las siguientes 48 horas y sostenidas en el tiempo, contribuyeron a controlar la
dispersion de la enfermedad en el pais 8. De todas formas, modelos epidemioldgicos predijeron la aparicidn de nuevos
brotes de la enfermedad como producto de la migracién de personas (por turismo o trabajo) provenientes de paises con
focos activos de COVID-19 9. En la actualidad existen varios casos de éxito de emprendimientos para la generacién de
vacunas contra SARS-CoV2, sin embargo, las mismas demoraron en estar disponibles de manera masiva en 1-2 afos
dependiendo de la region del mundo a la cual nos referimos 10. Por otro lado, no se tiene certeza, como en el caso de otros
virus de ARN (ej. influenza), si las mismas producirdn una inmunidad duradera dado que se ha observado que SARS-CoV-2
presenta una tasa de mutaciones alta en los distintos genomas analizados, lo cual demuestra una gran diversidad y
capacidad de rdpida evolucidn por parte de estos virus 11. Por estas razones, la identificacion de potenciales farmacos se
vuelve de vital importancia tanto para la prevencién, control o como paliativo de esta enfermedad. Numerosos farmacos
(producto del reposicionamiento de drogas que se utilizan en otras patologias) han resultado activos en la inhibicién de la
replicacidn in vitro del virus, pero las evaluaciones clinicas no han arrojado evidencia robusta y concluyente sobre la
utilidad de ninguno de estos compuestos, excepto por Remdesivir cuyo uso contra SARS-CoV2 fue aprobado por la FDA12.
Estos farmacos tienen diferentes blancos moleculares y/o mecanismos de accién. A modo de ejemplo se puede mencionar
el bloqueo de la entrada del virus a la célula hospedera, las respuestas inmunorregulatorias adicionales y el
procesamiento proteolitico. Para el procesamiento proteolitico este virus cuenta con dos proteasas de cisteina, la
“chymotrypsin like protease” (CL3pro o Mpro) que hidroliza en once sitios de la poliproteina viral y la “papain like protease”
(PLpro). Estas proteasas son importantes tanto para el proceso de maduracién viral como en la reprogramacion de la
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célula hospedera. Por ejemplo, la PLpro presenta actividad ubiquitinasa que juega un rol modulador de la respuesta
inmune. Por tanto, estas proteasas son candidatas a blancos de farmacos para controlar la enfermedad. De hecho, varios
anti-retrovirales tienen por blanco a las proteasas virales, como Lopinavir o Ritonavir que inhiben a la retropepsina de HIV
13.

La inhibicién de las proteasas virales ha ganado muchos adeptos en el drea de la bioinformdtica ya que el cribado virtual
de diversos compuestos contra dichas enzimas (cuyas estructuras cristalinas se encuentran disponibles 5,12,14,15) actda
como tamiz para guiar los estudios hacia aquellas moléculas con mejor perfil farmacolégico e inhibitorio, y permite
predecir los grupos farmacofdricos involucrados en la accidn inhibitoria 5. No obstante, dichas herramientas in silico
requieren ser complementadas con ensayos experimentales confirmatorios. Un aspecto interesante desde el punto de
vista estructural y mecanistico es que ambas proteasas de SARS-CoV2 poseen una cisteina catalitica en su sitio activo,
qgue en el caso de la PLpro se complementa con un residuo de histidina que opera como base durante el proceso hidrolitico
12.

Esta similitud con otras cisteinproteasas dispard nuestro interés ya que trabajos previos de nuestro grupo identificaron un
gran nimero de derivados de tio y selenosemicarbazonas con buena actividad inhibitoria de la cruzipaina (Ki del orden
nM), la cisteinproteasa del pardsito Trypanosoma cruzi 15. El mds activo de estos compuestos presenté un mecanismo de
inhibicidn por unidn lenta y reversible con el sustrato peptidico 15. Por otra parte, han sido descriptos compuestos como
inhibidores in vitro de CL3pro que se asemejan estructuralmente a los compuestos antes mencionados. Los mismos
contienen en su estructura N, Sy Se con conectividades andlogas a tio y selenosemicarbazonas 5. Sumado a esto los
derivados de cumarinas son de particular interés ya que estudios in silico los muestran como potenciales inhibidores de
las proteasas de SARS-CoV2 16. Recientemente el trabajo de Abdelmohsen describe la cumarina natural esculetin con
actividad inhibitoria sobre 3CLpro 17. En base a lo anterior, nuestro grupo cuenta con una biblioteca tioy
selenosemicarbazonas y sus correspondientes complejos metdlicos con potencial para inhibir las proteasas virales de
SARS-CoV2.

En el mismo sentido, un abordaje alternativo para la inhibicién de enzimas, el cual es utilizado frecuentemente en el campo
de la Quimica Inorgdnica Medicinal, es el disefio de complejos metdlicos unidos a ligandos con capacidad de inhibir la
enzima blanco. Esta estrategia permite el disefio de compuestos con diferentes geometrias que podrian resultar en una
mejor complementariedad con el sitio activo o de inhibicidn de las enzimas seleccionadas por parte del centro metdlico o
el ligando. Ademds, en el caso de algunos metales blandos como Pd(II), Pt(II), Au(I) entre muchos otros, estos podrian
unirse covalentemente a residuos aminoacidicos (particularmente cisteinas) del sitio activo, por ejemplo, proporcionando
otro posible mecanismo de inhibiciéon enzimdtica 3,4. Nuestro grupo ha desarrollado una serie de complejos metdlicos con
tiosemicarbazonas como ligandos que han resultado inhibidores de cruzipaina 18,19. Hemos desarrollado ademads
tiosemicarbazonas derivadas de cumarinas 20 y complejos de Pd(II) y Pt(II) con esos compuestos como liggndos con
actividad anti T. cruzi (algunos resultados ya han sido publicados) 21.

En base a lo mencionado en los antecedentes, en esta propuesta se pretende identificar y disenar en forma racional
nuevos inhibidores de las proteasas CL3pro y PLpro de SARS-Cov-2 como potenciales candidatos a fdrmacos para
combatir COVID-19. En particular, se han seleccionado como estructuras bases para el estudio los compuestos tioy
selenosemicarbazonas derivados de cumarinas y sus complejos con diferentes metales de transicion.

En una primera etapa, se realizé un tamizaje inicial contra las enzimas CL3pro y PLpro del SARS-CoV-2 de los compuestos
orgdnicos mencionados arriba y sus correspondientes complejos metdlicos de Pd(II) y Pt(II) desarrollados previamente
por el grupo (c.a. 20 compuestos). Los resultados de estos andlisis, complementados con estudios de relacion estructura-
actividad, aportaron informacidn relevante acerca del potencial modo y sitio de interferencia de los compuestos con la
actividad enzimdtica de estas proteasas. Complementariamente, los compuestos fueron sometidos a estudios in silico de
anclaje molecular (docking) de manera tal de intentar caracterizar la naturaleza de la unién, la afinidad de los ligandos
por el sitio de inhibicién y de tener una aproximacién sobre los fragmentos de dichos compuestos que podrian estar
causando la accién inhibitoria. En relacién a los complejos metdlicos, los estudios in silico permitieron ademds evaluar la
influencia de la geometria de los complejos y de las restricciones estéricas que el metal impone a los ligandos sobre la
interaccion con las enzimas. Estos estudios fueron la base de los ciclos posteriores de rediseio y optimizacion.

Basados en los datos experimentales e in silico obtenidos en las etapas anteriores, se propusieron y prepararon
moléculas conteniendo modificaciones quimicas (inclusién de sustituyentes sobre el esqueleto de la cumarina o de la tio o
selenosemicarbazona, entre otros) con el fin de maximizar las interacciones con el sitio blanco. Se incluyeron complejos
metdlicos con diferentes co-ligandos con diferentes propiedades electrénicas y geométricas de forma de estudiar in silico
el efecto de estas variables sobre la afinidad de los compuestos por el sitio blanco. Ademds, se incusioné en modelos de
docking donde el metal no solamente sea tenido en cuenta como modificador de la geometria del compuesto de
coordinacién formado, sino también como eventual aceptor de enlace de coordinacion para los dtomos/residuos donores
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presentes en la enzima en estudio 22.

Los nuevos compuestos (orgdnicos y complejos) fueron sintetizados utilizando metodologias que se pusieron a punto
contemplando los rendimientos y purezas de los productos obtenidos, asi como la practicidad y viabilidad del proceso
sintético ante la eventual necesidad de escalado. Todos los compuestos fueron caracterizados utilizando metodologias
convencionales de sintesis orgdnica y de compuestos de coordinacidn. Adicionalmente, se realizaron estudios de interés
para etapas posteriores como la evaluacion de la estabilidad y la solubilidad de los compuestos en diferentes medios.

Los compuestos que se lograron preparar con rendimientos y pureza adecuados fueron sometidos a un nuevo ciclo de
cribado y caracterizacién cinética contra la proteasa CL3pro y PLpro. Finalmente, el andlisis de los resultados permitio
correlacionar las caracteristicas estructurales de los compuestos con su capacidad inhibitoria de la proteasa
seleccionada.

Como resultado de este estudio se espera obtener una serie de compuestos (tanto orgdnicos como complejos metdlicos)
como candidatos para estudios posteriores de actividad antiviral y citotoxicidad sobre lineas celulares de mamiferos, que

permitan continuar avanzando en la generacion de potenciales fdrmacos para combatir COVID-19.
Metodologia/Disefo del estudio
La estrategia de investigacion ha sido disefada en base a las siguientes actividades:

1 Preparacidon de los ligandos hibridos cumarina-tio y selenosemicarbazonas y sus complejos de paladio y platino que ya
han sido desarrollados por el grupo.

2 Cribado in vitro de la actividad inhibitoria de los compuestos contra CL3pro y PLpro.

3 Caracterizacion de pardmetros cinéticos y modo de inhibicion de CL3pro y PLpro para los compuestos mds potentes
identificados durante el ensayo de cribado.

4 Estudios in silico de anclaje molecular (docking) del modo de unién de los inhibidores a la CL3pro y PLpro con de fin de
intentar caracterizar la naturaleza de la unién, la afinidad de los ligandos por el sitio de inhibicién y los fragmentos de
dichos compuestos que causan la accidn inhibitoria.

5 Disefno racional de nuevos derivados sobre base biogquimica y molecular del modo de inhibicién y prediccién de
modificaciones quimicas sobre hits identificados en las actividades anteriores que apunten a optimizar la interaccién
entre el ligando y el receptor. Esto incluye modificaciones sobre los compuestos orgdnicos (inclusion de sustituyentes
sobre el esqueleto de la cumarina o de la tio o selenosemicarbazona, entre otros) y sobre los complejos (modificaciones en
la naturaleza del dtomo central que den lugar a distintas geometrias, seleccidén de co-ligandos con diferentes
caracteristicas electrénicas y estéricas, entre otros). Seleccién de los mejores candidatos.

6 Sintesis y caracterizacidn estructural completa de los nuevos compuestos cumarina-tio y seleno semicarbazonas que
surjan de la seleccién realizada en la actividad 5.

7 Sintesis y caracterizacion estructural completa de los complejos metdlicos con los nuevos compuestos cumarina-tio y
seleno semicarbazonas como ligandos y diferentes co-ligandos que surjan de la seleccion realizada en la actividad 5.

8 Evaluacidn de las propiedades fisicoquimicas de los compuestos obtenidos que resulten de importancia para etapas
posteriores (por ejemplo, solubilidad, estabilidad).

9 Estudios de inhibicién y mecanisticos contra la CL3pro y/o PLpro para los nuevos compuestos preparados en la
actividad 6y 7.

10 Integracion y discusiéon de los resultados.

Se detalla a continuacién la metodologia utilizada en las distintas actividades propuestas:

Est udios in silico

Se optimizd la geometria de cada sustrato mediante métodos de estructura electrénica [31], utilizando el programa
Hyperchem 23 y/o Gaussian09 24, de forma de asegurar un buen modelo estructural de partida. La exploracién inicial de
las estructuras cristalinas de las enzimas CL3pro (6M2Q en RSCB-PDB) y PLpro (6W9C en RSCB-PDB) se realizé empleando
el programa Discovery Studio Visualizer 25. La preparacidn de los receptores, incluyendo la asignacidn de los estados de
ionizacidn y las coordenadas de los dtomos de hidrdgeno, se ejecutd con el médulo Protonate 3D incluido en el programa
MOE 26,27.

Los experimentos in silico de anclaje molecular de los diversos sustratos (docking molecular) se llevaron a cabo mediante
el programa GOLD 28. La parametrizacién de los iones metdlicos se obtuvo de las referencias disponibles 22. El o los
sitios de unién se definieron en cada caso a partir de la informacidn que se obtenga de la exploracién inicial del receptor y
en base a informacién bibliografica previa 29. Se analizaron en detalle los estados de protonacién de los aminodcidos del
sitio de union y se establecio el grado de libertad de las cadenas laterales durante la simulacién. El modelo de docking fué
validado mediante redocking de moléculas del conjunto de inhibidores reportados como lideres, como por ejemplo Ebselen
o Disulfiram 5. Las mejores poses de los sustratos en el sitio de unidn se hallaron mediante algoritmos genéticos de
busqueda, con al menos 100000 operaciones genéticas y 40 ciclos de cdlculo. La afinidad de cada conformacion del
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sustrato por el sitio de uniéon fue estimada mediante los pardmetros derivados de los indicadores Goldscore y Chemscore.
La dispersién de las soluciones de docking fué evaluada mediante inspeccién y/o andlisis de clister.

En una primera etapa se prepararon los compuestos desarrollados previamente por el grupo. Los hibridos cumarina-
tiosemicarbazona fueron preparados por metodologias desarrolladas en la tesis de posgrado del responsable de esta
propuesta20. Los derivados selenados se prepararon utilizando el reactivo de Ishihara 35 a partir de las correspondientes
semicarbazonas utilizando una reacciéon de intercambio de O por Se 15.

Las modificaciones que surjan de los experimentos de docking se realizaron sobre la base de la estructura genérica de los
compuestos cumarina-tio y seleno semicarbazona, considerando las modificaciones ya preparadas (figura-3) y otras que
surgieron como producto de las investigaciones en las distintas etapas de disefio. La metodologia para la preparacién de
estos nuevos derivados fue elegida de acuerdo a la naturaleza de los sustituyentes a incluir. De forma genérica las 3-
acetilcumarinas con diferentes variaciones en el anillo aromatico, se prepararon mediante una condensacién de
Knoevenagel a partir del correspondiente salicilaldehido y acetoacetato de etilo, seguida de una lactonizacion en presencia
de una base orgdnica, como se ha descripto en literatura 36—41.

Todos los compuestos obtenidos fueron caracterizados por espectroscépicamente mediante 1H, 13C-RMN, HRMS y estudios
de difraccion de rayos X (en el caso de obtener monocristales adecuados).

Sintesis y caracterizacidn de complejos metdlicos con derivados cumarina-tio y seleno semicarbazonas y distintos co-
ligandos

En una primera etapa se prepararon los complejos de paladio y platino desarrollados previamente utilizando las
metodologias puestas a punto en el marco de la tesis de posgrado del responsable de esta propuesta (no publicadas).

Para la obtencidn de compuestos de coordinacidn que sugieron de los estudios de docking se selecciond la sal del metal, o
sal compleja mds conveniente, y en algunos casos se llegd a preparar precursores que contenian los coligandos de interés
para el disefo de los nuevos compuestos, o que simplemente resultaron de utilidad para la viabilidad de la sintesis del
nuevo compuesto. El procedimiento de la sintesis (disolvente, temperatura, tiempo, necesidad de emplear atmosfera
inerte, etc) se evalud para cada sistema en particular. Se utilizé la sintesis asistida por microondas para preparar los
nuevos compuestos, y esta técnica permitié buenos resultados en tiempos mds cortos.

Los compuestos obtenidos fueron aislados de acuerdo a sus caracteristicas, utilizando técnicas convencionales (cambio
de solvente, evaporacion, extraccion liquido-liquido, purificacién por cromatografia en columna, etc).

Todos los compuestos preparados fueron rigurosamente caracterizados utilizando métodos convencionales: andlisis
elemental de C, N, H, Sy O, andlisis termogravimétrico TGA (determinaciéon de la presencia y nimero de posibles
moléculas de solvataciéon), medidas de conductividad, espectroscopia FTIR, RMN (1H- y 13C-RMN y otros experimentos)
para los complejos diamagnéticos, voltametria ciclica, estudios de difraccidn de rayos X (en el caso de obtener
monocristales adecuados).

Evaluacidon de las propiedades fisicoquimicas de los compuestos obtenidos

Se evaluaron aquellas propiedades fisicoquimicas de los nuevos compuestos que resultaron criticas para el adecuado
desarrollo de los ensayos in vitro. En particular, se evalu6 cualitativamente la solubilidad en distintos solventes, la
estabilidad de los compuestos en solucidn, por espectroscopia de RMN, espectroscopia UV-Vis, conductividad, entre otras.

Estudios de inhibicién de CL3pro y PLpro de SARS-CoV-2

Las formas recombinantes de CL3pro and PLpro de SARS-CoV-2 se expresaron en Escherichia coli y purificaron a
homogeneidad de acuerdo a protocolos previamente establecidos 42,43. El tamizaje de todos los compuestos se realizard
en placas de 384 pocillos empleando sustratos peptidicos especificos para cada enzima conjugados a diferentes
fluoréforos (Dabcyl-KTSAVLQ?SGFRKM-E(Edans)-NH2 para CL3pro, y Dabcyl-RELNGG?APIK E(Edans)-NH2 o RELNGG?AMC
para PLpro; Biosystems). Los compuestos fueron ensayados por al menos duplicado a una concentracion de 10 uM. EL
ensayo se realizé a concentraciones sub-KM de sustratos y en la presencia de agente reductor (DTT) para facilitar la
identificacion de inhibidores competitivos y evitar inhibicién no especifica por compuestos con grupos/dtomos electroéfilos,
respectivamente. Se empled un lector de placas Varioskan Flash y los valores de actividad fueron normalizados contra los
correspondientes controles (reaccidn en presencia de vehiculo o en ausencia de proteasa). Con los datos obtenidos se
realizé un andlisis de relacidn estructura-actividad. Fueron considerados hits aquellos compuestos que mostraron una
actividad inhibitoria de CL3pro o PLpro ?50% a 10 ?M.

La inhibicién de las proteasas por los hits de primera o segunda generacién fue determinada bajo condiciones de estado-
estable. Para distinguir mecanismos de inhibicién reversibles de irreversibles, la reaccién se realizé a concentraciones
supra-estequiométricas de inhibidor seguido de la evaluacidn de la actividad proteolitica remanente luego de remover el
exceso del inhibidor. Los inhibidores covalentes fueron verificados por la ausencia de actividad enzimdtica luego de gel
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filtrar mezclas de enzima-inhibidor, y mediante confirmacién de la modificacién y, en la medida de lo posible, el residuo
proteico blanco, por espectrometria de masas (servicio disponible en el Institut Pasteur de Montevideo). Para inhibidores
reversibles, el modo de inhibicién (competitivo, no-competitivo, mixto) y la constante de disociacién del inhibidor (Ki) fué
determinada bajo condiciones de estado-estable en la presencia de concentraciones variables de sustrato e inhibidor
44,45, Las constantes cinéticas de la unidn enzima-inhibidor fueron estudiadas mediante el andlisis del estado pre-
estacionario de la fase de inhibicion de la enzima 46.

Resultados, andlisis y discusién
Durante los primeros meses de ejecucién del proyecto, se preparé un gran nimero de compuestos ya conocidos por

nuestro grupo para la evaluacién de su actividad inhibitoria frente a las enzimas 3CLPro y PLPro. Los primeros tamizados
de evaluaciéon comenzaron con compuestos de la serie de derivados de cumarina-tiosemicarbazona frente a la enzima
3CLPro, en concentraciones fijas (10 uM), en presencia y ausencia de DTT. Estos derivados, presentados en la figura 1, no
presentaron una actividad inhibitoria significativa (90 % o mds de actividad enzimdtica remanente) en esta etapa.

El derivado selenado (figura 2) que fue evaluado en las mismas condiciones, presenté una actividad interesante. Debido a
esto fue determinado su IC50 sobre la enzima 3CLPro, cuyo valor fue 15 uM.

Posteriormente, se extendio la sintesis a nuevas moléculas orgdnicas derivadas de las presentadas en la figura 1, con
diversos sustituyentes, como se puede observar en la figura 3. Estas moléculas fueron caracterizadas exhaustivamente, y
los ensayos de inhbicién de MPro se encuentran en curso.

Con respecto a compuestos de coordinacion, se evaluaron los compuestos de féormula genérica [MLPPh3], M = Pd(II) o
Pt(II), con H2L = derivado de cumarinatiosemicarbazona. Estos compuestos resultaron también en una actividad
inhibitoria baja, sin embargo, la coordinacién a Pd y Pt mejoré la actividad llegando a alcanzar actividades remanentes del
60 % en algunos casos (40 % de inhibicion).

Si bien estos compuestos mejoraron la actividad respecto al ligando libre, fueron considerados poco activos y solo un
compuesto (Figura 4, M = Pd(II), R1 = Fenil) fue evaluado para determinar su IC50 (10 uM). En el segundo aio de proyecto,
este compuesto fue evaluado como inhibidor de la proteasa Papain Like (PL) para evaluar blancos alternativos. En dicha
proteasa, provocd una disminucion de la actividad a un 32 % de actividad remanente a 10 uM del complejo.

Por esta dualidad de mecanismo, se decidié evaluar este complejo en ensayos in vitro con un modelo de infeccién de SARS-
CoV-2 en el Institut Pasteur de Korea. En estos experimentos, el complejo presenté un IC50 > 50 y un indice de selectividad
de 1, por lo cual no se continud estudidndolo.

Posteriormente, se prepararon algunos de los compuestos andlogos de Pd, conteniendo como coligando Cl en lugar de PPh3
(Figura 4). Estos presentaron una mayor actividad inhibitoria de MPro (IC50 menores a 3 uM en varios casos) y fueron
evaluados desde el punto de vista de su toxicidad para células A549 (células de epitelio alveolar). No se encontré una
toxicidad alta, por lo cual se enviaron al Institut Pasteur de Korea para realizar los ensayos en modelo de infeccién viral
antes mencionados. Los complejos conteniendo M = Pd(II) y R1 = Etil o Fenil (Figura 5) presentaron IC50 > 50 uM y un indice
de selectividad de 1, por lo cual no se continué estudidndolo. El compuesto de Pd cuyo R1 = metil todavia continta siendo
evaluado.

Otra familia de compuestos orgdnicos preparada y evaluada, contiene compuestos del tipo benzaldehido-
tiosemicarbazona y acetofenona-tiosemicarbazona (Figura 6). Estos compuestos fueron preparados ya que se habian
observado resultados interesantes con compuestos de este tipo en el grupo de la Dra. Mahler. Estos compuestos
resultaron significativamente mds activos que los derivados de cumarina, presentando IC50 de inhibicién de 3CLPro
menores que 10 uM en algunos casos.

En esta etapa fueron utilizadas las retroalimentaciones recibidas de las etapas anteriores de evaluacion, para el disefio
estructural de los nuevos compuestos (Actividad 5). Por un lado, se utilizé como sustituyente sobre el nitrégeno de la
porcion tiosemicarbazona (ver R1 en Figura 2 y Figura 3) ya que los compuestos conteniendo este sustituyente resultaron
ligeramente mds activos. Por otra parte, si bien fueron preparados los derivados con coligando trifenilfosfina, estos no
fueron priorizados para su evaluacidn ya que, como demostraron los resultados anteriores, la presencia de dicho
coligando es desfavorable para la actividad de los compuestos. Con estos ligandos, se prepararon compuestos
conteniendo Cl como coligando (Figura 6) Nuevamente, la coordinacién a Pd y Pt mejoré la actividad en ambos casos,
alcanzando para los complejos IC50 de orden sub-micromolar. No se observé una diferencia significativa de las
actividades entre los compuestos de Pty Pd.

Los compuestos que fueron evaluados en el Institut Pasteur de Korea en el ensayo de infeccidn viral se muestran en la
figura 7. El ligando que alcanzé esta etapa avanzada de evaluacién, no presento una actividad remarcable. En cuanto a los
compuestos de coordinacion hubo mayor variabilidad, siendo el complejo derivado de Pt con 5-Br-salicilaldehido-n-
feniltiosemicarbazona el compuesto que presenté una mayor actividad y también un mejor indice de selectividad. En ese
sentido, si bien se establecié una influencia positiva de la coordinacién a Pd(II) o Pt(II) sobre la actividad de los ligandos

6/10



libres, no se pudo establecer una tendencia clara entre cual metal es mds adecuado para modular la actividad de los
compuestos.

En base a los resultados obtenidos en este proyecto, se continuardn disefnando y preparando nuevos compuestos
orgdnicos y sus complejos metdlicos con el fin de obtener nuevos hits, en el marco de nuevos proyectos del grupo de
investigacion.

En paralelo a la realizacidon de estos estudios de inhibicidn enzimdtica in vitro, se fue optimizando el modelo de anclaje
molecular. Para esto se utilizé la estructura cristalina reportada en la base de datos de proteinas “Research
Collaboratory for Structural Bioinformatics PDB” con el cédigo 7JUN. Esta estructura fue elucidada por medio de difraccidn
de neutrones, lo cual proporciond el estado de protonacion de partida para el modelo. ELl método fue validado con distintos
inhibidores reportados, de pesos moleculares de similar orden que los compuestos a estudiar, comparando la pose
obtenida con la pose reportada en la estructura cristalina correspondiente encontrada en la PDB. Las soluciones fueron
seleccionadas siguiendo el criterio siguiente: se tomé el clister con las 10 primeras soluciones, que tuviera un RMSD
menor o igual a 0.92 A. Se eligié la solucién con mejor GoldScore dentro de dicho clister. A modo de ejemplo, se muestra
en la Figura 8 el resultado para uno de los inhibidores probados, para el cual el RMSD de la solucién del docking respecto a
la pose en la estructura cristalina fue de 3.1 A. Los resultados de docking molecular para los compuestos estudiados,
permitieron comprender una posible explicacién para los resultados bioldgicos obtenidos hasta el momento. Comparando
una misma familia de compuestos, se puede visualizar a través de los estudios de docking las distintas posibilidades de
interaccion de los compuestos con la proteina. En el caso de los compuestos conteniendo PPh3 como coligando, la pose que
se obtiene como resultado, presenta este coligando (que estd unido por un enlace de naturaleza estable e inerte al metal)
orientado hacia el sitio catalitico de la enzima, el tiol correspondiente a la cisteina CYS145. Esta interaccion es de cardcter
débil, del tipo hidrofdbico, como se puede observar en la Figura 9. Al realizar el estudio andlogo para el compuesto
conteniendo cloruro como coligando, se observa que este también se orienta hacia la cisteina catalitica, CYS145 (Figura
10).

Sin embargo, en este caso, el modelo no contempla la posibilidad de hidrélisis de este cloruro, que es de naturaleza ldbil.
Es por esto, que usando la aproximacién propuesta por Marechal et al. se realizaron estudios de docking con el andlogo sin
céligando, con una posicién de coordinacidn libre (Figura 11). En estos estudios se observé una interaccion del tipo
coordinativa entre el idn metdlico y el azufre de la cisteina catalitica, CYS145. Estos resultados podrian explicar el hecho
de que el coligando cloruro es mds favorable para lograr una actividad inhibitoria mayor sobre 3CLPro.

En cuanto al modelo de anclaje molecular optimizado, ademds de permitir explicar de forma cualitativa ciertas tendencias
observadas, se continuard trabajando en la obtencidn de pardmetros que permitan la correlaciéon con actividades
experimentales observadas en este proyecto, y en proyectos relacionados. Adicionalmente, se trabaja actualmente en un
modelo de QSAR para correlacionar la gran cantidad de datos de inhibicién de MPro generado en el presente proyecto y en

proyectos futuros, con los pardmetros que se han obtenido de los estudios de anclaje molecular.
Conclusiones y recomendaciones
En este proyecto se sintetizaron y caracterizaron mds de 20 compuestos orgdnicos entre hibridos del tipo cumarina-

tiosemicarbazona, un andlogo bioisostérico selenado y compuestos del tipo benzaldehido-tiosemicarbazona y
acetofenona-tiosemicarbazona. Algunos de estos compuestos ya se encontraban publicados previamente, mientras que
otros fueron sintetizados por primera vez en este trabajo. A su vez, se sintetizaron mds de 30 compuestos de coordinacion
con centros metdlicos de Pd(II) y Pt(II), de los cuales casi la totalidad son compuestos que no habian sido previamente
reportados, o que fueron previamente sintetizados en la tesis de Doctorado del responsable del proyecto. Todos los
compuestos obtenidos fueron evaluados en ensayos de tamizaje primario para comprobar su potencial inhibidor de la
enzima MPro. Para aquellos compuestos que alcanzaron una determinada actividad, el IC50 de inhibicién de MPro fue
determinado. A su vez, los mejores compuestos fueron enviados al Institut Pasteur de Korea donde fueron evaluados en un
modelo de infeccidn viral in vitro. A su vez, se llevaron a cabo otros estudios paralelos como por ejemplo la evaluacién de
la citotoxicidad para modelos celulares de hospedero para los compuestos de interés. Acompainando el proceso de la
evaluacion de estos compuestos como inhibidores se llevé a cabo una puesta a punto de una metodologia in silico para
evaluar el potencial como inhibidores de MPro de compuestos obtenidos, utilizando técnicas computacionales de anclaje
molecular (docking).

De este proyecto, se desprenden las siguientes conclusiones en cuanto al disefo de inhibidores de la proteasa principal de
SARS-CoV-2, MPro:

- Los hibridos cumarina-tiosemicarbazona presentan algin tipo de actividad inhibitoria de MPro, pero en concentraciones
altas. Esto hace que no se los considere como buenos inhibidores de esta proteasa

- Los compuestos del tipo benzaldehido-tiosemicarbazona y acetofenona-tiosemicarbazona presentaron también
actividades inhibitorias bajas, sin embargo, mejores en general que las de los hibridos antes mencionados.

- El derivado selenado estudiado presenté una mayor inhibiciéon de MPro
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- La coordinacidn a Pd(II) y Pt(II) funciona como una estrategia de mejora de la inhibicién, aumentando en general la
actividad inhibitoria de MPro en compuestos conteniendo estos metales, respecto a los ligandos libres.

- En algunos casos, los compuestos de Pt(II) presentaron una actividad mejor que los de Pd(II), sin embargo, esta
diferencia no fue suficientemente marcada como para afirmar que existe una tendencia general en que los complejos de
Pt(II) sean mejores inhibidores de MPro que los de Pd(II)

- La presencia de coligandos afecta a la actividad inhibitoria de MPro. En particular, un coligando Cl da lugar a compuestos
mds activos que el coligando PPh3.

- Los estudios de docking permiten modelar la pose de los compuestos en el sitio activo de la enzima. A su vez, la
modificacion del método realizada para tener en cuenta el potencial de interaccién covalente metal — enzima permite
postular una explicacién para que los compuestos con coligando Cl sean mds activos que los compuestos con coligando
PPh3.

Como perspectivas de este trabajo se sugiere:

- Seguir explorando sustituciones sobre los compuestos del tipo cumarina-tiosemicarbazona, que pueden dar lugar a
especies mds activas.

- Continuar sintetizando compuestos de la familias derivadas de acetofenona y benzaldehido.

- Sintetizar nuevos compuestos con Se (este es un objetivo de un nuevo proyecto financiado por la CSIC-UdelaR en el que
participan algunos miembros de este proyecto).

- Evaluar la coordinacidn a otros metales como Ru(Il) que pueden dar lugar a especies mds activas y / o menos toxicas.

- Evaluar otros coligandos que puedan afectar las propiedades de los complejos obtenidos. Por ejemplo, sustituir Cl por
otros haldgenos y evaluar el efecto.

- Seguir trabajando en el modelo de anclaje molecular para alcanzar un sistema con poder predictivo para la evaluacién in
silico de compuestos.
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