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Resumen

El coronavirus SARS-CoV-2 es el agente etioldgico de la enfermedad COVID-19
qgue tuvo en vilo al mundo desde inicios de 2020 hasta 2023. La alta transmisibilidad
del virus y la falta inicial de opciones inmunoprofilacticas o quimioterapicas

posibilitaron la rapida expansion global de esta enfermedad.

Con la intenciéon de aportar conocimiento sobre nuevas moléculas quimicas con el
potencial de interferir de manera efectiva con el ciclo viral, este proyecto tuvo como
objetivo la identificacion y caracterizacion de compuestos quimicos capaces de
prevenir la invasion viral de la célula huésped. Por su rol relevante en el proceso de
reconocimiento e internalizacion del patdégeno, seleccionamos como dianas
moleculares a la glicoproteina viral Spike y a la enzima convertidora de angiotensina
Il (ACE2) presente en las células. La Spike es una proteina homotrimérica, en la
cual cada protémero esta compuesto por dos subunidades, S1 y S2. A través del
dominio de unién al receptor (RBD) la subunidad S1 se une a ACE2, mientras que la
subunidad S2 facilita la fusién de las membranas de la particula viral y la célula. La

interaccion RBD-ACE2 es de alta afinidad e involucra multiples contactos.

En primer lugar, se realizé una busqueda computacional de analogos estructurales a
moléculas descritas en la literatura como inhibidores de la interaccién Spike/ACE2
en quimiotecas de grupos locales. Se identificaron 266 compuestos pertenecientes a
21 familias quimicas diferentes, los cuales fueron tamizados por técnica de ELISA
para determinar su capacidad de inhibir la interaccién Spike/ACE2. De manera
complementaria, 30 compuestos hits fueron estudiados en un ensayo que evalua la
interaccion de los compuestos con RBD en solucién y ACE2 expresada en la

superficie de células HEK-293 de rifidn humano, utilizando citometria de flujo.

La citotoxicidad de los compuestos de interés fue estudiada sobre dos tipos
celulares de origen humano que son de relevancia clinica para esta enfermedad
(células de epitelio pulmonar y enterocitos). Finalmente, para 20 compuestos hits se
evalu6 su actividad anti-SARS-CoV-2 en un modelo de infeccion de células Vero
(colaboracion con el Institut Pasteur de Corea). Cuatro compuestos pertenecientes a
distintas familias quimicas presentaron actividad antiviral, y dos de ellos con valores
de ICs0 (6-12 uM) en el rango de farmacos de uso clinico (Remdesivir, Lopinavir y

Cloroquina).



Abreviaturas

2019-nCoV - 2019-novel coronavirus

AA - Aminoacido

ACE2 - Angiotensin converting enzyme 2 (Enzima convertidora de angiotensina 2)
ADME - Administracion, distribucion, metabolismo y excrecion

AG - Adipogen (Empresa fabricante de kit de ELISA)

ARN - Acido ribonucleico

ARNmM - ARN mensajero

cap - Casquete

CCso - Concentracion citotoxica 50

CD - Connector domain (Dominio conector)

CH - Central helix (Hélice central)

CMH - Complejo Mayor de Histocompatibilidad de clase Il

COVID-19 - Coronavirus disease 2019 (Enfermedad por coronavirus 2019)
CoVs - Coronavirus

DMVs - Double membrane vesicles (Vesiculas doble membrana)

DO - Densidad 6ptica

E - Proteina de la envoltura

ECFP - Extended-connectivity fingerprint (Huellas dactilares de conectividad
extendida)

EG - EpigenTek (empresa fabricante de kit de ELISA)



ELISA - Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (Ensayo por inmunoabsorcion ligado

a enzimas)

ExoN - Exonucleasa

FCFP - Functional-Class Fingerprints (Huellas dactilares de la clase funcional)
FP - Fusion peptide (Péptido de fusion)

HR - Heptad repeat region (Secuencia hepta-repetida)

HRP - Horseradish peroxidase (Peroxidasa de rabano)

ICs0 - Inhibition concentration 50 (Concentracion inhibitoria 50)

IFN tipo | - Interferdn de tipo |

mAc - Anticuerpo monoclonal

M - Proteina de membrana

MERS-CoV - Middle East respiratory syndrome coronavirus (Virus del sindrome

respiratorio de Oriente Medio)
MPro - main protease (Proteasa principal)
N - Proteina de la nucleocapside

NF-kB - Nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells (Factor

nuclear de alargamiento de la cadena liviana kappa de células B activadas)
NSP - Nonstructural protein (Proteina no estructural)

NTD - N-terminal domain (Dominio N-terminal)

ORF - Open reading frame (Marco abierto de lectura abierta)

pAc - Anticuerpo policlonal

PAINS - Pan Assay Interference Compounds (Compuestos de interferencia pan-

ensayo)



PFA - Paraformaldehido

PLP™ - Papain Like protease (Proteasa similar a la papaina)

PM - Peso molecular

P-P - Proteina-Proteina

PPI - Protein-Protein Interaction (Interaccién proteina-proteina)

RBD - Receptor binding domain (Dominio de union al receptor)

RdRp - RNA dependent RNA polymerase (ARN polimerasa dependiente de ARN)
RE - Reticulo endoplasmatico

REA - Relacion estructura-actividad

RTC - Replication-transcription complex (Complejo de replicacion-transcripcion)

RT- gPCR - Quantitative reverse transcription polymerase chain reaction (Reaccién

en cadena de la polimerasa cuantitativa con transcripcién inversa)
S - Glicoproteina Spike

SARS-CoV-2 - Severe acute respiratory syndrome coronavirus (Virus del sindrome

respiratorio agudo severo 2)

SMILES - Simplified Molecular Input Line Entry Specification (Especificacion de

introduccién lineal molecular simplificada)
TA - Temperatura ambiente
TMB - 3,3',5,5'-tetrametilbenzidina

TMPRSS2 - Transmembrane serine protease 2 (Serina proteasa celular de

transmembrana 2)
VHC - virus de la hepatitis C

VIH - virus de la inmunodeficiencia humana
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CAPITULO 1 - INTRODUCCION



1.1 Introduccion

A fines del 2019 en Wuhan, China, se reportaron varios casos de neumonia severa
de etiologia desconocida. ElI Centro para el Control y Prevencion de Enfermedades
(CDC) de China inicié inmediatamente una investigacidon epidemioldgica y etioldgica.
Estos estudios establecieron un vinculo comun en los pacientes: estos habian
frecuentado un mercado de mariscos y animales previo al comienzo de la
sintomatologia y eran portadores de un nuevo coronavirus (2019-nCoV) (1,2). Este
virus fue aislado de muestras de lavado broncoalveolar de estos pacientes y fue
bautizado como “virus del sindrome respiratorio agudo severo 2” (SARS-CoV-2) (3).
SARS-CoV-2 presentaba un 89.1% de similitud de secuencia con un coronavirus
similar al SARS de murciélago (bat-SL-CoVZC45), ambos pertenecientes al género
betacoronavirus (4,5), al igual que el Coronavirus del sindrome respiratorio agudo
severo (SARS-CoV) y el Coronavirus causante del sindrome respiratorio de Oriente
Medio (MERS-CoV). Estos ultimos causaron epidemias en China en 2002 y en
Arabia Saudita en 2012, respectivamente (6,7). La secuenciacion completa del
genoma permitié la rapida implementacion de RT-gPCR como prueba molecular
diagnéstica especifica para este virus (8). A partir de entonces, el SARS-CoV-2 se
esparcio rapidamente, aumentando exponencialmente el nimero de casos debido a
su gran capacidad de transmision de persona a persona (9—11). El 31 de enero del
2020 la OMS (Organizacion Mundial de la Salud) declar6 una emergencia de salud
publica de importancia mundial (12) y el 11 de marzo del 2020, con 118.319 casos
confirmados, 4292 muertes, en 113 paises, la OMS declaré a la enfermedad por
2019-nCoV (COVID-19) como una pandemia (13). A partir de entonces, todos los
esfuerzos se enfocaron en combatir y paliar los efectos en diversos ambitos de esta
crisis mundial. En el area de la biomedicina y la quimica medicinal, los mayores
esfuerzos estuvieron volcados al desarrollo de vacunas y antivirales contra SARS-
CoV-2.
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1.2 Coronavirus

Hasta la década del 60 no se conocian coronavirus (CoVs) capaces de infectar
humanos, el primero fue aislado en 1965 de secreciones nasales de un paciente con
resfriado comun (14). Al ocasionar una enfermedad leve y autolimitada, el estudio
de los CoVs como patdgenos de humanos quedd relegado. La informacion sobre
CoVs estaba en mayor parte restringida a las especies causantes de infecciones en
animales de interés productivo, como el virus de la bronquitis infecciosa aviar, el
virus de la diarrea epidémica porcina y el coronavirus bovino, que dieron lugar a
grandes pérdidas econdmicas en la industria avicola y ganadera (15). No fue hasta
el 2002 cuando emergi6 el SARS-CoV y 10 afos mas tarde el MERS-CoV, que los
CoVs cobraron una mayor relevancia para la salud humana. No solo por la
severidad y altas tasas de mortalidad de las enfermedades que causaban, sino
también por su capacidad de cruzar la barrera de especies y diseminarse
rapidamente, siendo la reemergencia o emergencia de un nuevo CoV una amenaza

constante para la salud publica (16,17).

Los CoVs son conocidos por infectar mamiferos y aves. Pertenecen a la familia
Coronaviridae, dentro del orden Nidovirales, la cual se divide en cuatro géneros:
Alfacoronavirus, Betacoronavirus, Gammacoronavirus y Deltacoronoavirus. A la
fecha se conocen siete CoVs capaces de infectar humanos, todos ellos alfa y
betacoronavirus. HCoV-229E, HCoV-OC43, HCoV-NL63 y HCoV-HKU1 estan
ampliamente distribuidos en todo el mundo y son responsables de causar
enfermedades en el tracto respiratorio alto como el resfriado comun, leve y
autolimitado, pudiendo llegar a generar cuadros mas severos en pacientes afosos e
inmunodeprimidos. La infeccion por SARS-CoV, MERS-CoV vy recientemente el
SARS-CoV-2, todos betacoronavirus, puede ser leve y de resolucion rapida, con
sintomatologia escasa e inespecifica (ej. fiebre alta, artralgia, mialgia,
manifestaciones gastrointestinales), a grave y mortal, provocando sindrome
respiratorio severo con requerimiento de ventilacion mecanica y falla multiorganica
(18-20).
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1.2.1 Caracteristicas generales de los coronavirus

Los coronavirus son virus envueltos de ARN de simple cadena de polaridad positiva,
con un genoma de 27-32 Kb, siendo el del SARS-CoV-2 entre 29.8 a 29.9 Kb (21).
Estos virus son pleomoérficos, con un didametro de 80-120 nm y en su superficie
presentan una glicoproteina espicular, denominada Spike, que le da el aspecto
caracteristico de “corona”, de donde se origina su nombre. Esta proteina es
responsable de la union al receptor en la célula huésped vy, por lo tanto, del tropismo
celular y rango de hospedero. A esta proteina estructural se le suman otras tres: la
nucleoproteina (N), una proteina de transmembrana (M) y la proteina de la envoltura
(E). La proteina M es el principal componente del viridn y responsable de su forma.
La proteina E, es una viroporina que forma un canal i6nico, y es el menor
componente del viribn. Ambas estan involucradas principalmente en la liberacion y
ensamblaje del virus (22,23). La proteina N empaqueta el ARN viral formando una

nucleocapside helicoidal (24,25).

Nucleocapsid protein (N) Kembiane

’ glycoprotein (M)

.

Envelope

Figura 1.1. Representacion esquematica de los coronavirus. Estos virus estan formados por una bicapa lipidica
derivada de la membrana celular de la célula huésped. En ella estan contenidas la glicoproteina de membrana (M),
la proteina de la envoltura (E) y la glicoproteina Spike (S), esta envoltura rodea la nucleocapside helicoidal la cual
esta conformada por la proteina de la nucleocapside (N) asociada al ARN viral (192).

Se caracterizan por presentar el genoma mas grande dentro de los virus de ARN.
Como ARN mensajero (ARNm), éste presenta un casquete o cap en el extremo 5" y

esta poliadenilado en el extremo 3°. El genoma esta organizado de la siguiente
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forma: 5°- replicasa - S-E-M-N- 3°, donde el gen de la replicasa ocupa dos tercios
del genoma y se compone de dos marcos abiertos de lectura (ORF), 1a 'y 1b. Los
ORF1a/b codifican las poliproteinas pp1a y pp1ab, respectivamente. Estos
polipéptidos son escindidos en un proceso autocatalitico, en el cual la proteasa
similar a la papaina (PLP®) y la proteasa similar a la quimiotripsina o llamada
también proteasa principal (MP™) se autoclivan y escinden a las poliproteinas dando
lugar a otras 14 proteinas involucradas en la replicacion y transcripcion viral, como
la ARN polimerasa dependiente de ARN (RdRp), la helicasa y la exonucleasa
(ExoN). El restante tercio del genoma codifica las proteinas estructurales y proteinas
no estructurales (NSP) accesorias, estas ultimas son nueve en el SARS-CoV-2. La
replicasa es el unico producto de la traduccién del genoma, los demas se derivan de
ARNs subgendmicos (19,24).

1 5k 10k 15k 20k 25k 29,903 nt
| I L I | L L I | I L L L I
| T T I T | T T T | T T 1 T T | T
16 noen-structural proteins 4 structural proteins + 9 accessory proteins
ORFla ORFlb
; 5 Q= n @
5} % NSP3 5 § 55 “-3;.:; g%% -1 ribosomal frameshift 5 & Envelope Membrane
z =z 2 = z zzzz>| NSPI2  NSPI3 NSPI4 = 3=
e —— A A AN AU ~ S )
5 TR i L—L..‘L_:l' .|| um___ ) SIS . LB B -s
Papain-like protease * RNA-.dependent  Helicase Spike Nucleocapsid
RNA polymerase
« NiRAN 2-0-methyltransferase
Main protease = Exoribonuclease Endoribonuclease

« N7-methyltransferase

Figura 1.2. Esquema de la organizacion del ARN genémico del SARS-CoV-2. Los marcos abiertos de lectura
ORF1a y ORF1b codifican las 16 proteinas no estructurales (NSP1-NSP16) responsables de la replicacion y la
transcripcion. La traduccion de ORF1a da lugar a la poliproteina 1a (pp1a) y un desplazamiento de marco
ribosémico programado permite traduccion continua de ORF1b al pp1ab mas largo. Pp1a y pp1ab se procesan
autoproteoliticamente por las proteasas NSP3 (PLP™) y NSP5 (MP©). Las proteinas estructurales y accesorias se
traducen a partir de ARN mensajeros subgenémicos, que se producen durante el ciclo infeccioso mediante una
transcripcion discontinua (65).
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1.3 SARS-CoV-2: ciclo replicativo

Si bien el ciclo replicativo es muy similar para todos los CoVs, hay diferencias
sustanciales, sobre todo en el proceso de reconocimiento e internalizacion viral (ej.
utilizacién de receptores y proteinas celulares). EI SARS-CoV, el SARS-CoV-2 y el
HCoV-NL63, utilizan al receptor de la enzima convertidora de angiotensina 2 (ACE2)
para el ingreso a la célula (26-28). Por el contrario, el MERS-CoV emplea el
receptor dipeptidil peptidasa-4 (29), mientras que el HCoV-229E reconoce a la
aminopeptidasa N (30) y el HCoV-OC43 y HCoV-HKU1 al acido sialico 9-O-

acetilado presente en algunos receptores celulares (31,32).
A continuacién, se detalla el ciclo del SARS-CoV-2.

Este se inicia con el reconocimiento y posterior union de la Spike a través de su
dominio de unién al receptor (RBD), a la ACE2. Una vez anclada a la superficie
celular, la particula viral puede ser internalizada mediante dos mecanismos: I) uno
indirecto y lento que es mediado por endocitosis y por lo tanto dependiente de pH y
II) otro directo y rapido que es independiente de pH. En el primero de ellos, una vez
que la particula viral llega al endolisosoma, a pH acido, la catepsina L o B cliva a la
Spike, activandola, lo que genera la fusidon de la membrana endolisosomal con la
viral y la posterior liberacién del material genético al citosol (33,34). Si las células
blanco ademas expresan en su superficie la serin-proteasa tipo 2 de transmembrana
(TMPRSS2) (28), la Spike sera clivada y activada directamente en la superficie
celular. Esta activacion desencadena cambios conformacionales en la proteina viral
que dan lugar a la fusién de la membrana de la envoltura viral con la de la
membrana celular y al rapido ingreso del virus al citosol mediante el segundo

mecanismo.

Una vez el ARN viral se encuentra dentro de la célula comienza la expresion génica
con la traduccién de las poliproteinas pp1a y pp1ab que son clivadas por MP© y
PLP, dando lugar a varias proteinas no estructurales que se asocian formando el
complejo de replicacion y transcripcion viral (RTC). Una vez formado dicho
complejo, comienza la replicacion del genoma dando lugar a copias de longitud
completa de sentido negativo, que son utilizadas como plantillas para generar

réplicas del ARN viral, que luego seran utilizadas para producir mas proteinas o
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seran empaquetadas en nuevos viriones. A su vez, durante la sintesis del ARN de
sentido negativo, se generaran ARNs subgendmicos mediante transcripcion
discontinua, que luego seran traducidos en proteinas estructurales y accesorias.
Tanto la replicacion del ARN gendémico como la transcripcion de los ARN
subgendmicos sucede en vesiculas de doble membrana (DMV) formadas por las
membranas del reticulo endoplasmatico (RE), éstas funcionan como organulos de
replicacion generando un microambiente protegido. A través de un complejo de
poros moleculares, los ARN se exportan desde las DMV. Los ARN subgendmicos
de las proteinas M, E y S se traducen en la membrana del RE y luego se trasladan
al compartimento intermedio del RE-Golgi en donde se da el ensamblaje del viridn.
Las nucleoproteinas se traducen en el citoplasma y luego se asocian al genoma
viral para formar las nucleocapsides. Estas se fusionan con los componentes de la
envoltura para formar viriones que pasan a través de la red de Golgi y trans-Golgi,
donde se da la maduracion del virion, como el corte en el sitio de escision polibasico
en la Spike. Los viriones que emergen del compartimento son empaquetados en
vesiculas que se trasladan hacia la membrana celular para ser liberadas hacia el

exterior por exocitosis (24,35) (Figura 1.3).
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Figura 1.3. Ciclo replicativo del SARS-CoV-2. El ciclo comienza con la unién de la Spike al receptor ACE2 (1). En

Endoplasmic reticulum

presencia de la proteasa celular TMPRSS2, la fusién de la membrana se inicia directamente en la superficie celular;
de lo contrario, el virién es absorbido por endocitosis y la fusién se produce en el endosoma después de la escision
de la Spike por la catepsina L o B. Después de la liberacion del genoma viral, se traducen ORF1a y ORF1b (2). Las

poliproteinas pp1a y pp1ab resultantes se procesan en 16 proteinas no estructurales, que forman el RTC (3). A

mismo tiempo, las membranas del RE forman las DMV (4). Dentro de estos organulos, se da la replicacion del ARN
gendémico y la transcripcién del ARN subgendémico (5). Luego, los ARN subgendmicos se traducen en las proteinas
estructurales y proteinas accesorias (6). El ARN gendmico es exportado de las DMV, se une a las proteinas N y se
ensambla en la nucleocapside (7). Las proteinas estructurales unidas a la membrana se trasladan al compartimento
ERGIC (compartimento intermedio reticulo endoplasmatico-Golgi) y se incorporan a la nucleocapside para formar

viriones (8). Finalmente, los viriones maduros salen de la célula mediante exocitosis lisosomal (9) (193).
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1.4 Dianas moleculares para el desarrollo de farmacos anti-SARS-CoV-2

El desarrollo de farmacos diana-molecular especifico comienza generalmente con la
identificacion y validacion de la diana (36). En el caso particular de SARS-CoV-2, es
esencial por tanto comprender el proceso de replicacion viral para identificar
potenciales blancos moleculares del patégeno y/o de la célula huésped que

contribuyan al desarrollo de terapias antivirales.

A continuacion, se describen algunos de los componentes moleculares y procesos
relacionados que despiertan interés como dianas farmacolégicas contra SARS-CoV-
2:

Entrada viral

Actuar en la etapa inicial del ciclo de infeccion viral es una de las estrategias mas

utilizadas ya que previene la entrada y consecuente infeccién del organismo.

Como se menciond previamente, el ciclo comienza con el reconocimiento de ACE2
por Spike y el subsiguiente ingreso del virus a la célula huésped. En esta fase,
ademas de estas dos proteinas claves, participan proteasas celulares. Inhibir la
interaccion o funcion de alguna de ellas podria ser un enfoque promisorio para el

desarrollo de farmacos.

La Spike es uno de los blancos moleculares mas atractivos desde el punto de vista
inmunoprofilactico y quimioterapéutico por su rol fundamental en la entrada del virus
a la célula (37). La Spike esta conformada por dos subunidades: S1y S2. S1 esta
constituida por el dominio N-terminal (NTD), el RBD y dos subdominios: SD1 y SD2.
S2 esta formada por el péptido de fusion (FP), la secuencia hepta-repetida 1 (HR1),
una hélice central (CH), un dominio conector (CD) y una secuencia hepta-repetida 2
(HR2). Mas adelante en la seccién 1.5.1 (Glicoproteina Spike) se explicara
detalladamente la estructura de esta proteina.

Bloquear al RBD podria neutralizar la interaccion con el receptor celular, mientras
que la inhibicién de sitios alostéricos o de la subunidad S2, donde se encuentra la
maquinaria de fusion, podria modular la interaccion con ACE2 o impedir la fusién de
membranas (38). De hecho, el éxito de todas las vacunas que se desarrollaron

contra SARS-CoV-2 (vacunas de ARNm, virus completo, o antigenos
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recombinantes) se debe a que las mismas tienen como componente esencial a la

Spike y generan anticuerpos neutralizantes contra esta proteina viral (39—42).

Sin embargo, es importante tener en cuenta que la secuencia codificante de esta
proteina posee una alta tasa de mutabilidad, particularmente el RBD, lo cual ha
dado lugar a la aparicion de variantes del SARS-CoV-2 capaces de evadir la
respuesta inmune humoral inducida contra cepas antecesoras (43—46) (ver seccion
1.7.). Desde el punto de vista de la quimica medicinal esto representa un gran

desafio.

El NTD pareceria estar implicado en el reconocimiento del receptor, unién y
procesamiento proteolitico, ademas de estar involucrado en la conformacién de la
proteina (47,48). Este también presenta una tasa de mutabilidad elevada. Se ha
descubierto que mutaciones en esta region confieren una mayor capacidad infectiva
al SARS-CoV-2 asi como la evasion del sistema inmune (49). Por otro lado, se han
identificado anticuerpos dirigidos contra este sitio con capacidad neutralizante contra
el virus. Este conjunto de evidencias sugiere que esta regién podria contribuir a
estabilizar y otorgar cierta dinamica conformacional al RBD, y por lo tanto la

convierte en un blanco molecular atractivo de intervencion farmacolégica (50,51).

Por otro lado, la subunidad S2 de la Spike es mas conservada con respecto a la S1
dentro de los CoVs. De hecho, se ha evaluado contra la Spike del SARS-CoV-2 un
péptido, EK1, derivado de la region HR2 del CoV HCoV-OC43. EK1 se une a HR1
formando un haz estable que impide la fusion del virus con la célula huésped (52).
Este péptido resulté ser inhibidor de la fusion de cinco CoVs incluyendo el SARS-
CoV y el MERS-CoV, y ahora también el SARS-CoV-2. EK1 fue optimizado
mediante la introduccidn de colesterol y polietilenglicol resultando en el péptido
EK1C4 con una potencia antiviral mejorada. Por los riesgos toxicologicos del
polietilenglicol, se generd un péptido sin este poliéter, el péptido EKL1C, el cual

presentd una actividad antiviral pan-coronavirus en ensayos in vitro e in vivo (53,54).

Con respecto a la célula huésped, las siguientes proteinas han sido postuladas
como candidatos farmacolégicos: la ACE2 y las proteasas celulares TMPRSS2,

catepsinas lisosomales y furina.
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ACE2 presenta un alto grado de conservacion de secuencia en humanos y su
inhibicion también podria bloquear la entrada de otros coronavirus que utilizan esta
proteina como receptor celular. No obstante, desde el punto de vista terapéutico, es
importante tener en cuenta el rol fisiologico esencial de ACE2 en el mantenimiento
de la homeostasis a través del sistema renina angiotensina aldosterona (ver seccién
1.5.2). Por lo tanto, cualquier terapia contra este blanco debe ser cortoplacista y el
paciente debe ser cuidadosamente monitorizado. Sin embargo, se han investigado
moléculas pequenas que bloqueen ACE2 interfiriendo en la unidén con Spike sin
afectar su funcién enzimatica, un posible inhibidor reportado en la bibliografia es la
molécula SB27041, un compuesto triciclico basado en pirimidodiazepina, que
inhibiria la uniéon por un mecanismo alostérico, aunque hacen falta mas estudios

para confirmar y definir los sitios de unién de esta molécula (55).

También, se ha planteado la estrategia de bloquear la interaccion con péptidos que
imitan a ACE2 (56). Un ejemplo es el péptido APNO01, un fragmento soluble de
ACE2 (57), sin embargo, no se vieron beneficios en su administracién en pacientes
hospitalizados por COVID19 en un ensayo de fase Il (NCT04335136).

Con respecto a las proteasas celulares, la inhibicion de la TMPRSS2 bloquearia la
via de ingreso rapida del virus a la célula, no asi la lenta o endocitica (28). La misma
se expresa principalmente en la prostata y en menor medida en los pulmones, el
colon, el higado, los rifiones y el pancreas (58). Esta proteasa pertenece a la familia
de serina proteasas transmembrana tipo 2, similares a tripsina, las cuales participan
en cascadas proteoliticas pericelulares para la remodelacién de la matriz
extracelulary la activacion proteolitica de proteinas de membrana (59). La
desregulacién en la expresién y/o actividad de estas proteasas es comun en varios
tipos de canceres dando como resultado una mayor proliferacién e invasién de las
células tumorales (60,61). La TMPRSS2, a su vez, es utilizada por los virus de la
Influenza A e Influenza B para el clivado y activacion de su proteina de superficie
hemaglutinina, lo que desencadena el ingreso celular de estos virus (62,63).
Hoffman et al. probaron que el mesilato de camostato y el mesilato de nafamostat,
ambos inhibidores de serin-proteasas activos contra TMPRSS2, aprobados en
Japon para el tratamiento de la pancreatitis, inhiben la infeccion viral en células de
pulmoén (28,64). Sin embargo ensayos clinicos en adultos hospitalizados con

COVID-19 no mostraron resultados positivos
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(NCT04657497, NCT04321096 NCT04623021 , NCT04473053) (65). Un desafio a
la hora de inhibir esta proteasa es que los inhibidores deben ser selectivos con el fin
de evitar la inhibiciébn de las proteasas homodlogas presentes en el plasma e
involucradas en la cascada de coagulacion, lo que podria empeorar el cuadro clinico

del paciente.

Por otro lado, de inhibirse la actividad de las catepsinas lisosomales se veria
afectada la via de entrada lenta del virus. Cloroquina e hidroxicloroquina son bases
débiles que en el interior celular se protonan y concentran en organelos acidos de
bajo pH, como los endosomas, lisosomas y también vesiculas de Golgi. De esta
forma, estos compuestos aumentan el pH de estos compartimentos lo cual inactiva
a las enzimas como las catepsinas lisosomales (66—68). Una de las desventajas de
alterar la funcion de los compartimentos endolisosomales y las proteasas alli
presentes, es que alli se desarrollan etapas importantes del proceso de
presentacion de antigenos del complejo mayor de histocompatibilidad (CMH) de

clase Il, lo que repercutiria negativamente en la respuesta del sistema inmune (69).

De todos modos, es dificil bloquear la infeccion por SARS-CoV-2 mediante la
inhibicibn de una unica proteasa celular ya que el virus usa multiples vias de
entrada, mientras que una combinacién de inhibidores de proteasas presenta el

riesgo de incrementar la toxicidad (65).
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Figura 1.4. Modos de ingreso del SARS-CoV-2 a la célula hospedera (1) Existen dos vias de internalizacion
viral: la endosomal (izquierda) y la directa, en la superficie celular (derecha). Via endosomal: en el caso de
niveles insuficientes de la proteasa TMPRSS2 en la célula huésped, el complejo virus-ACE2 se internaliza
mediante endocitosis mediada por clatrina (2) en el compartimento endolisosomal, donde S2' es escindido por
las enzimas catepsinas (3 y 4). Via directa: en presencia de TMPRSS2, S2' se escinde en la superficie celular
(2). Para ambos mecanismos de ingreso, la escision del sitio S2' expone el péptido de fusién (FP) e induce la
disociacion de S1 de S2. Un cambio conformacional en la subunidad S2 mueve el FP hacia la membrana celular,
iniciando la fusion de la membrana (5 a la izquierda y 3 a la derecha). Después de la fusion entre las membranas
viral y celular, el ARN viral se libera en el citoplasma (6 a la izquierda y 4 a la derecha). Varios agentes
interrumpen la interaccion entre las proteinas S y ACE2, como los miméticos de ACE2, los anticuerpos
terapéuticos (dirigidos a la Spike) y los anticuerpos producidos por la vacunacion (que bloguean la unién del
virus a ACE2). Otras estrategias de inhibicion se dirigen a los pasos posteriores a la unién al receptor: el
inhibidor de la serina proteasa camostat mesilato actia sobre TMPRSS2, bloqueando la via de entrada directa;
La hidroxicloroquina y la cloroquina bloquean la acidificacién endosémica, que es necesaria para la actividad de
las catepsinas, actuando sobre la via endolisosomal (194).

Replicacion y Transcripcién del ARN viral

La inhibicion de la replicacion/transcripcion viral es una estrategia valida para
detener la produccién de nuevos viriones. Las principales enzimas involucradas en
estos procesos son las cistein-proteasas PLP™ y MP™ y las proteinas que componen
el complejo de replicacidn y transcripcion.
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La inhibicibn de las proteasas bloquea la maduracion de las proteinas virales,
impidiendo asi la formacién del complejo de replicacién-transcripcion. Un aspecto
molecular interesante de estas proteasas es que comparten residuos cataliticos
(diada cisteina/histidina) altamente conservados, incluso en varios CoVs (70). En
ese sentido, a la fecha, no se han reportado mutaciones en dichos residuos para la

totalidad de variantes de SARS-CoV-2 que han sido secuenciadas (71).

Por otra parte, PLP™ escinde preferentemente a la proteina similar a la ubiquitina del
ISG15 (interferon-stimulated gene 15) y tiene una funcién deubiquitinasa que
contribuye a remover las ubiquitinas de proteinas de sefalizacion implicadas en la
respuesta inmune del huésped (65,72). Por lo tanto, la inhibicion de PLP™ no solo
afectaria la replicacion del virus, sino que impediria que el virus interfiera con
mecanismos de respuesta celular a la infeccion. No obstante, el disefio de
inhibidores selectivos contra esta proteasa representa un desafio ya que la misma

posee cierta similitud estructural con proteinas desubiquitinantes humanas (73).

La RdRp, junto a otras proteinas no estructurales (NSP 7-10 y NSP 13-16) forman el
complejo de replicacion-transcripcion (74). Esta polimerasa es inhibida por analogos
de nucleds(t)idos como remdesivir y molnupiravir (75-78). A su vez las proteinas no
estructurales NSP14 y su cofactor, la NSP10, quienes forman parte del complejo de
reparacion del ARN, tienen actividad exoribonucleasa 3'-5' lo que limita la eficacia de
algunos de estos farmacos como la ribavirina (65). NSP14-NSP10 despiertan interés
como blancos farmacoldgicos ya que su inhibicion incrementaria la efectividad de

los analogos de nucleds(t)idos dirigidos contra la RdRp (79-83).

Ensamblaje y liberacién de las particulas virales

Excluyendo a la Spike, la proteina de la nucleocapside (N) es la proteina estructural
mas estudiada como potencial diana molecular para el desarrollo de terapias. La
proteina N esta altamente conservada (84) e induce una fuerte respuesta inmune en
el huésped, tanto celular como humoral lo que la hace atractiva como diana
terapéutica para el desarrollo de vacunas (85,86). Estudios preclinicos mostraron
que pequeias moléculas como la ceftriaxona y mefuparib (87,88) pueden inhibir a

esta proteina. Sin embargo, este blanco molecular presenta algunos desafios desde
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el punto de vista del disefio de ligandos/inhibidores porque estos son altamente

dinamicos desde el punto de vista conformacional/estructural (89).
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Figura 1.5. Pequefas moléculas con reconocida actividad antiviral por accién a nivel de la entrada viral,

replicacion o ensamblaje y liberacion viral.

Inmunomodulaciéon

Modular la respuesta inmune del huésped es otra de las estrategias terapéuticas
empleadas para el control de las infecciones virales. En ese sentido, los interferones
(IFNs) se destacan por su reconocida actividad antiviral. Estas citoquinas son
liberadas por las células hospederas en respuesta a la interaccién con componentes
virales y de otros patdgenos, y se encargan de inducir la expresion de cientos de
genes que permiten alcanzar un estado de resistencia viral. La via de sefalizacién
del interferén no solo juega un rol importante en la defensa contra virus sino también

en la integracién de la respuesta inmune (90). Hoy en dia abundan las evidencias
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(pre)clinicas demostrando que los betacoronavirus suprimen la respuesta a IFN tipo
'y Il (91) y que el sistema del IFN o las terapias basadas en éste fueron efectivas
para el control de infecciones respiratorias causadas por SARS-CoV-2 y MERS-
CoV. No obstante, para SARS-CoV-2, el éxito de esta terapia depende del tipo de
IFN, cuando (etapa temprana de la infeccién), porque via y por cuanto tiempo

administrarlo (92).

Por otro lado, ciertos casos de infeccion por SARS-CoV-2 transitan con una
respuesta inmune exacerbada que causa inflamacion sistémica, tormenta de
citoquinas, falla multiorganica y, consecuentemente, la muerte (93). En general esto
se ha visto cuando el organismo monta tardiamente y de manera persistente (no
logra silenciar adecuadamente) la respuesta de IFN. En estos pacientes, el uso de
inmunomoduladores, antiinflamatorios y anticoagulantes han sido utiles para paliar

los efectos de la respuesta inmune descontrolada frente a la infeccion por este virus.
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Cada enfoque de los recién mencionados tiene desafios, algunos de ellos son: la
resistencia viral por la adquisicion de mutaciones, citotoxicidad, falta de selectividad.
Enfoques combinados que aborden multiples puntos del ciclo viral podrian ser mas
efectivos y reducir el riesgo de resistencia, mas aun si tenemos presente que los
virus de ARN circulan como un espectro de mutantes, denominado cuasiespecies,
para los cuales la terapia combinada es la mejor opcion (94,95). Ejemplos de
terapias combinadas de farmacos que actian sobre mas de un punto del ciclo viral
son las utilizadas para el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH) y el virus de la
hepatitis C (VHC). Para el primero los antirretrovirales disponibles presentan
combinaciones de inhibidores de las proteinas virales: transcriptasa inversa,
proteasa viral e integrasa. El medicamento Symtuza de la farmacéutica Janssen, por
ejemplo, utiliza una combinacion de dos analogos de nucleds(t)idos (emtricitabina y
tenofovir alafenamida) junto con un inhibidor de la proteasa (darunavir). A su vez
para el VHC se han desarrollado antivirales de accién directa que inhiben la
polimerasa (dasabuvir, ribavirin, sofosbuvir), la proteina viral NS5A (edipasvir,
ombitasvir, pibrentasvir, velpatasvir) y la proteasa NS3-42 (faldoprevir, glecaprevir,
grazoprevir, paritaprevir, ritonavir, simeprevir, voxilaprevir), como el sofosbuvir y el
declatasvir que han mejorado significativamente la tasa de curacién hasta llevarla a
un ~95% (96).

29



1.5 Spike/ACE2 como dianas moleculares para el desarrollo de antivirales

Por su rol determinante en el ciclo viral, interferir con la interaccion Spike/ACE2 es
una estrategia antiviral prometedora, ya que impediria la entrada del virus a la célula

y todo el dafio que éste desencadena durante su proceso de replicacion.

Para lograr este objetivo es importante conocer en profundidad ambas proteinas, las
regiones/residuos, fuerzas, la estructura y dinamica que gobierna la interaccién

entre ambas.

1.5.1 Glicoproteina Spike

La Spike es una glicoproteina homotrimérica de fusion de clase | de ~180 KDa
(97,98). Cada protomero esta compuesto por 1273 aminoacidos (aas) y consta de un
péptido sefal (aas 1-13) en el extremo N-terminal, seguido por 2 subunidades
funcionales: S1 (aas 14-685) y S2 (aas 686-1273). S1 comprende el dominio N-
terminal (NTD) (aas 14-305), el dominio de unién al receptor (RBD) (aas 319-541), al
que le siguen dos subdominios: SD1 y SD2 ubicados hacia el extremo C-terminal de
la proteina. EI RBD se compone de una estructura central o core y de un bucle
extendido, denominado motivo de unién al receptor (RBM) (aas 438-506), en donde
se encuentran la mayoria de los residuos implicados en la interaccién con el
receptor celular. Esta subunidad es clave para el reconocimiento y unién a la célula
hospedera ademas de estabilizar el estado de prefusion (99). La subunidad S2, por
su parte, altamente conservada en los CoVs, se encuentra anclada a la envoltura
viral a través de una region transmembrana y participa en el proceso de fusién de
las membranas. Esta conformada por un péptido de fusion (FP) (aas 788-806), una
secuencia hepta-repetida 1 (HR1) (aas 912-984), una hélice central (CH), un dominio
conector (CD), otra secuencia hepta-repetida 2 (HR2) (aas 1163-1213), seguidas por
el dominio transmembrana (aas 1213-1237) y, por ultimo, la cola citoplasmatica (aas
1238-1273) (100,101).

Entre las subunidades S1 y S2 de la Spike del SARS-CoV-2 sobresale expuesta al
solvente una estructura tipo bucle y rica en residuos de arginina que contiene un
sitio de clivaje para furina S1/S2 (102—104). Este elemento estructural esta presente
en algunos CoVs, como HCoV-0OC43, HCoV-HKU1 y MERS-CoV (105), no asi en el

SARS-CoV. Durante la biosintesis, antes del egreso del virus, las proteasas del
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huésped escinden este polipéptido en S1/S2, los cuales se mantienen unidos de
manera no covalente. Este clivaje es necesario para la posterior activacion de la
Spike por la proteasa TMPRSS2 mediante corte en el sitio S2°. Si esta escisién no
ocurriera, el virus ingresaria a la célula solo mediante el mecanismo lento de
endocitosis y posterior activacién por proteasas lisosomales. Se cree que el clivaje
entre S1 y S2 contribuye a expandir el tropismo del virus por células deficientes en
proteasas lisosomales activadoras de la fusion. Esta caracteristica molecular ha sido
propuesta como determinante clave del potencial zoonético de SARS-CoV-2 y
MERS-CoV, asi como de su gran capacidad infectiva y transmisibilidad (32,106—
109).
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Figura 1.7. Esquema de la estructura primaria de la Spike del SARS-CoV-2. SS, secuencia sefial; NTD, dominio
N terminal; RBD, dominio de unién al receptor; S1y S2, subdominios 1y 2; S1/S2, sitio de escisién polibasico;
S2', sitio de escision de proteasas S2'; FP, péptido de fusién; HR1, repeticion heptada 1; CH, hélice central; CD,
dominio conector; HR2, repeticion heptada 2; TM, dominio transmembrana; TC, cola citoplasmatica. Las flechas
indican los sitios de escision de proteasas (99).

Una vez que el virus egresa de la célula, la Spike trimérica se encuentra en una
conformacién de pre-fusion metaestable (99,110). La misma debe acoplarse al
receptor celular para dar inicio a un nuevo ciclo replicativo, para ello el RBD
experimenta cambios conformacionales continuos, que ocultan o exponen el RBM.
Estos estados conformacionales se conocen como up cuando el RBD se encuentra
expuesto al solvente y accesible al contacto con el receptor celular y down cuando

se encuentra ocluido hacia el interior del nucleo estructural (99).

Figura 1.8. Conformacion up y down del RBD de la
Spike. A la izquierda se visualiza el protémero Unico
de la Spike con el RBD (verde) en la conformacion
hacia abajo down. A la derecha se muestra un
protdmero en la conformacion ascendente up del
RBD (99).
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Una vez el virion reconoce y se acopla al receptor celular, un segundo clivaje en el
sitio S2°, el cual precede a la secuencia del FP, es necesario para activar la
maquinaria de fusion de la Spike (111). Como ya se menciond, este clivaje esta
mediado por la proteasa de transmembrana TMPRSS2 o por las catepsinas
lisosomales. El mismo conduce a cambios conformacionales irreversibles, comunes
a las proteinas de fusién de clase |. Estos reordenamientos llevan a la liberacién de
S1, lo cual expone al FP, un elemento rico en residuos hidrofébicos que favorecen la
insercion de la particula viral a la membrana celular. A continuacion, HR1 y HR2
forman un haz de seis hélices (conformacion de postfusidén), que contribuye a
aproximar la membrana celular y viral hasta que las mismas se fusionan
(32,100,112—-115).

Prefusion state Viral attachment Fusion intermediate

FP is inserted into cell
membrane propelled

by HR1 transformation
Cell membrane ~ACE2 i
Rep'down’ @ N RBD'wp L HR1
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complex S2 HR2 J §HR2
iataas R vkl g "
| LT
Viral
membrane RBD samples ‘one-up’ RBD in ‘up’ S1 dissociation
or ‘three-down’ conformation induces dramatic
conformation binds ACE2 S2 conformational
changes
J
Folding back Postfusion state and viral penetration
\ Fusion
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Folding back of HR2 places Membranes in proximity form
FP juxtaposed to TM fusion pore, allowing viral

genome release into the cell

Figura 1.9. Transicion estructural de la conformacion de prefusion a la conformacién de postfusion que induce la
fusion de las membranas. La Spike en su conformacion metaestable de prefusiéon se une a ACE2 a través del
RBD lo que permite la exposicion del sitio de escisiéon S2'. La escision en el sitio S2' libera las restricciones
estructurales en el péptido fusion e inicia una cascada de cambios conformacionales en S2, acompafiada por
una disociacion completa de S1. La formacion de la espiral central de tres helices (HR1) y el plegado hacia atras
de la hepta-repeticion 2 (HR2) induce la estructura de postfusion de S2 (haz de seis helices) que une las dos
membranas, facilitando la formacion de poros de fusion y la entrada viral. Estos eventos pueden ocurrir en la
membrana plasmatica o en el compartimento endosémico (194).
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La Spike constituye el componente antigénico primordial y por lo tanto el primer
blanco molecular de los anticuerpos neutralizantes generados durante la respuesta
inmune adaptativa. Esta proteina exhibe 22 sitios de N-glicosilacion por protomero
que ademas de contribuir a evadir el reconocimiento por el sistema inmune del
huésped (116,117) son importantes para el correcto plegado y dinamismo de los
estados up y down de la misma (118). Ademas, se ha observado que algunos

glicanos del RBD modularian la interaccion con ACE2 (119,120).
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Figura 1.10. Representacion esquematica de la glicoproteina Spike del SARS-CoV-2. Las posiciones de las
secuencias de N-glicosilacion se muestran como ramas (195).

Al margen de su papel en la invasion celular, estudios experimentales y clinicos han
demostrado que la Spike funciona como una toxina que incrementa la permeabilidad
vascular, lo cual no solo contribuye a acelerar la invasién tisular por parte del
patdégeno sino también al sangrado interno. Estas manifestaciones clinicas han sido
comunes en casos severos de COVID-19. La explicacion molecular a este
fendmeno estaria dada por la presencia de un motivo de unién a integrinas (RGD)
en la secuencia de la Spike que al contacto con integrinas celulares (abundantes en
células epiteliales y del endotelio vascular) dispararia la liberacién de TGF-beta y la
activacion de la via de sefializacion de esta citoquina que incrementa la
permeabilidad e irrigacion vascular (121). Este motivo RGD se encuentra dentro del
RBD (aas 403-405). Se ha visto que las variantes de Omicron BA.2, BA.4 y BA.5 que

presentan la mutaciéon D405N son menos patogénicas (122).

33



1.5.2 ACE2

ACE2 es una glicoproteina de transmembrana homodimérica que se expresa en
pulmones, intestino, corazén, endotelio, cerebro y rifiones (123). Es una
carboxipeptidasa y una metalopepetidasa de zinc formada por 805 aas. ElI dominio
N-terminal extracelular (aas 19-768) contiene al dominio peptidasa (aas 19-715) el
cual comprende al sitio de union al sustrato y un motivo de unién a zinc. A este le
sigue un dominio C-terminal tipo colectrina (aas 616-768) que incluye un dominio
similar a ferredoxina (aas 616-726) el cual esta implicado junto con el dominio
peptidasa en la dimerizacion de la proteina, y termina con una region
transmembrana (aas 740 a 768) y una extension de 37 aas de localizacion
intracelular (69,124).:

ACE2 juega un papel fundamental en el sistema renina-angiotensina-aldosterona
clivando a la angiotensina Il para producir angiotensina 1-7, un péptido con
funciones vasodilatadoras que funciona como un regulador negativo de este
sistema, compensando las acciones presoras, proliferativas y profibroticas de Ang 1.
Ademas, tiene un rol como chaperona del transportador de aminoacidos B 0 AT1 en

el intestino, que se encarga del transporte de aas neutros (26,28).

La Spike reconoce al dominio peptidasa de esta proteina (125). Las glicosilaciones
de ACE2 son importantes para la union del RBD de la Spike (126). Se piensa que
dos trimeros de Spike podrian unirse simultaneamente a ACE2, ya que cada

dominio peptidasa de ACE2 puede unirse a un RBD (124).

Cytosolic side

Figura 1.11. Representacion del modelo atémico del complejo ACE2-BOAT1. ElI complejo esta coloreado por
subunidades, con el dominio peptidasa y el dominio colectrina en un protémero ACE2 en celeste y azul,
respectivamente (124).
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1.5.3 Interaccién Spike/ACE2

La interaccion Spike/ACE2 involucra al RBD de la Spike y al dominio peptidasa N-
terminal de ACE2.

S
Cytoplamic gké membrane
§3
Intracellular

Figura 1.12. Representacion esquematica del complejo Spike/ACE2. Se muestra ACE2 dimérica que sobresale
de la membrana citoplasmatica y se une a la proteina trimérica Spike de SARS-CoV-2 a través de uno de los
tres RBD disponibles en conformacion up (196).

El RBD consiste en una lamina 3 antiparalela formada por cinco hebras 31, p2, B3,
B4 y B7, conectadas por hélices y bucles que forman el core. El RBM se encuentra
entre las hebras 4 y 37 y esta formado por las hebras cortas 35y 6 y las hélices y
bucles a4 y a5. El RBD presenta nueve residuos de cisteina de los cuales ocho se
encuentran formando enlaces disulfuro, tres se encuentran en el core (C336-C361,
C379-C432 y C391-C525) y uno de ellos en el RBM (C480-C488) (127).
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ADYNYKLPDD FTGCVIAWNS NNLDSKVGGN YNYLYRLFRK SNLKPFERDI

STEIYQAGST PCNGVEGFNC YFPLQSYGFQ PTNGVGYQPY RVVVLSFELL

HAPATVCGPK KSTNLVEKNKC VNF

Figura 1.13. Secuencia y estructura secundaria del RBD de la Spike del SARS-CoV-2. La secuencia RBM se
muestra en rojo (127).
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Por su parte el dominio peptidasa N-terminal de ACE2 cuenta con dos Iébulos. El
I6bulo pequeiio de ACE2, contiene la hélice a1 N-terminal la cual comprende los
aminoacidos involucrados en la interaccion con el RBM, y a la hélice a2 y un bucle
conector entre B3 y 4 que también contribuyen de forma limitada a la unién con el
RBD (124).

ity

SARS-CoV-2
RBD W

Figura 1.14. Representacién del complejo RBD-ACE2. El dominio peptidasa de ACE2 involucra principalmente a
la hélice a1 en el reconocimiento del RBD. La hélice a2 y el conector entre 33 y B4 también contribuyen a la
interaccion (124).

El RBM forma una superficie ligeramente concava con una cresta a un lado que
acuna a la hélice alfa 1 arqueada de ACE2, delimitando una superficie de contacto
de unos 1.687 A2 (116).

Figura 1.15. Estructura del RBD del
SARS-CoV-2 unido a ACE2 (verde).
El core del RBD se muestra en
celeste y el RBM en rojo. Los enlaces
disulfuro en el RBD se muestran en
amarillo y se indican con flechas
(127).
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Un total de 17 residuos del RBD, 16 de ellos contenidos en el RBM, estan en
contacto con 20 residuos de aas de ACE2. Algo particular de esta interfaz proteina-
proteina (P-P), es que predominan las interacciones hidrofilicas. Hay 13 enlaces de
hidrégeno involucrados, en los que participan el grupo hidroxilo de multiples
residuos de tirosina. También estan implicados dos puentes salinos. A su vez hay
varios residuos involucrados en interacciones hidrofobicas y de Van der Waals
(127).

Figura 1.16. Representacion de la interfaz entre Spike y ACE2. La superficie de interaccion se divide en tres
regiones: Sitio 1, Sitio 2 y Sitio 3. Los residuos involucrados en la interaccion se muestran en rosa para ACE2 y
en verde para Spike (134).

La interfaz se puede dividir en 3 sitios segun su topologia de potencial electrostatico:
el sitio 1 hidrofilico, en el cual interactian los residuos de la Spike G446, Y449,
G496, Q498, T500 y N501 con los residuos de ACE2 D38, Y41, Q42, K353 y D355.

El sitio 2 es moderadamente hidrofilico, y contiene a los aas K417 y Q493 que

establecen interacciones con D30 y E35 de ACE2.

Por ultimo, el sitio 3 es hidrofilico y se compone de los aas A475 y N487 que
interactuan con S19, E24 y Y83 de ACE2.
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Figura 1.17. Representacion de los sitios 1, 2 y 3, figuras A, B y C respectivamente (134).

Como se destaco anteriormente, la superficie de interaccion entre Spike y ACE2 es
extensa, relativamente plana y con escasos bolsillos para el anclaje selectivo de
moléculas de bajo peso molecular. Dentro del RBM se destacan algunas regiones
con caracteristicas hidrofilicas en forma de gancho (hook) y clefts hidrofébicos que
proporcionan potenciales puntos de unién de moléculas que, al hacerlo, bloquearian
o dificultarian la interaccion con ACE2. El sitio 1 presenta en su extremo superior
una region hidrofilica a la que le sigue una hendidura hidrofébica formada por los
residuos Y495, F497 y Y505, que, si bien no interaccionan con residuos de ACE2,
es un buen hot spot para la union de compuestos aromaticos. En el sitio 2 se
encuentran residuos hidrofilicos como R403, E406 y Y453 que no estan
involucrados en la interaccion, pero podrian facilitar las interacciones con

compuestos quimicos.

Hook2
(Site 2)

Lysa17 /

Figura 1.18. Los residuos dentro y alrededor del Sitio 1 y el Sitio 2 forman un buen sitio de unién para ligandos.
La topologia del sitio de unién se puede dividir en regiones de hendidura hidrofébica, hook 1y hook 2 (134).
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A pesar de los desafios en la inhibicion de interacciones proteina-proteina (PPls)
(128-133) hallazgos ofrecen perspectivas valiosas para el desarrollo de terapias
dirigidas contra la infeccion por SARS-CoV-2 (134).

1.6. Bloqueo de interacciones proteina-proteina con moléculas organicas
pequenas

No muchas moléculas tienen la capacidad de modular PPIs. Las mas destacadas
son los anticuerpos seguidos de los péptidos y péptidos miméticos, y en ultimo lugar
se encuentran las moléculas pequenas. Las regiones hipervariables de los
anticuerpos logran alcanzar una alta especificidad y afinidad por ciertos motivos
antigénicos de las proteinas blanco, a las cuales se unen con gran avidez
impidiendo, sea por efecto estérico o alostérico, la union de éstas a su receptor o
ligando. En el caso de SARS-CoV-2 ha quedado ampliamente demostrada la
eficacia inmunoprofilactica de los anticuerpos dirigidos contra Spike/RBD en reducir
la capacidad infectiva del virus al neutralizar la unién a su receptor ACE2 (135). Sin
embargo, desde el punto de terapéutico (ej. inmunizacion pasiva), los anticuerpos
presentan ciertas desventajas como ser una baja permeabilidad y requerimiento de
administracion endovenosa por su casi nula absorcion oral. A estas dificultades se
suman sus altos costos de produccion ya sea en modelos animales como celulares
(65,136).

Los péptidos y peptidomiméticos tienen baja estabilidad metabdlica y
biodisponibilidad. Los compuestos quimicos de bajo peso molecular, por su parte,
presentan buena biodisponibilidad y estabilidad, y bajos costos de produccion, sin
embargo, su efectividad para inhibir PPls representa un gran desafio, el cual se

detalla a continuacion.

Es bien conocido que bloquear PPls con moléculas organicas pequefas es un
objetivo complejo. La mayoria de las dianas moleculares para este tipo de
moléculas suelen ser enzimas, canales iénicos, receptores acoplados a proteinas G
y receptores nucleares (137). Estas proteinas ofrecen sitios, generalmente bolsillos
estructurales, parcialmente expuestos al solvente, que favorecen la unién selectiva
de moléculas organicas de bajo peso molecular que, al hacerlo, alteran las
funciones de la macromolécula. Los blancos moleculares que cumplen dicho criterio

son considerados druggable, es decir, aptas a la intervencion farmacolégica. Para
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unirse de manera efectiva y selectiva a sus blancos moleculares, los compuestos
deben reunir caracteristicas fisicoquimicas (grupos funcionales, estructura,
polaridad, hidrofobicidad, etc) compatibles con la de los sitios de reconocimiento de
los mismos (138). Las PPIs suelen involucrar grandes superficies de contacto,
planas, desprovistas de hendiduras donde moléculas pequefias puedan unirse. A su
vez la interaccion entre proteinas se caracteriza por presentar una alta dinamica y
estar gobernada por multiples tipos de interacciones: hidrofébicas, enlaces de
hidrogeno, interacciones electrostaticas y en algunos casos enlaces covalentes
(139). Los complejos P-P se pueden clasificar en estables o transitorios. En el caso
de los primeros, su formacion esta gobernada principalmente por interacciones
hidrofébicas de gran afinidad y donde las moléculas de agua estan excluidas de la
interfaz P-P. Los complejos transitorios, en cambio, estdn en permanente estado de
asociacién-disociacion, la interfaz de contacto suele ser mas reducida y, en general,
involucra residuos polares y/o cargados, es decir interacciones de puentes de
hidrogeno y/o electrostaticas (140).

La afinidad entre proteinas y por ende la estabilidad de los complejos esta dada por
la energia libre de unién de las proteinas (141,142).

En general, el area de contacto entre dos proteinas puede ir de los 1500 a los 3000
A2 (137), mientras que el area de cobertura de moléculas de bajo peso molecular
(<800 Da) llegaria a los aproximadamente 300-1000 A2 (139). Dicho de otra forma,
pequefias moléculas podrian llegar a cubrir solo un porcentaje parcial (10-67%) del
area de una PPIl. Para aumentar dicha area de cobertura con el fin de superar la
energia libre de unién entre proteinas, es necesario incrementar el PM de la
molécula organica. Sin embargo, al hacer esto, se estarian poniendo en riesgo las
propiedades fisicoquimicas de los potenciales ligandos/inhibidores que serian
compatibles con propiedades farmacolégicas de administracion, distribucion,
metabolismo y excresiéon (ADME), violando la regla de 5 de Lipinski, la cual indica
que para que el compuesto pueda ser administrado via oral 1) no debe contener
mas de cinco atomos donadores de enlaces de hidrogeno 2) no debe contener mas
de diez atomos aceptores de enlace de hidrogeno 3) su peso molecular debe ser
<500 Da y 4) su coeficiente de reparto octanol-agua (logP) debe de ser < 5 (143).
No obstante, estudios por escaneo de alanina, en los cuales se mutan aas por
alanina con el fin de evaluar como contribuyen las cadenas laterales de los aas

mutados a la energia de uniéon en una PPI, han mostrado que, a pesar de la gran
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superficie de contacto entre proteinas, suele haber grupos compactos de aas
especificamente involucrados  en la interaccion, que  contribuyen
desproporcionadamente a la energia libre de unién y a la unién entre proteinas.
Estas regiones, denominadas hot spots (141,144), pueden abarcar en total unos 600
A2 (140) de superficie y estan pobladas de residuos de triptofano, tirosina y arginina,
y en menor medida histidina y asparagina. Todos estos residuos ofrecen multiples
opciones de interacciones. Por ejemplo, el Trp y la Tyr, presentan una gran
superficie hidrofébica y son capaces de establecer interacciones - aromaticas, asi
como de actuar como dadores de puentes de hidrogeno. La Arg tiene la capacidad
de formar hasta 5 puentes de hidrégeno. Su grupo guanidinio tiene un sistema
pseudoaromatico debido a la deslocalizacion electronica del sistema 1y, ademas, a
través de su carga positiva puede establecer interacciones electrostaticas. Este
residuo también tiene un caracter hidrofébico debido a sus 3 carbonos metilenos
(145). Estas regiones presentan un gran atractivo como blanco de union de
moléculas pequefias ya que el efecto desestabilizador sobre la PPI seria dramatico.
Por lo general las PPIs con superficies de contacto < 2000 A2 presentan un solo hot
spot, mientras que aquellas con superficies mayores poseen mas de uno. En este
contexto, cuanto mas cercanas estén estas regiones mayores serian las chances de
encontrar moléculas pequefias que se unan a residuos de hot spots vecinos y por lo
tanto que la inhibicién de la PPl sea mas efectiva.

Sin embargo, no dejan de ser un objetivo complejo. Por ejemplo, bloquear
interacciones hidrofébicas requiere de compuestos lipofilicos y con una gran
complementariedad para afectar la interaccion (140). Estas caracteristicas
fisicoquimicas comprometerian la solubilidad de estas moléculas y dificultarian su
desarrollo como farmacos. También hay que tener en cuenta los requerimientos
estéricos y geométricos en los sitios de union, los cuales son dificiles de abordar
con moléculas muy pequefias, e indefectiblemente conllevarian a tener que

incrementar el tamafo y PM de los compuestos.

Una de las estrategias mas usadas para identificar inhibidores de PPIs es a través
de high-throughput screening (HTS). Los métodos de tamizaje mas comunmente
usados estan basados en los ensayos de competencia, en donde las proteinas se
pueden utilizar en su forma completa o, lo que es mas habitual, sélo los dominios

involucrados en la interaccion. Las técnicas mas empleadas son las de ELISA,
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polarizaciéon de fluorescencia (FPA), transferencia de energia de resonancia de
Forster (FRET). A pesar de ser de las estrategias mas utilizadas, los ensayos de
HTS presentan varias dificultades al querer abordar PPls. Normalmente las tasas de
identificacién de hits son bajas, son propensos a arrojar resultados falsos positivos,
en algunos casos producto de artefactos debido a la degradacion o precipitacion de
las proteinas en estudio. Muchas PPIls al ser hidrofébicas no poseen inhibidores de
alta afinidad ya que se requiere una complementariedad alta de los compuestos
para ser activos y la actividad inhibitoria de los mismos muchas veces se encuentra
cerca de la sefial de los artefactos, resultando dificil separar unos de otros (140).
Por otro lado, la gran mayoria de las quimiotecas disponibles han sido desarrolladas
con caracteristicas (ej. bajo PM, atomos dadores y aceptores de puentes de
hidrogenos, hidrofobicidad, etc) que las hacen 6ptimas para actuar sobre blancos

moleculares clasicos y no PPls (138,141).

La optimizacién de compuestos con capacidad de interferir con la PPls suele incluir
la generacion de analogos con mayor lipofilicidad, rigidez y aromaticidad que
contengan nuevos grupos funcionales que incrementen la afinidad por el receptor.
Generalmente, esto va en detrimento de las propiedades ADME y es comun que las
moléculas con buena actividad contra las PPIs violen algunas reglas que estiman su
biodisponibilidad por via oral (regla de Lipinski) por lo que se espera que estos
compuestos sean propensos a fallas preclinicas y clinicas (139,141). Sin embargo,
la quimica medicinal ha logrado superar algunos de estos problemas, y existen
inhibidores de este tipo de interacciéon por fuera de este espacio quimico asociado
con buenas caracteristicas farmacolégicas, un ejemplo de ellos es el farmaco de
administracion oral contra el receptor Bcl-2, Venetoclax, un compuesto
perteneciente a la familia de las pirrolopiridina de 868 Da. Se estan utilizando, cada
vez mas, nuevas tecnologias de formulacion que abordan esta problematica, entre
ellas las nanoparticulas, los geles, las microemulsiones, los dendrimeros vy
liposomas, entre otras, y permiten que moléculas con alto PM y logP logren una

biodisponibilidad oral aceptable.
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1.7. A cuatro anos del comienzo de la pandemia. Tratamientos disponibles
contra el SARS-CoV-2

Cuando se inici6é este proyecto, no existia ningun medicamento aprobado ni vacuna
contra el SARS-CoV-2, a pesar de que se estaban llevando a cabo multiples
ensayos para desarrollar nuevas terapias. A su vez, el conocimiento sobre el
comportamiento y tasa de mutabilidad de este nuevo CoV era limitado. A lo largo de
estos afos, se desarrollaron a una velocidad sin precedentes diversas vacunas,
algunas de ellas emplearon tecnologias innovadoras, nunca antes aplicadas, como
las vacunas de ARN mensajero. Todo ello llevé a mitigar el avance de la pandemia y

finalmente a acabar con ella.

También la farmacéutica Pfizer desarrollé un farmaco nuevo, el Paxlovid compuesto
por Nirmatrelvir/Ritonavir, el primero un potente inhibidor de MP® que se co-
administra con el segundo que actua potenciando el efecto del primero al inhibir su
metabolizacion mediada por el citocromo P450 CYP3A. También se reposicionaron
algunos antivirales ya en uso como el Remdesivir y el Molnupiravir (Figura 1.5.),

ambos analogos de ribonucledtidos inhibidores de la RdRp.

A su vez se reportaron mas de 300 anticuerpos monoclonales contra Spike de los
cuales mas de 20 estdn en ensayos clinicos (65). Algunos de ellos fueron
aprobados para su uso como el mAc bamlanivimab (146) el cual se une al RBD
impidiendo su interaccion con ACE2. Otro ejemplo es el coéctel de mAc,
casirivimab/imdevimab, ambos se unen a regiones no solapadas del RBD, la
combinacion ayuda a disminuir la probabilidad de que surjan mutantes de escape
debido a la presién selectiva de la monoterapia (147). También se utilizé como

terapia plasma convaleciente (38,69).

Enfocandonos en la busqueda de moléculas pequefias contra la interaccion
Spike/ACE2, en el correr de estos afos, se han reportado varias moléculas con
potencial de inhibir la misma en ensayos in silico e in vitro, pero ninguna de ellas ha
llegado a ensayos clinicos (65). Por ejemplo, se identificaron dos compuestos, MU-
UNMC-1 y MU-UNMC-2, ambos mostraron actividad antiviral con 1Cso de 0,67 uM y
1,72 uM, respectivamente. A su vez MU-UNMC-2 mostré un efecto sinérgico en
combinacion con remdesivir (148). También el compuesto NBCoV1 mostré ser un

potente inhibidor pancoronavirus con potencias en el orden nanomolar, presentando
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un ICso = 23 nM para el SARS-CoV-2 y muy buenas propiedades ADME (149). Sin

embargo, todo ellos requieren ser optimizados previo a ser ensayados clinicamente.

R "t G

MU-UNMC-2
MU-UNMC-1 NBCoV1

Figura 1.19. Pequefias moléculas identificadas como inhibidores de la interaccion Spike/ACE2.

Por otro lado, en el correr de estos afios el SARS-CoV-2 ha experimentado diversas
mutaciones, especialmente en su proteina Spike. Esto ha llevado a la evolucion del
virus y al surgimiento de variantes, muchas de las cuales han predominado y han
sido clasificadas por la OMS como variantes de preocupacion (Alpha, Beta, Gamma,
Delta y Omicron) debido a su mayor transmisibilidad y virulencia, su gran capacidad
de evadir la neutralizacion por anticuerpos generados previamente y por su
refractariedad a tratamientos y vacunas (150-152). La mayoria de las mutaciones
significativas, que le confieren al virus ventajas replicativas o adaptativas, se limitan
a variantes especificas, por ejemplo, en Alpha, Beta y Gamma las mutaciones
incluyen los residuos E484K y N501Y, la primera le confiere al virus resistencia a
varios anticuerpos neutralizantes, asi como también a la neutralizacién por plasma
convaleciente y suero postvacunacion (153,154), mientras que la segunda aumenta
la afinidad del RBD por ACE2 con el consecuente incremento de la infectividad y
virulencia (155,156). Por otro lado, las mutaciones L452R y T478K presentes en
Delta y Omicron aumentan la afinidad de la Spike por ACE2 y confieren al virus la
capacidad de evadir al sistema inmune. La mutacion L452R incrementa la
estabilidad de la Spike promoviendo la capacidad infectiva, fusogénica y replicativa
del SARS-CoV-2 (157-160)A su vez en Omicron se observan las mutaciones
Q493R y Q498R que incrementan la afinidad por ACE2 (161,162). Una de las
mutaciones comunes a todas las variantes es la D614G (163,164 ). Esta mutacién se
encuentra proxima al sitio de escision por furina S1/S2. EI cambio de aspartico por
glicina interrumpe un enlace de hidrogeno y un puente salino interprotdbmero que

involucra a aas de S2, cambiando alostéricamente la dinamica conformacional de los
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estados up y down del RBD, favoreciendo el primero de ellos. También se ha visto
que esta mutacion le confiere a la Spike una mayor susceptibilidad a la escision por

furina. Todo ello lleva a una mayor infectividad y transmisibilidad del virus (165—

167).

SARS-CoV-2 Spike(S)

RBD
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Figura 1.20. Esquema donde se muestran las mutaciones presentes en la proteina Spike de cuatro variantes de
preocupacion (Alfa,Beta,Gamma y Delta) del SARS-CoV-2 (162).

La aparicion de variantes ha planteado un gran desafio en el control de la pandemia

y si bien hoy en dia la infeccion por SARS-CoV-2 esta controlada, la reemergencia

de nuevas variantes, como ya ha sucedido con otros CoVs, no solo obliga a una

permanente vigilancia epidemiolégica sino también a contar

con terapias

farmacoldgicas de respaldo de rapida implementacién. Por tanto, el continuo estudio

del comportamiento de este virus y su evolucion es necesario para el desarrollo y

actualizaciéon

de

vacunas Y

tratamientos

antivirales

mas  eficaces.
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CAPITULO 2 - OBJETIVOS Y
ESTRATEGIA DE TRABAJO



2.1 Objetivo General

El objetivo principal de este trabajo fue llevar adelante una campafia de
identificacidon y caracterizacion de moléculas organicas pequefias o medianas
capaces de bloquear la interaccion Spike/ACE2 impidiendo de esta manera la

invasion del SARS-CoV-2 a la célula huésped.

Vale la pena destacar que este proyecto de investigacion se desarrollé en paralelo a
una campafa de descubrimiento de compuestos activos contra las proteasas de
SARS-CoV-2. Uno de Ilos objetivos comunes de ambas campanas de
descubrimiento de farmacos fue la exploracidn de quimiotecas nacionales de
compuestos generadas a partir de contribuciones de grupos de investigacion del
Institut Pasteur de Montevideo y de la Universidad de la Republica. Para muchos de
estos compuestos se cuenta con informacion detallada sobre su bioactividad, modo
de accién y/o propiedades farmacoldgicas contra distintos agentes patégenos o
enfermedades no transmisibles tanto en el area de la medicina humana como
veterinaria. Si bien se podrian haber explorado quimiotecas comerciales, nuestra
motivacion era valorizar el conocimiento nacional y agilizar posibles ciclos de
optimizacién de compuestos candidatos mediante la interaccién fluida con grupos

locales dedicados a la sintesis quimica.

2.2 Objetivos especificos

1. Seleccion de compuestos candidatos de la quimioteca nacional.

2. Cribado de moléculas candidatas con actividad inhibitoria de la interaccion
Spike/ACE2.

3. Determinacion de la citotoxicidad de los hits en lineas celulares humanas que

son blanco de infeccion por SARS-CoV-2.

4. Determinacion de la actividad antiviral de los hits con mejor actividad

inhibitoria de la interaccion Spike/ACE2.
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2.3 Estrategia de trabajo

Etapa 1 - Selecciodn in silico de candidatos

Con el fin de identificar inhibidores de la interaccién entre Spike y ACE2, se inicio el
proceso seleccionando moléculas organicas de las quimiotecas locales analogas a
compuestos previamente reportados en la literatura como posibles inhibidores de
esta interaccion. Para ello se emplearon programas computacionales de busqueda

de analogos estructurales.

Etapa 2 — Cribado experimental en busca de actividad inhibitoria contra
Spike/lACE2

La actividad inhibitoria de los compuestos seleccionados se evaludé a una
concentraciéon fija de 100 uM (siempre y cuando la solubilidad del compuesto lo
permiti¢) utilizando un kit comercial de ensayo por inmunoabsorcion ligado a
enzimas (ELISA). Este ensayo se baso en la deteccion de la union Spike-ACE2 a
través de una reaccidn colorimétrica empleando anticuerpos conjugados a la
peroxidasa de rabano (HRP) que reconocieron un tag de histidina contenido en
ACE2.

En funcién de los resultados obtenidos en esta primera fase de seleccion, el
tamizaje se extendié hacia analogos de los hits experimentales identificados o bien
hacia nuevos compuestos. La inclusion de analogos fue crucial ya que permitio
realizar analisis de relacion estructura-actividad (REA) con el fin de identificar tanto

los farmacoforos como los grupos funcionales asociados a actividad inhibitoria.

Para los compuestos que inhibieron esta interaccion en un porcentaje mayor al 50%
a la concentracion antes mencionada, se procedid a confirmar el resultado mediante
una segunda metodologia. Para ello se empled un ensayo con células HEK-293 que
sobreexpresan ACE2 humana en su membrana. Los compuestos se incubarén a
100 pM con el RBD de la Spike y luego se agregaron las células. EI RBD se etiquetd
y luego se revel6 con un fluoréforo. La deteccion y cuantificacion de la union de

RBD a ACE2 se realiz6 mediante técnica de citometria de flujo. Se confirmé el
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resultado para aquellos compuestos que inhibieron la interaccion en un porcentaje

mayor al 50%.

Etapa 3 - Determinacion de la citotoxicidad de los hits

La citotoxicidad de los compuestos identificados como hits (con una actividad
inhibitoria > 50% a 100 uM) se evalué sobre lineas celulares humanas provenientes
de 6rganos o tejidos vulnerables a la infeccion y dafo por SARS-CoV-2, como las
células pulmonares (A549) y las células epiteliales intestinales (HT-29). Este analisis
fue fundamental ya que definié el potencial de los compuestos para avanzar hacia
los ensayos de actividad antiviral. Pasardn a la siguiente etapa aquellos compuestos

gue presentaron concentracion citotdxica 50 (CCso) = 50 M.

Etapa 4 - Evaluacidn de la actividad antiviral

La actividad anti-SARS-CoV-2 de los compuestos que mostraron baja citotoxicidad
contra células de mamiferos (CCso = 50 yM) se analizdé en ensayos de infeccion
celular utilizando células Vero. Estos estudios se llevaron a cabo en colaboracion
con el Institut Pasteur de Corea, que dispone de laboratorios de seguridad biolégica
nivel 3 y ha desarrollado un ensayo contra SARS-CoV-2 de alto contenido y
rendimiento que de manera simultdnea evalua citotoxicidad e infectividad. Se
realizaron curvas dosis-respuesta para cada compuesto con diez puntos con
concentraciones entre 0,1-50 uM. Fueron considerados hits aquellos compuestos

que presentaron concentracion inhibitoria 50 (ICso) < 50 uM.
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Figura 2.1. Esquema de la estrategia de trabajo para la identificacion de inhibidores de la interaccion Spike/ACE2.
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préximo capitulo (MATERIALES Y METODOS).




CAPITULO 3 — MATERIALES Y
METODOS



3.1 Etapa 1 - Seleccioén in silico de candidatos

En primer lugar, se organizo y cur¢ la base de datos de las quimiotecas nacionales
en donde todas las moléculas que la componen fueron listadas con sus
correspondientes caracteristicas: Codigo de referencia, laboratorio de procedencia,
cédigo SMILES, peso molecular (PM), estructura, miligramos disponibles, actividad
bioldgica, referencias bibliograficas. Luego se realizdé una busqueda bibliografica de
moléculas con potencial inhibitorio de esta interaccién en buscadores web como
Google Académico, Dialnet, Pubmed, Scielo, entre otros. Estas busquedas se
realizaron entre los meses de marzo y abril de 2021. Con las moléculas halladas se
conformé una lista con sus cédigos SMILES y sus estructuras (Anexo: Tabla A1). A
partir de este listado se realizdé una inspeccién visual de moléculas estructuralmente
analogas en la base de datos de las quimiotecas nacionales. Aquellas que tenian
similitud estructural fueron seleccionadas para el cribado. También se utilizod el
software Chemfinder 15.0, en el cual se cargd la base de datos de las quimiotecas
nacionales. Partiendo de la estructura de cada molécula reportada en la bibliografia,
el programa realizé una busqueda por estructura y/o subestructura en la base de
datos cargada. Asimismo, el Laboratorio de Investigacion y Desarrollo de Bioactivos
de la Universidad Nacional de la Plata (UNLP) colabor6 con la seleccién de
moléculas. Para ello les fueron brindados los cédigos SMILES de las moléculas
reportadas en la bibliografia como ligandos/inhibidores in vitro de Spike. A partir de
estos scaffolds, se realizaron determinaciones de similitud estructural sobre la base
de datos de las quimiotecas nacionales utilizando el método de fingerprint de
Morgan, con radio de 2, tanto de la clase de conectividad extendida (ECFP) como
de la clase funcional (FCFP). Para ECFP se tienen en cuenta las siguientes
caracteristicas de cada atomo: numero atdémico, carga atémica, numero de
hidrégenos unidos, numero de vecinos inmediatos que no son hidrogeno, la masa
atémica y si el atomo es parte de un anillo. Para FCFP las caracteristicas que se
tienen en cuenta para cada atomo son: aromaticidad, dadores de enlaces de
hidrogeno, aceptor de enlaces de hidrogeno, acidez, basicidad, halégeno. Los
fingerprints generados fueron comparados mediante el coeficiente de Tanimoto. Las
matrices obtenidas se graficaron en heatmaps. También se identificaron por scripts

los pares de compuestos con coeficientes de Tanimoto = 0.5.
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3.2 Etapa 2: Cribado experimental en busca de actividad inhibitoria contra
Spike/ACE2

3.2.1 Preparacion de compuestos

Se prepararon soluciones sfock de los compuestos seleccionados a
concentraciones de 10 o 20 mM, segun su solubilidad, diluidos en 100% v/v de
DMSO (#D5879, Sigma). De ser necesario y para favorecer su solubilidad, los
compuestos fueron incubados en bafio de ultrasonido o a 37°C durante 5 a 15
minutos. Luego se realizaron alicuotas de las soluciones madre con el fin de evitar
ciclos repetidos de congelacion-descongelacion. Ademas, se contaba con
soluciones previamente preparadas y congeladas de algunos compuestos utilizados

en proyectos anteriores, con concentraciones que oscilaban entre 25 - 1 mM.

3.2.2 Cribado por ELISA de la quimioteca blanco molecular-dirigida

Se utilizaron dos ensayos de ELISA para el cribado de la quimioteca por razones

que se explican en Resultados-Ensayos de ELISA. A continuacion, se detalla cada

uno de ellos.

3.2.2.1. Ensayo de ELISA - Kit comercial de EpigenTek (# D-1004)

En este ensayo la subunidad S1 de la proteina Spike se encontraba pre-adsorbida a
los pocillos de la placa. Siguiendo el protocolo, se comenz6 agregando a cada
pocillo 50 yL de cada compuesto de interés a 100 uM'/ 0.5% v/v DMSO diluido en
buffer de ensayo. Como control de inhibicion, el kit proveia de un anticuerpo anti-
ACE2 el cual se ensaydé a 100 yg/mL. Para el blanco y para el control negativo se
agregaron solamente 50 pyL de buffer de ensayo con 0,5% v/v DMSO. Para cada
muestra y control se realizaron duplicados. La placa conteniendo las muestras de
compuestos y controles se incubod durante 15 minutos a TA (temperatura ambiente).
Luego se anadieron 50 yL de ACE2-His a 1 pg/mL a todos los pocillos excepto a los
del blanco, a los cuales se le agregaron 50 uL de buffer de ensayo, y la incubacién
se extendid por 45 minutos a 37°C. Transcurrido este tiempo se realizaron 3 lavados

con 150 uL de buffer de lavado 1X. A cada pocillo se le agregé 50 pyL de un

1 Algunos compuestos con baja solubilidad se evaluaron a una concentracion inferior segun se indica
en la Tabla A2 en Anexos.
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anticuerpo anti-His-HRP diluido 1/2000 en buffer de lavado y se incubé durante 20
minutos a TA. A continuacion, se realizaron 5 lavados con 150 pyL de buffer de
lavado. Posteriormente se agregaron 100 uL de la solucion desarrolladora, se
protegié de la luz y se incubé a TA durante 5-10 minutos hasta que el color azul se
hizo visible, en ese momento se anadieron 100 uL de la solucién de detencién de la
reaccion. Inmediatamente se midié la absorbancia a 450 y 655 nm en el equipo

Varioskan™ (Thermo Scientific).

(15min (145 min (1)20 min

lavados PBS lavados PBS lavados PBS
X3 X3 X5

N N

vou  lvud [$de édv | ddv

v SARS-CoV-2 Spike S1 QN Inhibidor @His—Acsz ] Ac. anti-His-HRP
100 pM 0,5 pg/mL 1/2000

Figura 3.1. Esquema del procedimiento del ensayo de ELISA con el kit comercial de EpigenTek.

3.2.2.2. Ensayo de ELISA - Kit Adipogen (#AG-48B-0001)

Se comenzd sensibilizando la placa con 100 pL/pocillo de RBD (aas 319-541)
fusionado al extremo N-terminal de la regién Fc de la IgG1 humana (RBD-Fc) a 1
Mg/mL e incubando durante la noche a 4°C. Al dia siguiente, se removio la solucién
de los pocillos mediante pipeteo e invirtiendo y golpeando enérgicamente la placa
contra un papel absorbente. A continuacién, se agregaron 200 pL/pocillo de buffer
de bloqueo y se dejo incubando durante 2 h a TA. En paralelo se realizé una pre-
incubacion de 1h a 37°C de una solucion de ACE2-Biotina a 0,5 ug/mL en buffer de
ELISA con los compuestos a 20 uM/0,1% v/iv DMSO, asi como con los controles.
Como control de inhibicién se utilizé un anticuerpo monoclonal (mAc) anti-ACE2 a
una concentracién de 1 pg/mL. Como control negativo se utilizé la solucion de
ACEZ2-Biotina a 0,5 pg/mL con 0,1% v/v DMSO. Transcurrido el tiempo de bloqueo
se aspiro el liquido de los pocillos y se realizaron 3 lavados con 300 pL/pocillo con
buffer de lavado 1X. Seguidamente se agregé 100 pL/pocillo de las muestras y
controles por duplicado. Al blanco se le agregaron 100 uL/pocillo de buffer de
ELISA. Se incubé durante 1h a 37°C. Luego se removi6 el liquido y se repitieron los
lavados. A continuacién, se agregd a cada pocillo 100 pL de una dilucién 1/200 de

Estreptavidina-HRP. Se incub6 a 37°C durante 1h. Se repitieron los lavados y se
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agregd 100 puL/pocillo del reactivo TMB. Luego de incubar 5 minutos a TA, la
reaccion colorimétrica se detuvo afadiendo a cada pocillo 50 yL de H2SOs4 2M.

Seguidamente se midio la absorbancia a 450 nm y 620 nm en el equipo Multiskan™

pre-incubacion

O1h
Bloqueo 5%
®O2h X D1h O1h (9 5 min
lavados PBS lavados PBS lavados PBS
X3 | X3 X3 \{
[ > I » |28 D |2

@) O @) &ﬁ i 8 \i &’(
@9\ RBD-Fc A ACE2-Biotina g Inhibidor :%Estreptavidina - HRP
1 pg/mL 0,5 pg/mL 20 M 1/200
(Thermo Scientific).

Figura 3.2. Esquema del procedimiento del ELISA con el kit comercial de Adipogen

Para todos los ensayos de ELISA la actividad inhibitoria de cada compuesto se
expresd como porcentaje de inhibicién de la unién Spike/ACE2 normalizada con los
controles, calculada como: {[1 - (A450-655 Muestra - A4s0-655 Blanco) / (A4s0-655 Control

negativo - A4s0-655 Blanco)] x 100}.

3.2.3. Ensayo celular de inhibicién de la interaccion RBD/ACE2

Este ensayo fue disefiado y puesto a punto por investigadores del laboratorio de
Inmunovirologia y del Programa de Tecnologia Molecular, Celular y Animal del
Institut Pasteur de Montevideo para la busqueda de péptidos y anticuerpos con
actividad inhibitoria de la interacciéon RBD/ACE2 y luego se adapté para compuestos
quimicos. Para el ensayo se utilizé RBD-Streptag recombinante producido en
células de insecto S2 por el laboratorio de Inmunovirologia del Institut Pasteur de
Montevideo. También se utilizaron células HEK293 que sobreexpresan en su
superficie ACE2 humana (HEK293T-hACE2) (NR-52511, BEI Resources).
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En este ensayo se probaron aquellos compuestos que habian presentado actividad
en el ELISA.

Dos dias previos a iniciar el ensayo, se descongelaron y cultivaron las células en
medio DMEM (Gibco) suplementado con suero fetal bovino al 10% v/v (Gibco) a
37°C en una atmésfera de CO2al 5%. En una placa de 96 pocillos con fondo cénico,
se agrego a cada pocillo 5 yL de RBD-Strep-tag a 1 ng/pL (34,4 nM) y 5 pL de una
soluciéon 1 mM/ 10% v/iv DMSO del compuesto de interés. Se completdé hasta un
volumen final de 50 uyL mediante agregado de buffer de ensayo (PBS 1X
conteniendo BSA 1% p/v y EDTA 2 mM). Se agregaron los siguientes controles:
como control de inhibicién, 25 uL de suero de raton anti-RBD diluido 1/250 + 5 pL a
1 ng/pL de RBD-Streptag. Como control de no inhibicién: 5 yL a 1 ng/uL RBD-Strep-
tag + 10% v/v de DMSO. Para cada compuesto se realizaron controles de
interferencia, en donde se agregaron a los pocillos solamente 5 pL de los
compuestos a 1 mM. A todos los pocillos se los llevé a un volumen final de 50 uL
con buffer de ensayo. Para los pocillos del blanco se anadieron 50 uL de buffer de
ensayo. Cada muestra y control se ensayo6 por duplicado. Las placas se incubaron
durante 1h a 37°C, al cabo de lo cual se agregaron por pocillo 50 yL de una
suspensidn de 2x10° células HEK293T-hACE2 (100.000 células/pocillo) y se incubd
durante 1h en hielo. Luego de la incubacion las células se lavaron 3 veces con 150
ML de buffer de ensayo, pipeteando para levantar el pellet y centrifugando la placa a
4°C y 400 g por 2 minutos. Se retird el sobrenadante por inversion de la placa y a
todos los pocillos, excepto al del blanco (control de unién inespecifica del fluoréforo),
se les coloco 30 uL de una dilucion 1/400 de Strep-Tactin-Dye649 (#16461475, IBA
Lifesciences) en buffer de ensayo. Se incubd la placa por 30 minutos a TA. A
continuacion, se realizaron 5 ciclos de lavado-centrifugacion con 150 uL de buffer de
ensayo, descartando el sobrenadante en cada uno de ellos. Por ultimo, las células
se resuspendieron en buffer de ensayo y se adquirieron en el citdmetro Accuri C6
(BD Biosciences). Los resultados se analizaron a partir de graficos dot plots y de
histogramas utilizando el BD Accuri™ C6 Plus Software. La actividad inhibitoria de
cada compuesto expresada como porcentaje de inhibicién de la union Spike/ACE2
normalizada a los controles, se calculd en base a la intensidad de fluorescencia
media (IFM): {[(IFM Muestra - IFM células sin RBD) / (IFM células con RBD - IFM
Células sin RBD)] x 1003}.
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Figura 3.3. Esquema del ensayo celular de inhibicion de la interaccion RBD/ACE2. EI RBD-Strep-tag se une a
ACE2 sobreexpresada en células HEK293. Luego se une a este el Strep-Tactin-Dye. El fluoréforo excitado por el
laser del citémetro emite fluorescencia que es captada por los detectores del citdbmetro. La intensidad de
fluorescencia media disminuye proporcionalmente al nivel de inhibicion de la interaccion RBD/ACE2 mediada por
el anticuerpo control (control positivo de inhibicién) o el inhibidor.

3.3. Etapa 3 - Determinacion de la citotoxicidad de los hits

Para aquellos compuestos seleccionados en base a los ensayos de ELISA y celular,
se determind su citotoxicidad frente a la linea celular de pulmén humano A549
(CCL-185, ATCC) y la linea celular de colon humano HT-29 (HTB-38, ATCC). Se
utilizé el reactivo de proliferacion celular WST-1 (#11644807001, Roche). La sal de
tetrazolio es reducida a formazan por deshidrogenasas mitocondriales por lo que la
cantidad de formazan formado es directamente proporcional a la actividad
metabdlica de las células y por lo tanto a su viabilidad. Las células se cultivaron en
medio DMEM (Gibco) suplementado con suero fetal bovino al 10% v/v (Gibco) a
37°C en una atmésfera de CO2 al 5%. Para evaluar la viabilidad celular, se
sembraron 100 yL de una suspension celular (2x10* células/uL) en una placa de
cultivo celular de 96 pocillos y se incubaron durante 24 h a 37°C y una atmédsfera de

aire con 5% de COz. A continuacion, se anadieron 100 yL/pocillo de los compuestos
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disueltos en medio de cultivo a 100 uM/ 0,5-1% v/v DMSO por triplicado. Se anadié
como control negativo 100 pL/pocillo de células no tratadas, y como control de
muerte celular, las células fueron tratadas con Triton X-100 al 0,1% v/v, mientras
que células tratadas con DMSO al 0,5-1% v/v fueron incluidas como control de
citotoxicidad del vehiculo. La incubacién bajo estas condiciones se realizé por 24 h.
Luego de ello se anadieron 100 uL/pocillo de WST-1 diluido 1/10 en medio de cultivo
y la incubacién se extendioé por 1 h. La absorbancia se midié a 450 y 620 nm en el
equipo Multiskan™ (Thermo Scientific). Se consideré la relacion de ambas
absorbancias para calcular la viabilidad. La citotoxicidad de cada compuesto se
expresd como porcentaje de viabilidad celular normalizada con controles: (A4s0-620
Muestra - A4s0-620 Blanco) / (A4s0-620 Control vehiculo (DMSO al 0.5-1% v/v) - A4s0-620
Blanco) x 100}.

Para aquellos compuestos para los que la viabilidad celular fue < 50% a 100 yM, se
procedié a determinar la CCso realizando el mismo procedimiento, pero anadiendo
diferentes concentraciones del compuesto para realizar una curva de viabilidad de al
menos 6 puntos. Los valores de CCso se calcularon utilizando GraphPad Prism
(Version 6.0) a partir del ajuste de datos a una funcién sigmoide de cuatro

parametros.

3.4. Etapa 4 - Evaluacion de la actividad antiviral

La actividad contra el SARS-CoV-2 (cepa Wuhan) se evalué mediante ensayo de
infeccidn de células Vero en el laboratorio de nivel de bioseguridad 3 y por el grupo
de la Screening Discovery Platform del Institut Pasteur de Corea (168). Se
emplearon dos protocolos diferentes que solo variaron en un paso inicial: pre-

incubacion o no de los compuestos con las particulas virales.
Protocolo A:

Las células Vero (ATCC CCL-81) se cultivaron en medio DMEM (Welgene)
complementado con suero fetal bovino al 10% v/v (Gibco) y solucién de antibidtico-
antimicotico 1X (Gibco) a 37 °C y una atmosfera de aire con 5% CO2. Para el

ensayo se sembraron 1,2x10* células en placas uClear negras de 384 pocillos
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(Greiner Bio-One) 24 h antes del experimento. Para la curva dosis-respuesta de
cada compuesto y controles se generaron diez puntos con concentraciones entre
0,1-50 uyM. Como compuestos de referencia se utilizaron: Cloroquina (#C6628,
Sigma), Remdesivir (#HY-104077, Med Chem Express) y Lopinavir (#51380, Selleck
Chem). También se incluyeron cuatro polipéptidos (P1, P2, P3 y P4) con actividad
neutralizante sobre Spike (su disefio y produccion se describe en (169)) a modo de
control, para los cuales se generaron diez puntos con concentraciones entre 0,1-50
MM para P1, P2 y P3 y entre 0,02-10 uM para P4. A cada pocillo conteniendo células
se agregd de manera secuencial cada compuesto o farmaco de
referencia/polipéptido a wuna concentracion dada y el virus SARS-CoV-2
(BCoV/KOR/KCDCO03/2020; MOI=0,0125). Como control positivo, se agregd
solamente DMSO al 0,5% v/v y como control negativo virus con DMSO al 0,5% v/v.
Todas las condiciones fueron testeadas por duplicado. Luego de ello las placas se
incubaron durante 24 h a 37 °C y una atmésfera de aire con 5% CO2. Culminado
este tiempo las células se fijaron con PFA al 4% v/v (#50980495, Electron
Microscopy Sciences) y se sometieron a ensayo de inmunofluorescencia. Para ello
se utilizé un anticuerpo dirigido contra la proteina de nucleocapside (N) del SARS-
CoV-2 (Sino Biological Inc.) y un anticuerpo secundario anti-conejo 1gG (H+L) de
cabra Alexa Fluor 488 (Molecular Probes). El nucleo celular se tifid con Hoechst
33342 (#H3570, Molecular Probes). Se utilizd un equipo Operetta CLS
(PerkinElmer) para tomar las imagenes de microscopia de fluorescencia y se
cuantific6 el numero de células y la tasa de infeccidon usando el software
ColumbusTM (PerkinElmer). La actividad antiviral se normalizd utilizando los
correspondientes controles (células infectadas y tratadas con vehiculo: 100%
infeccion, y células tratadas con vehiculo, pero no infectadas: 0% infeccion). Los
valores de ICso y CCso se calcularon a partir del ajuste de datos a las ecuaciones

sigmoideas usando el software XLfit (Versién 5.5) o GraphPad Prism (Version 6.0).
Protocolo B:

Se realizé el mismo procedimiento descripto en el Protocolo A con la Unica
diferencia que el compuesto, farmaco de referencia o polipéptido fue pre-incubado
con SARS-CoV-2 durante 1h a 37°C, luego de lo cual esta mezcla se afiadi6 a las

células.
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Figura 3.4. Esquema del ensayo antiviral.

3.6. Tratamiento de datos

La calidad de cada ensayo fue controlada por el factor Z° y el porcentaje del
coeficiente de variacion (%CV). El factor Z" se define como 2’ =1 - [3 (op + O n) /
|[up - Mn]] (siendo p y o la media y la desviacién estandar, respectivamente, del
control positivo, p, y el control negativo, n). El ensayo se considera aceptable si Z =
0.5 (170) .

Para realizar graficos y para el calculo de promedios, desviaciones estandar,
coeficiente de variacién y demas operaciones se utilizé el GraphPad Prism (Versién
6.0).
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CAPITULO 4 — RESULTADOS Y
DISCUSION



Este capitulo abordara inicialmente la presentacién y analisis de los resultados
generales obtenidos en cada ensayo. Posteriormente, se procedera a discutir con
mayor profundidad los resultados mas relevantes agrupados por familia quimica
para facilitar el analisis de REA.

Como se menciond en el capitulo anterior, la actividad antiviral de varios de los
compuestos estudiados en este proyecto fue determinada como parte de la
campafna de identificacidn de inhibidores de las proteasas de SARS-CoV-2. Por lo
tanto, con el propdsito de enriquecer la discusion de los resultados, cuando se
considere pertinente, se incorporaran a la misma datos de actividad antiviral de
compuestos relacionados a hits de Spike/ACE2 que, sin embargo, no fueron activos

contra estos blancos moleculares.

4.1. Seleccion in silico de candidatos

Al inicio de este proyecto, las quimiotecas nacionales que teniamos a disposicion se
componian de un total de 2244 moléculas. Realizar el cribado experimental de ese
numero de compuestos hubiese resultado inviable desde el punto de vista técnico y
economico. Técnicamente, no disponemos a nivel nacional de sistemas
automatizados que faciliten la manipulacién a pequefa escala y con alto rendimiento
de un gran numero de muestras. Econémicamente, el costo de realizar dichos
ensayos con kits comerciales habria sido significativo, estimandose en
aproximadamente 37.125 a 43.875 US$, dependiendo de la marca de los kits que
hemos empleado, considerando el analisis de solo una réplica experimental y los

controles sugeridos por las empresas.

De alguna forma, esta situacion nos obligé a aplicar criterios de seleccion de un
numero acotado de moléculas de interés que serian luego evaluadas
experimentalmente. Las opciones que se nos presentaban eran las siguientes: 1)
preparar una quimioteca basada en blanco molecular (target-focused library)
mediante una seleccion racional de moléculas nutrida por datos empiricos (y
publicados) de analogos con potencial para inhibir la interaccion Spike/ACE2, 2)
preparar una quimioteca compuesta por “chasis” (scaffolds) quimicos

representativos de la diversidad quimica presente en las quimiotecas sin tener en
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cuenta si los mismos guardaban o no relacion estructural con moléculas con
capacidad de inhibir a Spike/ACE2, y 3) preparar una coleccion aleatoria de
compuestos. Las primeras dos aproximaciones tienen un componente racional, no

asi la tercera de ellas.

Si bien la segunda estrategia nos hubiese permitido explorar un espacio quimico
mas amplio y potencialmente novedoso, estimamos que la chance de encontrar hits
se veria comprometida. En contraposicion, las posibilidades de encontrar hits serian
mayores si se aplicara la primera aproximacion, ya que en esta la busqueda se
nutre de informacion prexistente sobre la actividad de moléculas analogas. Por otro
lado, si esta estrategia no diera lugar a la identificacion de hits en nuestra
quimioteca, la informacién obtenida aun seria valiosa ya que permitiria contrastar
nuestros resultados con los de otros grupos de investigacion. De hecho, las
quimiotecas basadas en blanco molecular son generadas bajo la premisa que
permiten cribar un menor numero de compuestos para identificar hits y los grupos
de estos ultimos exhiben REA bien discernibles que facilitan los estudios posteriores
de caracterizacion y optimizacién (171). Teniendo en cuenta todo esto, es que se
optd por aplicar la estrategia empirica de seleccion de compuestos para el armado

de la quimioteca de cribado.

Con ese fin, en primer lugar, se realizé una busqueda bibliografica exhaustiva de
trabajos que reportaran la identidad de moléculas pequefias capaces, o con el
potencial de, inhibir la interaccion Spike/ACE2. El sesgo hacia moléculas de bajo
PM estuvo justificado por dos razones: por un lado, para incrementar la posibilidad
de identificar moléculas con caracteristicas tipo-farmaco, y por otro lado porque
nuestras quimiotecas estan conformadas por compuestos de sintesis organica y de
bajo peso molecular. Varios de estos compuestos fueron disefiados para actuar
sobre blancos moleculares convencionales y no PPIls. Las mismas contenian

algunos pocos péptidos o péptidomiméticos.

Hasta marzo-abril de 2021, se habian identificado 116 moléculas con potencial de
inhibir la interaccién Spike/ACE2. La mayoria de estas moléculas fueron propuestas
como tales a partir de estudios in silico. Unicamente 24 de ellas habian sido
evaluadas in vitro, de las cuales 17 fueron probadas contra la proteina Spike del

SARS-CoV-2 (Wuhan-Hu-1), mientras que las restantes 7 fueron testeadas contra la
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Spike del SARS-CoV, el cual, como se menciond previamente, comparte un 76% de

identidad de secuencia con el primero.

Se comenzd con una exploracion visual (método manual) en la base de datos de
nuestras quimiotecas en busqueda de analogos estructurales de las moléculas
identificadas en la literatura, seleccionando de esta manera 63 moléculas. Esta
busqueda se complementé con el uso del software Chemfinder (método
computacional). Utilizando la busqueda de candidatos por subestructura, se
evidencio la recurrente presencia del templado estructural en una significativa
cantidad de los compuestos. Por ejemplo, en la literatura se reportaba al
cinamaldehido y geraniol como potenciales inhibidores de la interaccion
Spike/ACE2, al tratarse de moléculas pequenas, su estructura fue identificada como
subestructuras de varios de los compuestos (43 y 67, respectivamente). Como
consecuencia, se obtuvo un extenso conjunto de moléculas identificadas mediante
este enfoque de busqueda, 111 moléculas, dos de ellas en comun con la busqueda
manual. En total fueron identificadas 172 moléculas de las quimiotecas nacionales,

muchas de ellas pertenecientes a la misma familia quimica.

Ademas, las estructuras tanto de los compuestos de nuestras quimiotecas como de
aquellos identificados en la literatura como posibles inhibidores in vitro de la
interaccion Spike/ACE2 fueron proporcionadas al Laboratorio de Investigacion y
Desarrollo de Bioactivos de la UNLP. Empleando fingerprint farmacoféricos de la
clase funcional, este grupo de quimica computacional logré identificar 4 compuestos

analogos a las moléculas reportadas.

A partir de estas busquedas, se procedio a seleccionar las moléculas identificadas, y
se afnadieron analogos estructurales pertenecientes a la misma familia quimica para
su posterior evaluacién experimental. Este proceso condujo a la eleccién de 209

compuestos pertenecientes a diversas familias quimicas (Figura 4.1).
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Figura 4.1. Se muestran los scaffolds representativos de las familias de compuestos probados en el primer
cribado. 1 y 2: Benzoisotiazolonas y precursores 3: Aminotiazoles y derivados 4 y 5: Arilidenonas 6
Hidrazinotiazoles y precursores 7: Derivados del acido cinamico 8, 9 y 10: Bis-heterociclos y precursores 11:
Carboranos 12: Furoxanos y Benzofuroxanos 13: Benzoimidazoles 14 y 15: Nitrofuranos 16: Alcaloides 17:
Glucésidos y precursores 18 y 20: Péptidos y cliclopéptidos 19: Quinolinas 21: Selenocarbazonas 22:
Benzodiazinas 23: Quinonas 24: Chalconas 25: Pirazoles 26: Cumarinas




Por lo general, los inhibidores de PPls se caracterizan por ser moléculas
voluminosas, complejas, rigidas, con elevados pesos moleculares y grupos
hidrofébicos (172). Durante el proceso de cribado, los resultados sefialaron que la
mayoria de los compuestos con actividad inhibitoria exhibian varias de estas
caracteristicas. Con base en esta informacion, se procedio a la seleccion de nuevos
compuestos de la quimioteca que compartieran caracteristicas similares para su

posterior evaluacion.

También se consideraron las caracteristicas de la interaccion Spike/ACE2. Como se
menciond en la introduccion, en la interfaz de estas proteinas hay varios sitios
drogables, algunos de naturaleza hidrofilica 0 moderadamente hidrofilica, que son
propicios para la union de compuestos con residuos polares. Ademas, la Spike
presenta una hendidura hidrofébica la cual es un hot spot para compuestos que

contienen anillos aromaticos (173).

Asi mismo, a medida que se actualizaba la bibliografia, se fueron incorporando
nuevos compuestos. Por ejemplo, aunque se sabia que el RBD presentaba 4
enlaces disulfuro, su funciéon y estabilidad eran desconocidos. En un trabajo
publicado en 2022 se indica que dos de estos enlaces disulfuros, C379-C432 y
C391-C525, son semiestables y susceptibles a la reduccion, la cual desencadena
cambios conformacionales importantes en la proteina que impiden su unién a ACE2
(174). Si bien estas cisteinas no estan involucradas en la interaccién con el receptor,
actuan como un sitio alostérico y desestabilizar alguno de estos enlaces resulta en
una buena estrategia para modular dicha interaccién. Basandonos en esta

publicacion incorporamos compuestos con tioles libres.

En base a esto, posteriormente, y con la intencién de identificar inhibidores mas
potentes y realizar analisis de REA, también se ensayaron 57 moléculas analogas a

los compuestos identificados como activos en la primera ronda de tamizaje.

En resumen, se seleccionaron y evaluaron contra Spike/ACE2 un total de 266
compuestos, cuyas estructuras se detallan en la Tabla A2 en Anexos junto con sus

respectivos resultados.

Para su analisis los compuestos se agruparon segun su diversidad quimica en 21

familias quimicas como se muestra en la Figura 4.2.
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Total=266

@ 1° campana de cribado @ 2° campaiia de cribado

Benzisotiazolonas y precursores (31) @ @
Furoxanos y Benzofuroxanos (31) @
Arilidenonas (24) @ @

Miscelaneos (20) @ @

Quinonas (19) @

Bis-heterociclos y precursores (16) @ @
Aminotiazoles y derivados (15) @ @
Hidrazinotiazoles y precursores (13) @ @
Derivados del &cido cinamico (12) @
Benzoimidazoles (11) @

Glucoésidos y precursores(11) @ @
Pirazoles (10) @

Benzodiazinas (9) @ @

Nitrofuranos (8) @

Carboranos (7) @ @

Alcaloides (6) @ @

Péptidos y Ciclopéptidos (6) @ @
Quinolinas (5) @ @

Cumarinas (4) @

Selenocarbazonas (4) @

Chalconas (4) @ @

Figura 4.2. Grafico de Torta que muestra el niumero de compuestos evaluados clasificados por familia quimica.
En total, se ensayaron 266 compuestos, pertenecientes a 21 familias quimicas. De estos, 209 compuestos de 21
familias quimicas fueron estudiados en la primera campafia de cribado (circulos azules), mientras que 57
compuestos de 13 familias quimicas fueron analizados en la segunda campana de cribado (circulos verdes).

67



4.2 Cribado experimental en busca de actividad inhibitoria contra Spike/ACE2

4.2.1 Actividad Inhibitoria de la interaccion Spike/ACE2 evaluada por ELISA

Para el cribado primario de los compuestos candidatos se empled un kit comercial
de ELISA de la empresa EpigenTek (EG) que permitié detectar la interaccion Spike-
ACE2. Este ensayo emplea la subunidad S1 completa de unién al receptor de la
proteina Spike de SARS-CoV-2. Como se menciond anteriormente (seccion 1.5.1),
esta subunidad consta de un total de 671 aas que abarcan al RBD (aas 319 a 541), y
las secuencias que lo flanquean: dominio N-terminal (aas 14 a 305), regién
intermedia | (region entre S1 y S2) y motivo de corte de las subunidades 1y 2 (aas
545 a 685). Si bien el RBD se destaca por su rol en la interaccion con ACE2, las
regiones lindantes tendrian funciones complementarias de estabilizacién a través de
multiples interacciones intra- o inter-subunidad asi como en la dinamica
conformacional de la proteina. Por lo tanto, consideramos a dichas regiones como

spots alostéricos de interés para la identificacién de ligandos desestabilizadores.

De manera complementaria, se decidi6 emplear un segundo kit de ELISA de la
empresa Adipogen (AG) que, a diferencia del anterior, se compone del dominio RBD
de la Spike. Por lo tanto, un “contra-cribado” con este ensayo podria identificar
compuestos dirigidos especificamente contra este dominio de la proteina viral. Vale
la pena destacar que, de acuerdo con lo indicado por los proveedores, la subunidad
1 y el RBD de la proteina Spike de cada kit pertenecen a la cepa Wuhan-Hu-1 de

SARS-CoV-2 y fueron producidas de manera recombinante en células de mamifero.

Como se discutira mas adelante, el kit de EG presentd ciertos problemas de
reproducibilidad por lo que el empleo del ensayo de AG serviria en parte para

complementar algunos de los resultados obtenidos con el primero.

A modo de recuerdo se consideran hits aquellos compuestos con actividad
inhibitoria > 50% a las concentraciones empleadas en cada ensayo: 100 y 50 yM
contra S1 y ACE2 respectivamente, en el ensayo de EG, y 20 yM contra RBD y
ACE2 en el ensayo de AG.
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Cribado con Kit comercial de EpigenTek (EG)

Con el kit de ELISA de EG se evaluaron un total de 209 compuestos
correspondientes a 20 familias y un subgrupo de varios singletes. Cuarenta y cuatro
de estos presentaron un porcentaje de inhibicion mayor al 50% a 100 o 50 pM.
Estos hits pertenecen a 17 familias diferentes, lo cual remarca una gran diversidad

quimica para los compuestos activos (Figura 4.3.).

150~ ™ Benzoisotiazolonas y derivados MM Derivados del acido cinamico B Nitrofuranos B8 Pirazoles Miscelaneos
Aminotiazoles y derivados Bl Bis-heterociclos y precursores Bl Alcaloides Cumarinas

B Arilidenonas B Carboranos Glucésidos Quinolinas

B Hidrazinotiazoles y precursores ™8 Furoxanos y Benzofuroxanos Quinonas WM Benzodiazinas

100

50/

% Inhibicion Spike S1/ACE2

Figura 4.3. Compuestos inhibidores de la interaccion S1/ACE2 en el ensayo de ELISA con el kit comercial de
EpigenTek. Los compuestos se agrupan y colorean de acuerdo a la familia quimica a la que pertenezcan.
Aquellos compuestos que se evaluaron a una concentracion < 100 uM por su baja solubilidad se indican con un

*. A excepcion del compuesto 47, el cual fue evaluado a 5 uM, los demas compuestos con * fueron evaluados a
50 uM.

La tasa de identificacion de hits para esta primera ronda de cribado fue del 20,2 %,
un porcentaje considerable y aparentemente alto en comparacion a los que
normalmente se obtienen en campafas de cribado convencionales, vy
particularmente para aquellas que tienen por blanco molecular a las PPls. Por
ejemplo, en la bibliografia para ensayos de high-throughput screening dirigidos
contra PPls que emplean quimiotecas de miles de compuestos, se reportan tasas de
éxito mucho mas bajas, entre 0,6-4% y aun mas bajas (0,02-0,7%) luego de la
confirmacion por otra/s metodologials.

Sin embargo, la tasa de positividad obtenida en nuestra campafa no deberia
sorprender si tenemos en cuenta que los compuestos que hemos tamizado fueron
seleccionados por su similitud con moléculas inhibidoras de Spike/ACE2 o bien
predichas in silico como tales. En general, los cribados realizados sobre quimiotecas
basadas en blanco molecular (target-focused) presentan tasas de identificacion de
hits significativamente superiores a las obtenidas sobre quimiotecas aleatorias
(171). Por ejemplo, y salvando las diferencias de blancos moleculares, pero

habiendo aplicado una estrategia similar a la aqui descripta (target-focused library),
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nuestra campafa de cribado sobre la MP® de SARS-CoV-2 tuvo una tasa de hit
similar, 29% (175) a la obtenida contra Spike/ACE2 en esta primera ronda de

cribado.

Si bien los ensayos realizados con este kit cumplieron uno de los criterios de
validacion, ej. valor del factor Z" 2 0.5 (Tratamiento de datos, ver explicacion de este

parametro), para el 52% de las réplicas de muestras se observd una variabilidad
considerable intraensayo, mientras que, para el control interno de inhibicién,
observamos una gran variabilidad interensayo (Figura 4.4.). Esto en parte nos llevd

a considerar la realizacion de ensayos complementarios con kit de otro proveedor.

100+

50

% Inhibicion Spike S1/ACE2

T
Control Anticuerpo «-ACE2

Figura 4.4. Se grafican las réplicas del control interno de inhibicidn de la interaccion Spike/ACE2 (Ac. a-ACE2) de los
ensayos de ELISA realizados con el kit comercial de EpigenTek. Se puede ver gran variabilidad interensayo.
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Cribado con Kit comercial de Adipogen (AG)

Con este kit se evalud un total de 131 compuestos, de los cuales 57 eran nuevas
moléculas, siendo analogos a los compuestos ensayados en el primer cribado (2°
campana de cribado) y 74 a compuestos previamente evaluados con el kit de EG
donde 41 de ellos habian calificado como hits. En esta segunda ronda de cribado se
identifico un total de 12 compuestos hits pertenecientes a 7 familias quimicas
distintas (Gréfico 4.5.).

100= ™= Arilidenonas mm Carboranos Glucosidos Miscelaneos
mm Hidrazinotiazoles y precursores mmm Alcaloides Chalconas

40 =

% Inhibicion RBD/ACE2
3
1

1 1 1 1 |
52 53 70 82 113 171 179 182 184 185 232 263
*

Figura 4.5. Compuestos inhibidores de la interaccion RBD/ACE2 en el ensayo de ELISA con el kit comercial de
Adipogen. Los compuestos se agrupan y colorean de acuerdo a la familia quimica a la que pertenezcan. Todos

los compuestos fueron evaluados a 20 uM, excepto por el 53 (*), que fue ensayado a 10 uM por su baja
solubilidad.

Por lo tanto, la tasa total de hit obtenida empleando el kit AG fue del 9 % (12 hits de
131 compuestos), siendo de 8.7% la tasa de hit para los nuevos compuestos
probados (5 hits de 57 compuestos) y 9.5% la tasa de hit para los compuestos que
ya habian sido probados con el kit de EG (7 hits de 74 compuestos). Unicamente 5
(52, 53, 82, 171, 263) de los 41 compuestos que habian sido identificados como
activos con el kit de EG resultaron hits con el kit de AG (12%). A continuacion, se
comparan ambos métodos y se discuten algunas variables que explican estas

diferencias.
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Diferencias en los resultados de los cribados realizados con los kits de EG y
AG

Ambos kits de ELISA empleados en los cribados comparten un mismo sistema de
deteccion de la interacciéon Spike/ACE2 basada en la reaccidon colorimétrica
catalizada por la HRP conjugada a diferentes polipéptidos (anticuerpo o
estreptavidina). Sin embargo, aspectos diferenciales asociados a la naturaleza y
preparacion (sistemas de expresion, masa en microplaca) de algunos de sus
componentes, y/o a los protocolos de ensayo (ver resumen en Tabla 4.1) nos
impiden realizar comparaciones directas de los resultados obtenidos por ambos

ensayos.

Por ejemplo, para el kit de EG, la S1 de la proteina Spike viene pre-adsorbida a la
microplaca, en cambio el kit de AG provee el RBD de la Spike liofilizado, el cual hay

que reconstituir y adsorber.

Con respecto a ACE2 humana y a HRP, el kit de EG proporciona estas proteinas en
solucion concentrada, a diferencia del kit de AG que las brinda liofilizadas. Ademas,
el primer kit utiliza un anticuerpo a-His-tag conjugado a HRP que reconoce la cola
de histidina fusionada a ACE2, mientras que, en el kit de AG, HRP esta conjugada a

estreptavidina, la cual se une a ACE2 biotinilada.

Una distincion fundamental en los procedimientos de los ensayos es el proceso de
interaccion entre los compuestos y ACE2 y, segun el kit, la subunidad S1 o el RBD
de la Spike. En el kit de AG, los compuestos se ponen en contacto inicialmente con
ACE2 durante una pre-incubacion de 60 minutos. Posteriormente, esta solucion del
compuesto mas ACE2 es incorporada al pocillo que contiene el RBD adsorbido y se
incuba durante unos 60 minutos adicionales. En contraste, en el kit de EG, se pre-
incuba en el pocillo el compuesto con la subunidad S1 durante 15 minutos. Luego,
se anade ACE2 al mismo seguido de una incubacion adicional de 45 minutos. Por lo
tanto, en el primer caso se favorece la interaccion del compuesto con ACE2, no solo
porque interactia unicamente con esta proteina sino también por el tiempo de pre-
incubacion (1h). Para el kit de EG, en cambio, se favorece la interaccion con la

subunidad S1 de la Spike aunque el tiempo de incubacién es menor (15 min).
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Desafortunadamente, no disponemos de informacién sobre las molaridades de los
componentes del kit de EG, pero seguramente sean diferentes a los del kit de AG ya
que provienen de empresas distintas. Esto nos impide estimar el exceso en el cual
se encontraban los compuestos con respecto a los blancos moleculares para el kit
de EG, para asi realizar comparaciones con el kit de AG, en el cual se adsorben 17

nM de RBD a la placa y luego se agrega ACE2 a 2 nM.

Un aspecto cuantitativo importante, es que el protocolo del kit de AG especificaba
que la concentracién de DMSO, utilizado como solvente de los compuestos, no
podia exceder el 0,1% v/v. Esto nos obligd a reducir cinco veces la concentracion a
la cual incubamos los compuestos con Spike, respecto a la empleada en el ELISA
de EG (100 uM). Estas diferencias en concentracion final de compuesto entre un kit
y otro también se mantienen en gran medida en la incubacion que involucra a la

ACE2 (ej. 50 uM compuesto para el kit de EG y 20 yM compuesto para el kit de AG).

Pre-incubacion con S1 o RBD (Spike) Incubacién con Spike/ACE2
Conc. del compuesto / Tiempo de Conc. del compuesto / Tiempo de
incubacion incubacion
EpigenTek 100 pM en 0,5% v/iv DMSO / 15 min 50 uyM en 0,25% v/v DMSO / 45 min
Adipogen 20 yM en 0,1% vivDMSO /1 h 20 yM en 0,1% vivDMSO /1 h

Tabla 4.1. Tabla comparativa de las concentraciones y tiempos de incubacion de los compuestos con las
proteinas de ambos ELISAs.

En la figura 4.6. se grafica el porcentaje de inhibicidon de la interaccién Spike/ACE2
obtenido para los 41 compuestos que habian presentado actividad inhibitoria en el
ELISA de EG y que fueron evaluados nuevamente con el ELISA de AG. Los
porcentajes de inhibicion son mucho mas altos con el ensayo de EG; algunos
compuestos presentan una actividad inhibitoria cercana al 100%, mientras que, en

el ensayo de AG, solo dos compuestos superan el 60% de inhibicion.
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Figura 4.6. Comparacion del porcentaje de inhibicion obtenido con el kit de EG (barra izquierda) y con el kit de
AG (barra derecha) para los 41 compuestos que resultaron hits en el ELISA de EG.

Salvando las diferencias entre ambos kits/protocolos descritos arriba, y asumiendo
que la cantidad de Spike (S1 o RBD) absorbida a la microplaca es similar entre
ambos Kkits, es probable que la mayor actividad inhibitoria obtenida con el kit de EG
se deba a la mayor relacion compuesto/Spike de este ultimo ensayo respecto del de
AG. A esto puede sumarse que, a diferencia del kit de AG (el cual contiene al RBD
de Spike), el kit de EG emplea a la subunidad S1 de Spike (485 aas), la cual,
ademas del RBD (222 aas), proporciona otros potenciales sitios de unién para los
compuestos como ser el extremo N-terminal y la regién intermedia | (regién entre S1
y S2) de esta proteina. Ambos subdominios de la Spike no cuentan con
aminoacidos implicados directamente en la interacciéon con ACE2, pero poseen un
rol alostérico al modular los cambios conformacionales necesarios para que esta
interaccion ocurra (ver seccidén 1.5.1). Por lo tanto, es razonable especular que los
hits identificados con el kit de EG podrian estar afectando la union Spike/ACE2
mediante mecanismos directos e indirectos. Esto también nos conduce a proponer
que este pudiera ser otro de los factores que contribuyé a la mayor tasa de hits y a
los valores de inhibicidon mas altos observados en la primera ronda de cribado con el
kit de EG en comparacién con el kit de AG. Un aspecto crucial que también puede
explicar la variabilidad entre ambos ensayos es el blanco molecular, ya sea Spike o
ACE2, del compuesto evaluado. Por ejemplo, si la diana molecular de cierto
compuesto fuera Spike, el kit de EG favoreceria la interaccion con esta proteina
debido a la pre-incubacion de ambos. En cambio, con el kit de AG se facilitaria la
interaccion con ACE2 ya que antes de entrar en contacto con el RBD, el compuesto
es pre-incubado con la primera. Esto resalta la importancia de considerar
cuidadosamente el disefio experimental y los protocolos de ensayo al interpretar los

resultados.
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4.2.2 Evaluacion de la inhibicion de la interaccion RBD/ACE2 mediante ensayo
celular

Con el fin de avanzar en la caracterizacion de los potenciales hits identificados en la
campana de cribado, una seleccion de ellos fue estudiada en un ensayo basado en
células HEK293 que sobreexpresan ACE2 humana en su superficie y son expuestas
a la forma recombinante de un RBD etiquetado con un strep-tag (péptido de biotina),
el cual se detecta con estreptavidina (Strep-Tactin) conjugada a un fluoréforo
(Ensayo celular, Figura 3.3.). Para evitar una rapida internalizacion del complejo
RBD/ACE2, lo cual comprometeria la deteccién de la interaccion, este paso de
incubacion se realiza en frio (4°C aprox.) y por poco tiempo (1 h). En comparacion a
los ensayos bioquimicos empleados durante el cribado, el componente bioldgico de
este ensayo, marcado por la eventual interacciéon de los compuestos con la célula
(ej. absorcion, metabolizacidn, interaccidén con otros blancos moleculares), ofrece un
entorno mas fisiolégico para explorar el potencial de los hits. Desde el punto de vista
farmacoldégico, una de las propiedades deseables para un farmaco dirigido a impedir
la invasién de SARS-CoV-2 a la célula mediante el bloqueo de la interaccién
Spike/ACE2 es que éste posea una permeabilidad reducida. Esto permitiria que el
equilibrio de concentracion entre el compartimento intra- y extra-celular esté
desplazado hacia este ultimo espacio y, por lo tanto, que el compuesto tenga
mayores chances de encuentros moleculares con su diana. Generalmente, los
compuestos voluminosos con grupos funcionales polares o cargados suelen tener
mas dificultades para atravesar membranas bioldgicas, mientras que moléculas de

bajo PM vy lipofilicas penetran membranas con mayor facilidad.

Estos estudios en células fueron realizados para un total de 30 compuestos que
mostraron actividad, por ambos kits de ELISA, lo cual sugeriria un blanco molecular
compartido (RBD o ACE2), asi como algunos que mostraron actividad en solo uno
de los ensayos de ELISA. Se seleccionaron compuestos representativos de diversas
familias quimicas, incluyendo benzotiazolonas, aminotiazoles, bis-heterociclos,
quinonas y cumarinas, muchos de los cuales mostraron actividad en el ELISA de

EG, pero no en el de AG.

En primer lugar, se analizaron diferentes concentraciones iniciales de RBD (0,25 a 1
ng/uL) para estimar la sensibilidad y funcionalidad del sistema reportero. Los

resultados mostraron una clara correlaciéon positiva entre intensidad de sefial y
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concentracion de ligando (RBD, Figura 4.7). En funcion de estos resultados se opto
por seleccionar la concentracion de 1 ng/uL equivalente a 34.4 nM, dado que, a esta
concentracion inicial de RBD, la sefial de intensidad media de fluorescencia no se

superpone con la sefial del control de unién inespecifico de la estreptactina con las

células.
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Figura 4.7. Ensayo celular con RBD y células HEK293 que sobreexpresan ACE2 en su superficie por citometria
de flujo. Se grafican el numero de eventos (Count) sobre la intensidad media de fluorescencia (FL4-A). Se
pueden observar los histogramas para las diferentes concentraciones de RBD evaluadas. El histograma azul
corresponde a las células incubadas con estreptactina sin RBD, el cual define a la poblacion de células no
unidas al RBD.

Los compuestos fueron evaluados a una concentracion fija determinada por su
solubilidad en 0,5 a 1% v/v de DMSO con valores que fueron de 5-100 uM. El primer
paso consistié en incubar los compuestos durante 1h a 37°C con el RBD a 3,44 nM
(dilucidon del RBD 1/10). Luego esta mezcla se agregd a las células que expresan
ACE2 y la incubacion se extendié por 1 hora en frio (0°C). Bajo estas condiciones
de ensayo, los compuestos se encontraban en un exceso molar respecto de su
potencial blanco molecular viral. No fue posible estimar la relacion compuesto/ACE2
dado que no se conoce la concentracion de ACE2 expresada por las células. No
obstante, teniendo en cuenta los ensayos de titulacién realizados con RBD (Figura
4.7) puede inferirse que la misma es = 17.2 nM y que por lo tanto los compuestos

también estarian en un exceso molar respecto al receptor celular.

De los 30 compuestos evaluados, solo 4 fueron capaces de inhibir la interaccién
RBD/ACE2 en mas de un 50% (Figura 4.8). De los cinco compuestos previamente
identificados como activos en ambos ELISA, dos de ellos (compuestos 52 y 53)

presentaron una actividad inhibitoria > 50% en este ensayo celular. Los compuestos
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82 y 171 exhibieron porcentajes de inhibiciéon entre 40-50%, mientras que el
compuesto 263 mostré una actividad inhibitoria muy baja (14.4%) en estas
condiciones. Por otro lado, de los 27 compuestos identificados como hits en el
ELISA de EG, ademas de los compuestos 52 y 53, solo los compuestos 116 y 183,

presentaron porcentajes de inhibicidon superiores al 50%.

En cuanto a los 12 compuestos activos identificados con el kit de AG, 7 fueron
evaluados en este ensayo. Como se menciondé anteriormente, los compuestos 52 y
53 inhibieron la interaccion en mas de un 50% mientras que 2 de ellos (82 y 171)

mostraron porcentajes de inhibicion entre 40-50%.

En base a esta informacion la tasa de hits de este ensayo para los compuestos
identificados como activos por el kit de EG, de AG o ambos es del 14.8% (4 de 27),
28.6% (2de 7) y 40% (2 de 5), respectivamente.
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Figura 4.8. Ensayo celular para evaluar la interaccion RBD/ACE2. 30 compuestos identificados como hits con el
ELISA de EG (I), de AG (ll), o ambos (I/ll). Se agrupan y colorean por familia quimica a la que pertenecen. Los
compuestos fueron evaluados a 100 pM, 50 uM (*) o 5 uyM (compuesto 47). Solo 4 de los compuestos
presentaron actividad inhibitoria > 50%.

En su conjunto, estos resultados fueron considerados promisorios teniendo en
cuenta la complejidad del ensayo ya que permitié confirmar la actividad inhibitoria de
varias moléculas candidatas.
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4.3 Determinacion de la citotoxicidad de los hits

Para continuar con la caracterizacion de los compuestos que presentaron actividad
en los ensayos de ELISA, se evalu6 su citotoxicidad sobre tipos celulares derivados
de tejidos humanos que son blanco de infeccion por el virus: epitelio pulmonar (linea
celular A549) y enterocitos (linea celular HT-29). Ademas de la informacién que este
analisis brindaria sobre cierta actividad off-target e indeseada de los hits sobre las
células huésped, su ejecucion era considerada de relevancia para determinar cuales
de ellos estarian en condiciones de ser sometidos a estudios de actividad antiviral

por nuestros colegas del Institut Pasteur Korea.

Los ensayos de citotoxicidad se realizaron empleando el reactivo WST-1, una sal de
formazan estabilizada. Este compuesto es metabolizado por las células en un
proceso de biorreduccién catalizado por deshidrogenasas (principalmente
mitocondriales) y reductasas. Por lo tanto, el desarrollo de color es proporcional al
numero y viabilidad celular. Para cada ensayo, todos los pocillos de las placas de
cultivo fueron inspeccionados al microscopio antes de agregar el WST-1 con el fin
de observar la citomorfologia y posible insolubilidad de algunos compuestos para
luego correlacionar estas observaciones con el resultado de viabilidad. Los hits
fueron ensayados a una concentracion inicial de 100 uM o, en el caso que a ésta se

detectara la presencia de cristales, de 50 yM.

Para aquellos compuestos que a esta ultima concentracion redujeran la viabilidad
celular mas de un 50%, se realizé una curva concentracién-respuesta para

determinar su CCso.
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4.3.1 Evaluacion de la citotoxicidad de los compuestos sobre células A549

Se evaluaron 26 compuestos en esta linea celular, de los cuales solamente 3

presentaron una CCso menor a 100 yM. Estos fueron el 113, 171 y 179.

B Benzoisotiazolonas y derivados MM Hidrazinotiazoles y precursores HE Alcaloides Cumarinas
Aminotiazoles y derivados mm Bis-heterociclos y precursores Glucésidos Chalcones
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Figura 4.9. Citotoxicidad contra células A549 de seleccion de compuestos hits. Los compuestos fueron
ensayados a una concentracion de 100 uM, excepto por el 181 y 183 (*) que fueron evaluados a 50 uM debido a
su insolubilidad a 100 pM.

El compuesto 113, un carborano, presentd una CCso de 60 pM. Por su parte, el
compuesto 171, conocido como vocamina, es un alcaloide bis-inddlico extraido de la
planta Peschiera fuchsiaefolia, con un CCso de 27,2 yM. Por ultimo, el compuesto
179, un bimano que representa un precursor comun a varios de los glucésidos
estudiados también resulté citotdxico, CCso de 38,8 uM. Los demas integrantes de
esta familia, compuestos mas grandes y complejos, cuyos tioles estan oxidados, no
presentaron citotoxicidad, aunque algunos de ellos tuvieron que ser evaluados a 50
MM ya que se observaron cristales amorfos al microscopio al estar disueltos a una
concentracion de 100 uM en medio de cultivo completo con 0,5% v/iv DMSO. Cabe
mencionar que lamentablemente no pudimos continuar con la caracterizacion de
esta familia de compuestos debido a la falta de disponibilidad de material sélido por

parte del laboratorio proveedor 2.

2 La linea de investigacion asociada a estos compuestos habia sido discontinuada por el laboratorio

de origen al momento de solicitar la reposiciéon de los mismos.
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Figura 4.10. Se muestra la estructura de los compuestos 113, 171 y 179, los cuales presentaron CCso < 100 uM.

4.2.2 Evaluacion de la citotoxicidad de los compuestos sobre células HT-29

Se evaluaron un total de 19 hits contra enterocitos humanos. A excepcién del 171,
que también resulto citotdxico contra estas células, ninguno de los demas mostro
citotoxicidad a 100 puM.
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Figura 4.11. Citotoxicidad contra células HT-29 de seleccidon de compuestos hits. Los compuestos fueron
ensayados a una concentracion de 100 yM.
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4.3 Actividad antiviral y citotoxicidad sobre células Vero

El ensayo de actividad antiviral fue realizado por personal de la Screening Discovey
Platform del Institut Pasteur Korea. Este ensayo emplea SARS-CoV-2 (Wuhan-Hu-
1) y células de epitelio renal de mono verde las cuales son permisivas a la infeccion
por este virus ya que expresan ACE2 en su membrana celular. Ademas, las mismas
son deficientes en INF | y II, requeridos para la respuesta antiviral celular, lo que las
hace mas susceptibles a la infeccion y replicacion del virus

(https://www.atcc.org/products/ccl-81).

Los compuestos de interés fueron evaluados bajo dos condiciones metodoldgicas
ligeramente diferentes. En la primera de ellas, método A, los compuestos y virus
infectivos no son pre-incubados sino que son agregados simultaneamente a las
células. En el método B, los compuestos son incubados con los virus infectivos
durante 1 hora a 37°C, previo al agregado de esta mezcla a las células (Ensayo

antiviral).

El método A es comiunmente usado para el cribado de compuestos quimicos que
interfieran con la replicaciéon viral, independientemente si los mismos actuan sobre
blancos moleculares del patégeno o la célula huésped (175-177). Estas condiciones
de ensayo resultan exigentes para la deteccion de compuestos cuyo modo de
acciéon es interferir con la primera etapa del reconocimiento virus/célula ya que
existe una competencia simultanea entre el compuesto y el receptor celular libre por
la interaccion con la particula viral. EI método B es una adaptacion del anterior,
que, debido al paso inicial de pre-incubacion compuesto/virus, favoreceria la
identificacién de moléculas con actividad virucida (es decir que dafen directamente
al virus) y/o inhibidora de la invasion del virus a la célula. Si los compuestos
interfieren con la union Spike/ACE2 por interactuar especificamente con la proteina
viral, esta estrategia de pre-incubacién promoveria esta interaccion por sobre la

competencia con ACE2 por la union a Spike.

Un aspecto comun a ambos métodos es que, ademas de cuantificarse la replicacion
viral, se evalua el numero y viabilidad de las células tratadas e infectadas. Ambas

mediciones (carga viral y celular) se realizan a las 24 h pos-infeccion/tratamiento.
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Como se destaco anteriormente, es sumamente importante determinar si bajo las
condiciones de infeccion los compuestos de interés presentan o no actividad
citotoxica ya que esto permitiria confirmar o descartar, respectivamente, resultados
falsos positivos (ej. compuestos citotoxicos que destruyen el nicho biolégico donde

replica el virus).

Se seleccionaron para los estudios de actividad antiviral aquellos compuestos que
demostraron actividad en mas de un ensayo de cribado, asi como aquellos
representativos de familias donde varios integrantes resultaron activos en un solo
ensayo, como en el caso de las benzisotiazolonas. Se excluyeron aquellos
compuestos que mostraron citotoxicidad a 50 uM contra las lineas celulares de
epitelio pulmonar e intestinal humano. Es importante sefialar que algunos de los
compuestos evaluados poseian actividad inhibitoria contra las proteasas MP® y/o
PLP©, Por otra parte, se incluyeron como controles polipéptidos con actividad
neutralizante sobre Spike (169), a los que aqui llamaremos P1, P2, P3 y P4, y
farmacos con probada actividad anti-SARS-CoV-2 como Remdesivir, Lopinavir y

Cloroquina.

4.3.1 Actividad antiviral

En el Experimento 1, se sometieron a evaluacion por el método A un total de 14
compuestos. Los resultados se muestran en la Tabla 4.2. Contrariamente a las
expectativas iniciales, se observd que la actividad antiviral de la gran mayoria de los
compuestos identificados como activos en los estudios preliminares fue nula o

marginal.

82



Experimento 1 Experimento 2
ICs0(uM) / CCso(uM) / | ICso(uM) / CCso(uM)/ | ICso(uM) / CCso(uM) /
Compuesto IS IS IS LogP o/w
Método A Método A Método B
1 >50/>50/>1 >50/>50/>1 >50/>50/>1 3.18
44 >50/>50/>1 >50/>50/>1 >50/>50/>1 1,38
49 >50/>50/>1 >50/>50/>1 >50/>50/>1 4,5
50 3,7
52 >50/>50/>1 >50/>50/>1 56/>50/>8,9 5,2
53 - >50/>50/>1 >50/>50/>1 4,2
70 - >50/>50/>1 >50/>50/>1 -3.4
75 - >50/>50/>1 >50/>50/>1 -1.5
82 >50/>50/>1 >50/>50/>1 >50/>50/>1 6.2
96 >50/>50/>1 >50/>50/>1 >50/>50/>1 2.7
97 - 37,3/>50/>1,34 36,9/>50/>14 2,3
113 8,4/32,9/3,9 - - R
116 >50/>50/>1 11,3/>50/> 4,4 10/>50/>5 -
117 >50/>50/>1 >50/>50/>1 >50/>50/>1 -

44,5/>50/>1,1

>50/>50/>1 >50/>50/>1 0,7

>50/>50/>1 >50/>50/>1 >50/>50/>1 5.2

232 - >50/>50/>1 2,9
263 >50/>50/>1 >50/>50/>1 >50/>50/>1 0,2

P1 2,78/>50/>1 0.70/>50/>1 0.60/>50/>1 -

P2 15,06 />50/>1 - - .

P3 2,18/>50/>1 - - -
P4 782/>10/>1 6.49/>10/>1 6.01/>10/>1 -
Cloroquina 17,8/>50/>1 11,8/>50/>1 10,8/>50/>1 4,2
Lopinavir 21,5/>50/>1 17,7/1>50/>1 27,4/>50/>1 4.4
Remdesivir 7,8/>50/>1 8,2/>50/>1 11,8/>50/>1 1,5

Tabla 4.2. Tabla de actividad antiviral, citotoxicidad, selectividad y Log P de compuestos hits. El| método B
incluye una pre-incubaciéon (1 h a 37°C) del virus con los compuestos a diferencia del método A. Para el
Experimento 1 se parti6 de compuestos en estado sdlido y se prepararon soluciones frescas inmediatamente
antes de su uso. En el Experimento 2, se realizaron soluciones frescas de aquellos compuestos que no habian
sido evaluados en el Experimento 1, y para el resto se partié de soluciones madres preparadas con anterioridad
(Experimento 1). En verde se destacan compuestos con actividad antiviral y en rojo falsos positivos (por
marcada actividad citotoxica). Los valores de Log P fueron predichos por el servidor SwissADME.
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Solamente el compuesto 113 mostré buena actividad antiviral y selectividad (Figura

4.12.), lo cual arroja una tasa de hit antiviral del 7%.

Experimento 1
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Figura 4.12. A la izquierda se observa la estructura del compuesto 113. A la derecha se grafica la actividad
antiviral (rombos rojos) y citotoxicidad (circulos verdes) del compuesto 113 en el Experimento 1.

Tres compuestos, 50, 196 y 222, presentaron una alta actividad citotdxica que
solapd su actividad antiviral por lo que fueron considerados como falsos positivos
(Figura 4.13). Para los compuestos 196 y 222 la actividad antiviral aumento en el
momento en que disminuyo la viabilidad celular, a diferencia del compuesto 50 para
el cual la actividad antiviral (100%) precedio a la actividad citotoxica (48%) a 25 puM.
Este patron sugiere que el compuesto 50 tiene un potencial antiviral sustancial.
Ademas, la aparicion repentina de actividad antiviral sugiere que el compuesto
podria tener un mecanismo de inhibicion rapida y eficaz. Un estudio de REA con
analogos de este compuesto permitiria racionalizar modificaciones quimicas que

mejoren su actividad antiviral y reduzcan su citotoxicidad.

(0] (0] 0.0
(0] Se
- N ANF AN A
\ | /) Y 2 N7 NH,
S H
(0]
50 196 222
Experimento 1 Experimento 1 Experimento 1

__ 140 Compuesto 50 - Método A 140 __ 140 Compuesto 196 - Método A 140 __ 140 Compuesto 222 - Método A 140
£ 120 120 5 T2 120 5 Lz 120 S
K] 3 ] —o . c = &
5 100 > oo o r—o 100 E § 100 o 5 & * . 100 c:: § 100 oo o "o o 100 E—,.:
2 80 < g0 2 2 8 o & 2 s 80 2
< %0 ‘ o & S o £ =g o £
g 4 b w0 5 T 0 5 5 4 w0 35
3 n E E . n F %2 20 =
T 20 B S = 3 4 32

< e . E
* o4 T = +0 S ety 0 < t T ™ t0

0.1 1 10 100 0.1 1 10 100 0.1 1 10 100
Concentracién (log uM) Concentracion (log pM) Concentracion (log pM)
IC50=16.02 CC50=23.52 IS=15 IC50=30.10 CC50=31.26 IS=1.04 IC50=289 CC50=30.27 IS=1.1

Figura 4.13. Actividad antiviral (rombos rojos) y citotoxicidad (circulos verdes) de los compuestos 50, 196 y 222
en el Experimento 1. Arriba de cada grafico se muestra la estructura del compuesto.

84



Por el contrario, bajo las mismas condiciones de ensayo, 4 polipéptidos paratopicos,
P1, P2, P3 y P4, con una alta afinidad por el RBD de Spike (169) lograron reducir

sustancialmente la carga viral con valores de ICso en el orden nM y sin efectos

téxicos sobre las células (Figura 4.14.).

Experimento 1
Polipéptido P1 - Método A

140~ - 140 =W r 140
< 1204 L1200 S T 120 % 120 S
K. O ——o—0 - S i | s
51004 o o o ° 4 [10 = S103 35 o oo o . F100 =
2 80 Lgo 2 =2 80 \ 80 2
= 60 Pt L 60 2 = 60 / - 60 &
2 E = [\ £
T 40 40 8 T 40 / \ - 40 =
2 -~ 2 ! \ -
T 20 { F20 ¥ T 205 L / $ f2o =
< < oS

¥ — =N . e 0 R o = S v 0

0.1 1 10 100 0.1 1 10 100

Concentracién (log nM) Concentracion (log nM)
IC50=278 CC50>50 IS>50 IC50=15.06 CC50>50 IS>50
Experimento 1 Experimento 1

L SRy T PRGOFD-ME0NAR 140 Polipéptido P4 - Método A 140
£ 120 L120 S = 120 L1220 S
.. _——— ::”r E > o
g 1003 o e //p—o—o—o 100 E s 1004—o—0—0—0—0— 100 ;:
£ 80- 80 2 2 80+ 80 &
£ 60+ / 60 & = 604 L0 &
B / S = =
S 40 / L40 3 T 40- L0 3
2 / - 2 / —_—
T 20 -20 = o 20 - f -20 =
< . //5"4 - | < % 4 =

0= —— = e ) [ e EERERREE e —

0.1 1 10 100 0.1 1 10 100

Concentracion (log nM)

Experimento 1
Polipéptido P2 - Método A

Concentracion (log nM)

IC50=2.18 CC50>50 IS>50 IC50=7.82 CC50>10 IS>10

Figura 4.14. Actividad antiviral (rombos rojos) y
neutralizantes: P1, P2, P3 y P4 en el Experimento 1.

citotoxicidad (circulos verdes) de los 4 polipéptidos

Los resultados obtenidos con los compuestos estarian indicando una baja afinidad
de

experimentales del ensayo de actividad antiviral difieren marcadamente a las

los mismos por su(s) blanco(s) molecular(es). Si bien las condiciones
empleadas para los compuestos en los ensayos bioquimicos de cribado y celulares,
la baja tasa de hits con actividad anti-SARS-CoV-2 nos llevd a cuestionar las
posibles causas subyacentes, especialmente para los compuestos que previamente
habian presentado actividad inhibitoria en tres ensayos distintos (compuestos 52 y

53).
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Otros factores que podrian explicar, al menos en parte, el reducido o nulo efecto
antiviral de los compuestos ensayados serian aquellos que contribuyan a una baja
biodisponibilidad de los mismos en el medio extracelular, como por ejemplo una alta
capacidad para permear membranas de manera pasiva o activa (ej. mediante

transportadores).

Una de las propiedades fisicoquimicas a partir de la cual se puede inferir la
capacidad de una molécula de permear membranas es su lipofilia, la cual se
expresa cuantitativamente en el parametro logP. El analisis de los valores de logP

(SwissADME, http://www.swissadme.ch/) para todos los compuestos evaluados en

el ensayo antiviral (Tabla 4.2.) mostré que algunos presentaban valores alrededor o
superiores a 5(143). Por ejemplo, el logP calculado para los compuestos 52 y 53 es
de 5.2 y 4.2, respectivamente. Estos valores sugieren que estos compuestos son
lipofilicos y, por tanto, tendrian capacidad de ingresar a la célula. Cabe sefalar que

para los carboranos no fue factible realizar esta estimacion debido a su tamafio.

En base a este andlisis y dado que en la mayoria de los ensayos previos, los
compuestos fueron pre-incubados con S1 o RBD (excepto para el ELISA de AG que
la pre-incubacion se realizé con ACE2), los hits (un total de 19 moléculas) fueron
evaluados por el método B que incluye una pre-incubacion de los compuestos con
el virus durante 1 hora a 37°C. Paralelamente, estos mismos compuestos fueron re-
ensayados por el método A. Respecto al Experimento 1 (14 hits analizados), en
este segundo experimento se sumaron 5 nuevos hits, los cuales fueron identificados
en el curso de los estudios anteriores. El conjunto de resultados se presenta en la
Tabla 4.2. Cuatro de los compuestos (52, 97, 116 y 196) evaluados por el método B
en el Experimento 2 mostraron actividad antiviral. Notablemente, la potencia (ICso)
de dos de ellos, 52 (5,6 uM) y 116 (10 uM), fue similar a la de los farmacos control
mas activos, Cloroquina (ICso = 10,8 uM) y Remdesivir (ICs0 = 11,8 uM), y superior a
la de Lopinavir (ICs0 = 27,4 uM). Debido a sus bajos valores de ICs0 estos dos
compuestos presentaron una aparente mayor selectividad (IS = 8,9y 5 para 52 y
116, respectivamente) que los otros dos hits menos activos (97 ICs0/IS = 36,9/ > 1,4
y 196 ICs0/IS = 44,5/ > 1,1). La tasa de hits para el Experimento 2 por el método A
es de 10% y similar a la obtenida en el Experimento 1, mientras que esta se duplica

(21%) cuando el método del ensayo es el B.
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Un dato interesante confirmado por el Experimento 2 fue que dos de los hits del
método B (52 y 196) carecieron de actividad cuando la pre-incubacién
virus/compuestos se omiti6 (método A, Experimento 1 y 2). Por el contrario, los
otros dos hits (97 y 116) mostraron actividad antiviral independientemente si eran o
no pre-incubados con las particulas virales (Experimento 2, método A y B). Al
respecto, un caso llamativo fue el del compuesto 116 que en un ensayo previo sin

paso de pre-incubacién no habia mostrado ser activo (Experimento 1).

A continuacion, se discuten estos resultados con mayor detalle. El conjunto de
resultados de los ensayos de ELISA y celulares (modelo de interaccion RBD/ACE2
e infecciéon viral) sugiere fuertemente que la actividad anti-SARS-CoV-2 del
compuesto 52 estaria dada por una inhibicién de la interaccion RBD/ACE2 que
impediria el ingreso del virus a la célula. Sin embargo, no podemos descartar que
parte de esta sea consecuencia de una actividad virucida. En este caso, durante el
periodo de pre-incubacion el compuesto atravesaria la envoltura viral, que tiene una
composicién similar a la membrana celular, ya que deriva de ésta; una vez dentro
del viridn, el compuesto podria estar interaccionando e inhibiendo otros blancos
moleculares esenciales para las etapas tempranas del desensamblaje o replicaciéon
viral. Para lograr una mejor comprension del mecanismo de accion de este hit se

requeririan estudios complementarios adicionales.

Por otro lado, curiosamente, el compuesto 53, que no solo comparte una estructura
quimica muy similar a la del 52 (Figura 4.15) sino que también presentd potencia
inhibitoria contra Spike/ACE2 en los ensayos bioquimicos y celular, carecié de
actividad antiviral por ambos métodos (Figura 4.16). Este resultado resalta la
complejidad de las interacciones moleculares que se estarian dando en un contexto
de virus completo y la relevancia de los modelos celulares de infeccion para estudiar

la actividad bioldgica de los compuestos de interés.

Figura 4.15. Estructura de los compuestos 52 y 53. Ambos compuestos difieren en el anillo central
(ciclopentanona vs. ciclohexanona) y los sustituyentes terminales (tiofeno vs. furano).

87



Experimento 2 Experimento 2

1404 Compuesto 52 - Método A 140 140 Compuesto 52 - Método B 140
<-4 <
& 120 L1205 = 120 "y L120 S
© o 2 1 o = % o
510085 o ¢ o _ 5 -100 = S 1004 =100 =
& B GRS = o = - a
S s0- 4. ftso & = sgo Lso 8
= ® o - 2 o
£ 60 60 -3 = 60+ ’ -60 ©
> £ S 5 \ c
S 40 - 40 o T 40 T as” fT - 40 o
3 2 2 —y—t 1 =
£ 20 t20 £ 5 204 20 2
o < ¥

< o4—r - — it 0 0 +—Frrr——rrrr——rrrrt 0

0.1 1 10 100 0.1 1 10 100

Concentracion (log pM) Concentracion (log pM)
IC50>50 CC50>50 IS>1 IC50=5.6 CC50>50 IS=8.9

Figura 4.16. Actividad antiviral (rombos rojos) y citotoxicidad (circulos verdes) del compuesto 52 en el
Experimento 2 ensayado por el método Ay B.

El compuesto 116, un carborano, habia sido evaluado en el Experimento 1,
resultando inactivo. Se volvié a evaluar en el Experimento 2 presentando actividad
antiviral muy similar por ambos métodos, con muy buena selectividad (Figura 4.17).
La diferencia entre el Experimento 1 y el Experimento 2 es que para el primero se
empled una solucién fresca del compuesto, mientras que para el segundo la
solucion madre del compuesto sufrié un ciclo de congelamiento/descongelamiento.
Dado que la estructura de los carboranos es inestable frente a este procedimiento,
esto nos conduce a pensar que el compuesto sufrié degradacién durante el mismo y
que los productos de la descomposicidon son los que aportan actividad antiviral. Se

discutira esto, en base a la estructura del compuesto mas adelante.
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Figura 4.17. Actividad antiviral (rombos rojos) y citotoxicidad (circulos verdes) del compuesto 116 en el
Experimento 2 ensayado por el método A y B.

El compuesto 97 mostré capacidad de inhibir la replicacion viral, pero a altas
concentraciones. No se observaron diferencias significativas entre uno y otro
método. Este compuesto solo habia presentado actividad inhibitoria contra la
interaccion Spike/ACE2 en el ensayo de ELISA de EG, al igual que el compuesto
96, y ambos pertenecientes a la familia de los bis-heterociclos y precursores. Sin

embargo, este ultimo carecidé de actividad antiviral por ambos métodos.
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Figura 4.18. Estructura de los compuestos 96 y 97.
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Figura 4.19. Actividad antiviral (rombos rojos) y citotoxicidad (circulos verdes) del compuesto 97 en el
Experimento 2 ensayado por el método Ay B.

Algunos compuestos, como el 50 y 189, presentaron citotoxicidad hacia las células
Vero por ambos métodos. Por su parte, el 196 y el 232 mostraron citotoxicidad solo
por el método A. Para estos compuestos a medida que la actividad antiviral
aumenta disminuye la viabilidad celular, lo que remarca la importancia de evaluar la
citotoxicidad en conjunto con la actividad antiviral. Tanto el compuesto 50 como el
189 habian presentado CCso > 100 pM y CCso = 91,2 yM para células A549
respectivamente. Este comportamiento sobre las células Vero podria deberse a una
sensibilidad intrinseca de este tipo celular por estos compuestos, o bien que la
infeccion viral exacerba la citotoxicidad de estos compuestos o viceversa, los

compuestos exacerban el efecto citopatico del virus.

En el caso del compuesto 50, este resulta citotdxico a concentraciones = 25 uM por
el método B, mientras que por el método A, como ya se habia observado en el
experimento 1, su citotoxicidad comienza a ser notoria a partir de concentraciones
2 12,5 yM. Una posible explicacion para este fendmeno es que la pre-incubacion
con el virus favorezca el ingreso del compuesto al virién, lo que resultaria en una
menor cantidad de compuesto disponible para ejercer su accion citotdéxica en el
interior celular o bien que bajo estas condiciones la actividad virucida del compuesto

contribuya a reducir el efecto citopatico del virus (Figura 4.20).
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Figura 4.20. Actividad antiviral (rombos rojos) y citotoxicidad (circulos verdes) del compuesto 50 en el
Experimento 2 ensayado por el método A y B.

El compuesto 232 por el método B no mostré ser citotoxico en el rango completo
concentraciones ensayadas (0,2-50 pM) mientras que por el método A fue

marcadamente citotdxico (viabilidad celular del 0%) solo a 50 M (Figura 4.21).
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Figura 4.21. Actividad antiviral (rombos rojos) y citotoxicidad (circulos verdes) del compuesto 232 en el
Experimento 2 ensayado por el método A y B.




La molécula 196, a diferencia de estos ultimos compuestos, por el método B
demostrd inhibir la replicacion viral en mas de un 50% a concentraciones de 25 a 50
MM sin afectar la viabilidad celular (100 a 90 %). Sin embargo, por el método A este
compuesto resulté marcadamente citotoxico a 50 uM (37% de viabilidad celular)
pero mostréo una tendencia lineal e incremental a inhibir la replicacion viral (1 al
13.5%) en el rango de 3,1 a 25 pM, para el cual no se vio alterada de manera
significativa la viabilidad celular (100 a 93%) (Figura 4.22).
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Figura 4.22. Actividad antiviral (rombos rojos) y citotoxicidad (circulos verdes) del compuesto 196 en el
Experimento 2 ensayado por el método A y B.

Por ultimo, el compuesto 222 habia mostrado ser altamente citotoxico (0% viabilidad
celular) a una concentracion de 50 uM en el Experimento 1, mientras que a esta
misma concentracién carecid totalmente de citotoxicidad en el Experimento 2 por
ambos métodos en el rango completo de concentraciones ensayado (0,1 a 50 uM).
En principio, podria sospecharse que la pérdida de citotoxicidad se debe a una
posible degradacion del compuesto durante el ciclo de
congelamiento/descongelamiento. Por el método B este compuesto posee una

actividad antiviral a 25 pM (inhibicién de la replicacion = 15% y de 26.7% a 50 uM)
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muy similar a la observada por el método A (inhibicion de la replicacién = 11% uM a
25) (Figura 4.23).
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Figura 4.23. Actividad antiviral (rombos rojos) y citotoxicidad (circulos verdes) del compuesto 222 en e
Experimento 2 ensayado por el método A y B.




4.4 Analisis de relacion estructura-actividad

A continuacion, se discutiran de manera integral los resultados obtenidos para los
compuestos que presentaron actividad en el ensayo antiviral. Las familias a las que
pertenecen estos compuestos son las siguientes: arilidenonas, bis-heterociclos vy

carboranos.

4.4.1 Arilidenonas

La gran mayoria de los compuestos pertenecientes a esta familia fueron disefiados
y sintetizados para su evaluacion contra Trypanosoma cruzi (178-181), un
organismo eucariota unicelular (protozoario) y patégeno humano. Este trabajo fue
llevado a cabo por el Grupo de Quimica Medicinal de Facultad de Ciencias y el
Laboratorio de Moléculas Bioactivas del CENUR Litoral Norte, ambos
pertenecientes a la UdelaR. Otros compuestos fueron concebidos y sintetizados
como parte de un proyecto cuyo objetivo era explorar el espacio quimico en torno a
plataformas quimicas derivadas de biomasa, especificamente del furfural y del 5-
hidroximetilfurfural 3. Este trabajo se realizé en el Laboratorio de Biologia Vascular y
Desarrollo de Farmacos del Institut Pasteur de Montevideo y el Departamento de

Quimica Organica de Facultad de Quimica, UdelaR.

Estos compuestos se caracterizan por su sintesis sencilla, siguiendo los principios
de la quimica verde, lo que resulta en bajos costos de produccion y, en la mayoria

de los casos, se asocia a altos rendimientos.

A su vez, estos compuestos contienen enlaces a, B-insaturados, y son conocidos
como aceptores de Michael, los cuales ademas presentan diversas propiedades

farmacolégicas, como anticancerigenas, antimicrobianas y antivirales (182-184).

3 Proyecto CSIC I+D (llamado 2020-ID345): Valorizacion de plataformas quimica de biomasa
aplicando principios de quimica verde: produccion de compuestos bioactivos. Responsable Williams
Porcal (FQ, Udelar).




Se evaluaron 24 compuestos de esta familia (Figura 4.24). De estos, solo 8 fueron
sometidos al ensayo ELISA de EG, ya que los restantes 16 se incorporaron mas
tarde a la quimioteca, y fueron evaluados solo con el ELISA de AG. A nivel
bioldgico, ninguno de los 16 compuestos analizados en las lineas celulares A549 y/o
HT-29 presentaron citotoxicidad a 100 yM. Los resultados se pueden ver en la
Tabla 4.3.

A continuacion, se discutiran los resultados para los compuestos con mayor

actividad y sus analogos mas cercanos.
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Figura 4.24. Estructuras de los 24 compuestos pertenecientes a la familia Arilidenonas.
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CCap (uM) | ENSAYOANTIVIRAL ENSAYO ANTIVIRAL
Experimento 1 Experimento 2
Inhibicién | Inhibicién |Inhibicion
Compuesto| KitEG Kit AG HEK
(%) 2 (%)° | 293/RBD |A549 |HT29 Método A Método A Método B
(%) © d e | ICso SARS-CoV-2 (M) / | ICso SARS-CoV-2 (uM) / | ICso SARS-CoV-2 (uM) /
CCso (uM) /18 CCso (uM) /18 9 CCso (uM) /18 "

47 80,4 £9,8%(29,9+£2,0%| 44205 | - |>100 - - -

48 20,321 | 58%79 - - - - - -

49 70,2+23,8| 12,8 +3,6 |41,8+3,1(>100|>100 >50/>50/1,0 >50/>50/1,0 >50/>50/1,0
50 87143 52+6,0 141,054 |>100 - 16/23.5/1.5 10,3/21,6/2,1 21/>50/2,4
51 20 +14,1 6,4+22 - - - - - -

52 105,7 +0,8| 57,1+0,5 | 70,2+ 1,2 | >100 | >100 >50/>50/1,0 >50/>50/1,0 5,6/>50/8.9
53 91,5+ 0,8% |52,9 + 2,0 |79,9 £ 0,0*( >100 | >100 >50/>50/1,0 >50/>50/1,0
54 - 0+48 - - - - . .

55 - 13,4+9,2 - >100 - - - -

56 - 5585 - - - - - -

57 - 0£3,0 - . . - . .

58 - 1,328 - - - - - -

59 - 19,1 +£8,7 - >100 - - - -

60 - 8,7+8,2 - >100 - - - -

61 - 2,4%6,2 - - - - - -

62 - 40+24" - >100 | - - - -

63 - 29,2 +0,1 - >100 - - - -

64 - 26,145 - >100 - - - -

65 - 11,2+0,4 - >100 - - - -

66 - 16,6 £ 0,2 - >100 - - - -

67 - 3,4+t21 - >100 - - - -

68 - 35,1 £0,01 - >100 - - - -

69 - 14,3+0,8 - >100 - - - -

70 41,4+14,7|15814+48| 0%0,7 (>100|>100 >50/>50/1,0 >50/>50/1,0

Tabla 4.3. Resultados de ensayos bioquimicos y biofisicos obtenidos para 24 compuestos de la familia de las
Arilidenonas. a) Inhibicién de la interaccién S1/ACE2 (%) con el ELISA de EG, los compuestos fueron evaluados a una
concentracion inicial de 100 uM. b) Actividad inhibitoria (%) de la interaccion RBD/ACE2 con el ELISA de AG, en este
ensayo los compuestos se evaluaron a 20 uM. c) Ensayo celular (%) para el cual los compuestos se evaluaron a una
concentracion inicial de 100 uM. Citotoxicidad para los compuestos evaluados a una concentracion de 100 uM contra
linea celular de d) pulmén o e) intestino humano. Ensayo antiviral: ICso, CCso e indice de selectividad (IS), obtenidos en
el f) Experimento | por método A y en el Experimento 2 por el g) método A y h) método B. En verde se destacan los
resultados de compuestos que cumplen el criterio de hit para determinado ensayo. Los compuestos probados a menor
concentracion se indican con (*). Los compuestos 53 y 62 fueron evaluados en el ELISA de EG y en el ensayo celular a
concentracion incial de 50 pM y el compuesto 47 a 5 uM mientras que para el ELISA de AG los dos primeros se
evaluaron a 10 yM y el 49 a 1 uM.
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Los primeros compuestos de esta serie que fueron evaluados bioquimicamente
(ELISA de EG) a una concentracion de 100 uM son el 48, 50 y 51. Estos tres
compuestos difieren en los sustituyentes terminales de las cadenas alifaticas y el
grupo central. EI compuesto 50 resulté ser el mas activo (87% inhibicion), mientras
que 48 y 51 mostraron porcentajes bajos y similares de inhibicién (20%), lo cual en
principio sugiere que para arilidenonas de cadenas alifaticas cortas, el anillo del
grupo central (ciclohexano) y/o bien el reemplazo de los grupos tiofenos por furanos
o bencenos tienen un impacto negativo en la interaccion con S1/ACE2 (ver
comentario al respecto a continuacion del proximo parrafo). En base a estos
resultados, la exploracién se amplid6 a analogos con cadena alifatica mas larga y
mayor numero de insaturaciones: compuestos 47, 49, 52 y 53. De acuerdo con el
porcentaje de inhibicion mostrado, estos compuestos pueden ordenarse como
sigue: 53 (106%) > 52 (92%) > 47 (80%) = 49 (70%). A diferencia de 49 y 52
(evaluados a una concentracién de 100 uM), los compuestos 47 y 53 fueron
ensayados a 5 yM y 50 uM, respectivamente. Esto se debid a su baja solubilidad en
medio acuoso, lo cual nos obligd a preparar soluciones stock de menor
concentraciéon en 100% v/v DMSO. Por lo tanto, es de esperar que la potencia
inhibitoria de 47 y 53 sea comparativamente superior a la estimada para sus

analogos.

Ademas, todos estos compuestos se probaron en el ELISA de AG, y mostraron el
siguiente orden de actividad: 52 (57% a 20 pM) > 53 (53% a 10 uM) > 47 (30% a 1
puM) > 49 (13% a 20 yM) > 51 (6% a 20 uM) = 48 (6% a 20 uM) = 50 (5% a 20 uM) >
54 (0% a 20 uyM).

Un dato interesante que emerge de estos estudios, y teniendo en cuenta las
variaciones en concentracién que fueron ensayadas, es la buena correlacion de
actividad observada en ambos ELISA para varios de los compuestos mas activos
(47, 49, 52 y 53). Esto indicaria que los mismos tendrian por blanco molecular a
RBD o ACEZ2, por tratarse de proteinas compartidas por ambos ensayos a pesar de
las diferencias entre estos. Si se tiene en cuenta que en el ELISA de AG se favorece
la interaccion con ACE2 debido a la pre-incubacién y considerando que para ambos
ensayos la actividad fue similar, se podria pensar que la afinidad de estos
compuestos seria por el RBD. Otra conclusion que puede extraerse de estos

resultados es que el largo de la cadena alifatica y/o el numero de insaturaciones es
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el determinante principal de la actividad inhibitoria. Esto resulta evidente al comparar
la actividad por pares de analogos: 47 > 54, 49 > 51, 52 > 50 y 53 > 48. Este efecto
es particularmente marcado (10 a 30 veces de incremento en actividad) en
arilidenonas con sustituyentes furano (53 y 47) o tiofeno (52) y menor (2 a 3,5 veces
de incremento en actividad) con benceno (49). En segundo lugar de relevancia en
cuanto a contribucion a bioactividad aparecen los grupos furanos, ya que, como se
destacd anteriormente, los compuestos activos que los contenian (49 y 53) fueron
ensayados a concentraciones 2 a 20 veces inferiores al resto y mostraron una

capacidad inhibitoria similar o superior al resto.

Los resultados anteriores no permiten discriminar si la ganancia de actividad en
compuestos con cadenas alifaticas mas largas se debe a un efecto estérico, ej. los
grupos terminales tienen posibilidad de contactar residuos y/o ocupar superficies
mas distantes/extensas, o funcional, ej. el mayor nimero de enlaces insaturados
ofrece mayores sitios de interaccion con residuos electrofilicos, sobre el blanco
molecular. Para indagar un poco mas sobre estas posibilidades se decidié ensayar
una molécula distantemente relacionada a las anteriores, el compuesto 70, que se
caracterizaba por ser mas hidrofilica, tener un menor numero de insaturaciones, un
core central (N-metil-4-piperidinona) y sustituyentes terminales diferentes y
voluminosos (sulfonil-furano) en ambas cadenas alifaticas. Interesantemente, este
compuesto resultoé ser activo por el ELISA de EG (40% de inhibicion a 100 uM) y de
AG (58% de inhibicion a 20 yM). Comparado a su analogo mas simple (48, 6%
inhibicion a 20 uM), las modificaciones introducidas a 70 resultaron beneficiosas
para su actividad, aunque no en los niveles alcanzados por otro par de compuestos
relacionados: 53 (53% a 10 uM) y 47 (30% a 1 uM). Estos resultados apuntan a que
el efecto estérico y/o de interacciones no covalentes disponibles en 70 compensan,
al menos parcialmente, la contribucién positiva de cadenas alifaticas largas con

multiples enlaces insaturados.

Debido a que el compuesto 70 presenté actividad, se evaluaron tres analogos mas
que tenian en comun el anillo central N-metil-4-piperidinona, pero diferian en la
extension de la cadena alifatica (de 0: 67 a 3 carbonos: 68 y 69) y sus sustituyentes
(bencenos: 67 y 68, y tiofeno: 69). De acuerdo con la actividad inhibitoria mostrada a
20 pM los compuestos se ordenan asi: 68 (35%) > 69 (14%) > 67 (3%).

Nuevamente pudimos confirmar el rol relevante de la cadena alifatica insaturada, ya
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que el compuesto carente de esta (67) resulté practicamente inactivo (ej. 10 veces

menos activo que su analogo directo: 68).

Por su similitud estructural, también es posible comparar los siguientes pares de
analogos (ensayados a 20 uM) con cadenas alifaticas de 3 carbonos que difieren
solo en la naturaleza quimica del anillo central: 68 (N-metil-4-piperidinona, 35%
inhibicion) vs. 49 (ciclohexanona, 13% inhibicion), y 69 (N-metil-4-piperidinona, 14%
inhibicién) vs. 52 (ciclopentanona, 57% inhibicion). Claramente, las modificaciones
tuvieron impactos opuestos. En el caso de los analogos sustituidos con grupos
bencenos, el anillo heterociclo metilado (de mayor volumen que un ciclohexano)
resultd beneficioso, mientras que la inclusién de este grupo fue en detrimento de la
actividad cuando los sustituyentes terminales eran tiofenos. En este caso, un anillo

de menor volumen como el ciclopentano mejoroé la actividad.

Con respecto al ensayo celular de inhibicion RBD/ACE2, a excepciéon del compuesto
70 (0% inhibicion a 100 puM), el resto de hits resultantes de los ELISAs fueron
activos en el siguiente orden decreciente: 53 (80% inhibicion a 50 uM) > 52 (70%
inhibicion a 100 uM) > 47 (44% inhibicion a 5 uM) = 49 (42% inhibicién a 100 yM) =
50 (41% inhibicion a 100 uM). Este orden de potencia reproduce en buena medida
el obtenido en el ELISA de AG y confirmaria que el RBD seria el blanco preferente
de los mismos. La nula actividad del compuesto 70 resulté llamativa y podria estar
indicando que la conformacién de la interaccion RBD/ACE2 sobre la cual pudo

interferir en los ensayos bioquimicos podria no estar representada en el bioensayo.

La actividad contra el SARS-CoV-2 fue estudiada para estos mismos compuestos,
con la excepcion del 47 para el cual se decidid no continuar con su caracterizacién
debido a su baja solubilidad. Cuando el ensayo de actividad antiviral omitio la pre-
incubacion de los hits con las particulas virales (método A), solo el compuesto 50
resulté activo (ICso = 10-16 uM). Al incluir dicho paso de incubacién (método B), la
actividad antiviral de 50 se vio moderadamente alterada (ICso = 21 uM) y la del
compuesto 52 se hizo notoria (ICso = 6 uM), resultando el mas activo de la serie y
con una potencia comparable a la de farmacos control. Notablemente, estos dos
compuestos tienen en comun grupos tiofenos como sustituyentes de las cadenas

alifaticas.
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Al igual que en el ensayo celular de RBD/ACE2, el compuesto 70 fue inactivo contra
el virus, hecho que de alguna forma confirmaria que en condiciones biolégicas mas
exigentes este compuesto perderia afinidad por su sitio de union. Algo similar podria
explicar la inusual falta de actividad antiviral del compuesto 53. En el conjunto de
evaluaciones previas, este compuesto habia mostrado de manera consistente una
buena actividad inhibitoria de la interaccion RBD/ACE2. En ese sentido, es
importante destacar que en el ensayo de infeccién viral los compuestos se exponen
y deben interaccionar con la forma nativa de la Spike (secuencia completa y con
conformacion trimérica) o en la interfaz de esta con su receptor, con el cual, como
ya mencionamos anteriormente, se establece un equilibrio de uniéon muy dinamico a

nivel conformacional.

En linea con ese razonamiento, pero desde el punto de vista del ligando, evidencias
similares surgen al comparar la estructura de 53 con su analogo activo, el 52. Si
bien ambos poseen 3 carbonos con enlaces insaturados, estos compuestos difieren
en las sustituciones terminales (furanos vs. tiofenos) y en el nucleo central
(ciclohexanona vs. ciclopentanona). El simple cambio de ciclopentano a ciclohexano
genera una pérdida de planaridad de la molécula, como se muestra en la Figura
4.25, que podrian explicar cambios en la unién a Spike contribuyendo a rigidizar las
regiones de contacto. Llamativamente el compuesto 50 que presentd actividad por
ambos métodos, también muestra dicha planaridad en su estructura tridimensional,
lo que reafirmaria que esta caracteristica estructural podria contribuir a la actividad
(Figura 4.26).
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Figura 4.25. Estructuras tridimensionales de los compuestos 52 (izquierda) y 53 (derecha). Las figuras 3D
fueron obtenidas con el software Chem3D a partir de los codigos SMILES. Se realizé minimizacién de energia

mecanica molecular (MMFF94).

C

C

Figura 4.26. Estructura tridimensional del compuesto 50. La figura 3D fue obtenida con el software Chem3D a
partir de los codigos SMILES. Se realizé minimizacién de energia mecanica molecular (MMFF94).
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3.4.3 Bis-heterociclos y precursores

Esta familia fue seleccionada ya que la mayoria de los compuestos que la integran
presentan un grupo tiol (-SH) libre (Figura 4.27), que podria reducir y/o formar
heterodisulfuros con algunos de los residuos de cisteina de la Spike (precisamente
del RBD) que se encuentran formando puentes disulfuros. Los compuestos fueron

sintetizados por el grupo de Quimica Farmacéutica de la Facultad de Quimica,

~

Udelar. El conjunto de resultados se presenta en la Tabla 4 .4.
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Figura 4.27. Estructuras de los 16 compuestos pertenecientes a la familia Bis-heterociclos y precursores.

Se analizaron 16 compuestos por el ELISA de EG a una concentracion de 100 uM,
dentro de los cuales se distingue un subgrupo de 6 con destacada y similar (por la
gran dispersion de los valores) actividad inhibitoria: 101 (79%) = 98 (70%) = 99
(68%) = 96 (65%) = 100 (64%) = 97 (57%). Estos hits poseen en su estructura un

scaffold bistiazolidina (98, 99 y 101), oxazolidintiazolidina (96), o 2-mercaptometil
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benzotiazolidina (97 y 100). El segundo subgrupo esta integrado por compuestos
con moderada actividad inhibitoria: 102 (25%) = 106 (24%) = 107 (23%) = 104 (23%)
= 110 (19%) = 108 (17%) que pertenecen a los siguientes grupos quimicos:
mercaptometil tiazolidina (107, 108 y 110), mercaptometil bistiazolidina (106),
ditioazabiciclo (102) y 4-carboxitiazolidina (104), siendo, estos ultimos dos
intermedios sintéticos. Finalmente, un par de compuestos pertenecientes al
subgrupo de las bistiazolidinas (105: 7% y 103: 0%) presentaron muy baja o nula

actividad.

La presencia de un grupo tiol libre no parecié ser un factor estrictamente clave en la
actividad de todos estos compuestos, ya que algunas moléculas donde el atomo de
S se hallaba protegido mostraron actividad alta (98) o bien moderada en aquellos
donde este grupo no esta presente (102 y 104). Para la familia de las bistiazolidinas,
con igual configuracion (ver Fig. 4.26, compuestos 101, 103 y 105), el dejar el grupo
carboxilato desprotegido (105) o el grupo tiol acetilado (103) tuvo un efecto negativo
en la actividad. Cabe destacar que el enantidmero de 105, el compuesto 99, a
diferencia de él muestra una actividad destacada, 7% vs 68%, respectivamente.
Claramente, la fusién de un anillo aromatico al scaffold mercaptometil tiazolidina (97

y 100) repercutié positivamente en la actividad de los analogos de esta familia.

Ademas de los seis hits anteriores, se evaluaron por el kit de AG 3 compuestos
adicionales que habian mostrado actividad moderada (102 y 104) o nula (103), y se
sumaron dos 2-etoxicarbonil-2-mercaptometil tiazolidina nuevas (109 y 111). Todos
los compuestos mostraron actividad inhibitoria en el siguiente orden: 96 (36%) = 97
(32%) > 103 (26%) > 102 (20%) = 98 (18%) = 100 (17%) > 111 (13%) = 104 (12%) =
109 (11%) > 103 (26%) > 101 (10%) = 99 (7%). Los nuevos representantes del
scaffold  2-etoxicarbonil-2-mercaptometil  tiazolidina  mostraron  actividades
comparables a las identificadas para sus analogos mediante el kit de EG. Mientras
la oxazolidintiazolidina 96 y la 2-mercaptometil benzotiazolidina 97 retuvieron buena
actividad, para el resto de los hits (98-101) se observé una disminucién relativa de
actividad que superd a la prevista por la menor concentracion (2 veces) de
compuesto empleada en este ensayo. Entre los casos mas notorios se encuentran
las 2-mercaptometil bistiazolidinas 99 y 101. En contraposicion, el compuesto 103,
identificado como inactivo por el kit de EG, resultd activo por el kit de AG. Teniendo

en cuenta estos resultados y que en este ensayo el blanco molecular viral es
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unicamente el RBD, los compuestos 96 y 97 emergen como estructuras
privilegiadas contra este dominio. De ambos, solo la 2-mercaptometil
benzotiazolidina 97 resultd activa en ensayos celulares, registrando una inhibicion
de la interaccién RBD/ACE2 del 25% y una actividad antiviral moderada por ambos
métodos: ICso = 37 uM.

El hecho que este hit haya presentado una potencia antiviral casi idéntica
independientemente si se lo pre-incubaba o no con las particulas virales previo a la
infeccion sugiere que este reacciona rapidamente con su blanco molecular (Spike) o
bien que tiene otras dianas moleculares adicionales. En el marco del proyecto de
busqueda de inhibidores contra las proteasas, se evalud este compuesto contra MpP™
resultando activo con un ICso = 1,74 pM. Esto sugiere que la inhibicion de esta

enzima seria el principal determinante de la actividad antiviral de este compuesto.
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ENSAYO ANTIVIRAL

ENSAYO ANTIVIRAL

Inhibicién | Inhibicién |Inhibicién GO (M) Experimento 1 Experimento 2
Compuesto| KitEG Kit AG HEK Vétodo A oo A —
(%) 2 (%) ° 293/RBD A5d49 HTezg ICs0 SARS-CoV-2 (uM) / | ICso SARS-CoV-2 (uM) / | ICso SARS-CoV-2 (uM) /
i CCso (uM) /15 © CCso (uM) /1S CCso (uM) /18 "
96 | 648%94 |356+94( 0£31 [>100(>100| >50/>50/1,0 >50/>50/1,1 >50/>50/1.2
97  |56,5%12,4|31,6£6,7|24,9£1,2|>100 |>100 - 37,3/>50/1,34 36.0/>50/ 1.4
08 70+139 (17,554 - . - - . .
99 67,6 £17,5| 7,4 £3,2 - - - _ _ B
100 64,4+69 |17,4%+1,6 - - - - _ B
101 79,4+58 | 9,5+9,5 - - - _ B )
102 19,5+ 16,3 | 20,1 £4,7 - - - _ _ B
103 0,3+3,5 |26,3+21 - - - _ _ )
104 18,9+19 |11,6 £0,0 - - - - _ _
105 7,3+16,7 - - - - _ B )
106 |23.9%122 - - . . . i ]
107 23,3+3,8 - - - - _ B )
108 16,6 6,5 - - - - _ B )
109 - 10,5%+1,0 - - - _ _ B
110 18,5+9,8 - - - - _ B )
111 - 12,6 £1,0 - - - _ _ B

Tabla 4.4. Resultados de ensayos bioquimicos y biofisicos obtenidos para 16 compuestos de la familia de los Bis-
heterociclos y precursores. a) Inhibicién de la interaccion S1/ACE2 (%) con el ELISA de EG, los compuestos fueron
evaluados a una concentracion inicial de 100 pM. b) Actividad inhibitoria (%) de la interaccion RBD/ACE2 con el
ELISA de AG, en este ensayo los compuestos se evaluaron a 20 uyM. c) Ensayo celular (%) para el cual los
compuestos se evaluaron a una concentracion inicial de 100 pM. Citotoxicidad para los compuestos evaluados a una
concentracion de 100 uM contra linea celular de d) pulmén o e) intestino humano. Ensayo antiviral: ICso, CCso e
indice de selectividad (IS), obtenidos en el f) experimento | por método A y en el experimento 2 por el g) método A
y h) método B. En verde se destacan los resultados de compuestos que cumplen el criterio de hit para determinado

ensayo.
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3.4.4 Carboranos

Estos compuestos fueron sintetizados por el Grupo de Quimica Medicinal del
Instituto de Quimica Biolégica de la Facultad de Ciencias, UdelaR, con el fin de
desarrollar farmacos para el tratamiento de glioblastoma, uno de los tumores mas
agresivos del sistema nervioso central. El objetivo fue crear compuestos hibridos
que integraran dos estrategias terapéuticas, la terapia de captura de neutrones de
boro y la inhibicion del receptor de tirosina quinasa, como quimioterapia. Con esta
finalidad, utilizaron clusters de boro icosaédricos conjugados a inhibidores de dichos
receptores, los cuales fueron: erlotinib, sunitinib y lapatinib (185-187). En total, se
evaluaron siete compuestos de esta familia (Figura 4.28.). Los resultados se
muestran en la Tabla 4.5. Se comenzd evaluando el compuesto 112 (posee una
molécula de erlotinib conjugada en su anillo benceno a un biscarborano de cobalto
mediante un linker 1-(2-(2-oxietoxi)etil)-1H-1,2,3-triazol debido a que presentaba
algunas caracteristicas asociadas a inhibidores de PPls como ser complejidad

estructural y buen volumen.

\O/\’O
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O

Figura 4.28. Estructuras de los 7 compuestos carboranos.
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Como en el ELISA de EG este compuesto resultoé activo (81% inhibicién a 100 pM),
se amplio el estudio a otros analogos closo-carboranilos: 116 (contiene erlotinib con
un linker [1,2,3]triazolilpropilo), 113 y 117 sustituyen al erlotinib por una molécula de
sunitinib conjugada al carborano a través del nitrégeno de la indolinona con un linker
de [1,2,3]triazolilpropilo y etinilbencilo, respectivamente. La actividad de estos tres
compuestos fue muy similar (41-56% inhibicién), siendo el derivado de erlotinib
ligeramente superior (51%) e inferior a la del 112. Esto indica que la molécula de
erlotinib contribuye a la actividad, particularmente cuando se conjuga al carborano

con un linker del tipo 1-(2-(2-oxietoxi) etil)-1H-1,2,3-triazol.

CCso (uM) ENSAYO ANTIVIRAL ENSAYO ANTIVIRAL
so (W Experimento 1 Experimento 2
Inhibicién Inhibicién ihicid
" . Inhibicion
Compuesto Kit EG Kit AG HEK Método A Método B
%) 2 (%) ® 203/RBD Método A e A
(% o A549 | HT29 ICso SARS-CoV-2 (M) / ICs0 SARS-CoV-2 ICs0 SARS-CoV-2
(%) © d e L (MM) / CCso (M) / | (uM)/ CCso (uM) /
CCso (M) /IS g h
IS IS
112 81,44+09 | 20,7%2,6 47,0+ 0,9 14,4/ > 50/ 3,5 - -
113 459+204 | 51,6 1,1 - ~60 8,4/>329/3,9 - -
114 - 021 - _ _ >50/>50/1,0 - -
115 - 32611 - R R >50/>50/1,0 - -
116 56,3 £ 15,1 - 67+24 - >100 >50/>50/1,0 11,3/>50/4,4 10/>50/5,0
117 40,7 12,2 - 43,7+9,9 _ >100 >50/>50/1,0 >50/>50/1,0 >50/>50/1,0
118 ] 63,1 >50/>50/1,0 .

Tabla 4.5. Resultados de ensayos bioquimicos y biofisicos obtenidos para 7 compuestos de la familia de los
carboranos. a) Inhibicion de la interaccion S1/ACE2 (%) con el ELISA de EG, los compuestos fueron
evaluados a una concentracion inicial de 100 uM. b) Actividad inhibitoria (%) de la interaccion RBD/ACE2 con
el ELISA de AG, en este ensayo los compuestos se evaluaron a 20 uM. c) Ensayo celular (%) para el cual los
compuestos se evaluaron a una concentracion inicial de 100 uM. Citotoxicidad para los compuestos evaluados
a una concentracion de 100 uM contra linea celular de d) pulmén o e) intestino humano. Ensayo antiviral: I1Cso,
CCso e indice de selectividad (IS), obtenidos en el f) experimento | por método A y en el experimento 2 por el
g) método A y h) método B. En verde se destacan los resultados de compuestos que cumplen el criterio de hit
para determinado ensayo.

Con el ELISA de AG (concentracién de compuestos 20 yM) se probaron los
analogos mas activos de erlotinib (112) y sunitinib (113), nuevos derivados de
ambos conteniendo linkers tipo etinilbencilo (115) y derivado de [1,2,3]-triazol (118),
respectivamente, y un biscarborano conjugado a lapatinib (114). No se pudieron

evaluar 116 y 117 por no encontrarse a disposicion al momento del ensayo. Excepto
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por el derivado de lapatinib (0% inhibicién), el resto de los compuestos mostré el
siguiente orden de actividad inhibitoria: 113 (52%) > 115 (33%) > 112 (21%) > 118
(6%). Este ensayo vuelve a destacar a los sustituyentes erlotinib y sunitinib como
contribuyentes quimicos importantes a la actividad contra S1/RBD, y por otro lado
lleva a descartar al lapatinib (114), y al motivo diéter derivado de [1,2,3]triazol (118)

como sustituyente y linker de fusion al sunitinib, respectivamente, del biscarborano.

Se seleccionaron para el ensayo celular los compuestos 112, 116 y 117. Estos tres
compuestos fueron activos con valores de inhibicion similares: 47%, 67% y 44%,
respectivamente. En primera instancia, los 7 derivados fueron ensayados por el
Método A (Experimento 1) para determinar su actividad antiviral. En este
experimento decidimos incluir al nucleo biscarborano de cobalto (Figura 4.29)
presente en los compuestos 112, 114 y 118. Esto fue motivado por el hecho que, en
solucion, algunos de estos derivados (ej. Erlotinib) han mostrado ser inestables
pudiéndose desprender el biscarborano de la estructura, el cual descubrimos es
capaz de inhibir moderadamente a la MP"™ de SARS-CoV-2.

h\/ Actividad antiviral IC50 = 36,2 pM
Actividad inhibitoria contra MP™ a 25 yM = 7,3%

7{

\\ ;CH

Figura 4.29. Estructura del biscarborano de cobalto presente en los compuestos 112, 114y 118

Los derivados de erlotinib 112 (ICso = 14 uM) y sunitinib 113 (ICs0o = 8 pM) vy, en
menor medida, el carborano libre (ICso = 36 uM) mostraron actividad antiviral, los
primeros con una potencia similar o menor a la de los farmacos control. Estos
resultados pusieron en evidencia diferencias netas en el comportamiento de los
derivados de erlotinib y sunitinib que no habian sido identificadas o predichas por los
experimentos anteriores, y que en principio apuntarian a un aporte positivo de la
estructura inhibidora de receptores de tirosin-quinasas cuando son fusionadas al
nucleo carborano que presenta una actividad antiviral intrinseca. Para el compuesto

112 y para el biscarborano de cobalto, no asi para el 113, parte de su actividad

108



antiviral podria deberse a la capacidad de inhibir a la MP™® (ICs0 de 3.9 uM y 93%

inhibicion a 25 uM, respectivamente; Resultados no publicados aun).

Exceptuando al derivado de lapatinib (114) o al de sunitinib con el linker diéter
derivado de [1,2,3]triazol (118), fue llamativa la falta de actividad antiviral de otros
derivados de erlotinib (115 y 116) y sunitinib (117). Una de las razones que
explicaria este comportamiento seria atribuible a un rol funcional del linker en la
actividad o estabilidad del complejo carborano-farmaco pudiendo intervenir
directamente en la unién al blanco molecular o facilitando la interaccion de otras
secciones de la molécula con este. Por ejemplo, el compuesto 113 incorpora un
cluster de boro enlazado al sunitinib mediante un [1,2,3]-triazolpropilo, lo que lo
distingue del compuesto 117, inactivo, que contiene en su estructura etinilbencilo
como enlace. Los 1,2,3-triazoles, como el usado en el enlace del compuesto 113,
como se comentd anteriormente, tienen propiedades medicinales y se han
empleado en el disefio de estructuras para diversas aplicaciones terapéuticas, por lo
que no podemos descartar que esta subestructura aporte a la bioactividad del
compuesto (188). A su vez, los quimicos responsables de la sintesis y
caracterizacion de estos compuestos notaron que los derivados de sunitinib o
erlotinib con mayor actividad contra células tumorales eran aquellos que tenian al
grupo triazolilpropilo como linker (188—190). Otra diferencia notable entre el [1,2,3]-
triazolpropilo y el etinilbencilo radica en la flexibilidad y polaridad del primero frente a

la rigidez e hidrofobicidad del segundo.

Sin embargo, los resultados del experimento 1 (Tabla 4.5.) muestran que cuando el
linker triazolpropilo es incorporado al complejo erlotinib-carborano (116) su efecto
sobre la actividad antiviral es negativo respecto del compuesto con un derivado
diéter de triazol como linker (112), lo cual sugiere una relacibn mas compleja entre

los multiples componentes de estos compuestos.

Otra posibilidad es que en las configuraciones de los compuestos 112 y 113, los
enlaces entre el carborano y los farmacos sean mas débiles en medio acuoso dando
lugar a la fragmentacion del compuesto en sus modulos farmacoféricos individuales.
Por ejemplo, la descomposicion podria llevar a la liberacién del triazolilpropilo del

113, que como mencionamos presenta propiedades medicinales y que unido al
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derivado del erlotinib en la molécula 116 podria no estar alcanzando el blanco

molecular debido a un posible impedimento estérico.

También podria liberarse el biscarborano de cobalto, el cual es per se bioactivo
contra el virus, en parte por su capacidad de inhibir a la MP™, Siguiendo esa linea de
razonamiento, decidimos re-evaluar la actividad del compuesto 116 el cual contiene
erlotinib y un linker idéntico al del derivado 113 con sunitinib. Luego de un ciclo de
congelamiento-descongelamiento, que esperabamos induzca la conversion del
compuesto en sus precursores, 116 mostré ser tan activo (ICso ~10 yM) como su
analogo 112 o la variante con sunitinib (113). Este resultado puede tomarse como
un indicio preliminar de la hipétesis de inestabilidad de ciertos enlaces, y para su
confirmacion restaria determinar si las especies quimicas individuales estan
presentes en el medio de ensayo, asi como evaluar la actividad antiviral de los
farmacos erlotinib y sunitinib, ya que los derivados que los incluian (112 y 113)

fueron mas activos que el biscarborano.
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CAPITULO 5 - CONCLUSIONES Y
PERSPECTIVAS



4.1 Conclusiones

Cuando se inici6 este trabajo de tesis nos encontrabamos inmersos en plena
pandemia, en ese momento aun no existian vacunas disponibles y el desenlace era
incierto. La imperante necesidad de encontrar farmacos efectivos contra el SARS-
CoV-2 se presentaba como una urgencia. Inhibir la interaccién Spike/ACE2 aparecia
como una estrategia valida para bloquear el ciclo replicativo desde su fase inicial. A
pesar de los desafios que presenta la inhibicion de PPls mediante moléculas
pequefias, la ciencia y tecnologia han avanzado en multiples areas en las ultimas
dos décadas para hacer frente a estos desafios siendo que las PPIs representan

una gran parte de las interacciones moleculares en la naturaleza.
En el transcurso de esta tesis:

e De un total de 2244 compuestos disponibles en las quimiotecas nacionales,
se realizd una seleccion racional (blanco molecular-dirigida) de compuestos

candidatos a ser inhibidores de la interaccion RBD/ACE2.

e Agrupados en 21 familias de acuerdo con su similitud quimica, se evaluaron
266 de esos compuestos candidatos empleando dos kits comerciales de
ELISA de las empresas EpigenTek y Adipogen. Ademas de por algunos
aspectos técnicos, estos ensayos se distinguian por tener a la S1 o solo al

RBD, respectivamente, de la Spike como dianas proteicas virales.

e Se evaluaron 218 compuestos con el kit de EpigenTek, de los cuales 44
pertenecientes a 17 familias diferentes mostraron actividad inhibitoria superior

al 50%, resaltando la diversidad quimica entre los compuestos efectivos.

e Con el kit de Adipogen se evaluaron 131 compuestos. Solo 12 compuestos,
pertenecientes a 7 familias quimicas distintas, presentaron actividad
inhibitoria superior al 50%.

e Se probaron 74 compuestos con ambos ensayos de ELISA. La mayoria de
estos compuestos presentd actividad, sin embargo, solo 5 de estas moléculas
presentaron una actividad inhibitoria superior al 50% de acuerdo con las
condiciones de cada ensayo: 52, 53 (arilidenonas), 82 (hidrazinotiazoles), 171

(glucésidos y precursores) y 263 (miscelaneos). Estos compuestos podrian
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estar actuando sobre un mismo blanco molecular presente en ambos fests de
ELISA: RBD o ACE2. El resto de los compuestos que resultaron activos por
uno u otro ensayo podrian estar estableciendo interacciones con secuencias
(NTD, intermedia |, para el kit de EG) o regiones conformacionales (ej.
interfaz de las anteriores con RBD o ACEZ2) de las especies moleculares

presentes en cada uno de ellos.

o
W OH
Y

0 0

263

Figura 5.1 Estructura de los 5 compuestos que presentaron actividad inhibitoria > 50% en ambos ensayos de
ELISA.

e Se seleccionaron 30 compuestos para validar los resultados obtenidos
mediante un ensayo celular por citometria de flujo, solo 4 de ellos fueron
capaces de inhibir la interaccion RBD/ACE2 en mas de un 50%. De los 5 hits
identificados como activos en ambos ELISA, solo dos calificaron como hits en

este ensayo: 52 y 53.

e La mayoria de los compuestos clasificados como hits en los ensayos de
ELISA y celular no resultaron citotéxicos a concentraciones 2100 uM en
lineas celulares humanas de tejidos de relevancia clinica para COVID-19

(epitelio pulmonar e intestinal).

e Se ensayo la actividad antiviral de 20 compuestos y 4 polipéptidos (control)
no citotoxicos y activos en ensayos previos. Siete compuestos
(pertenecientes a 3 familias quimicas: arilidenonas, bis-heterociclos y

carboranos) y los 4 polipéptidos paratopicos inhibieron la proliferacién de
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SARS-CoV-2 con ICsp 5,6 a <50 yM o sub-uM, respectivamente. La actividad
antiviral de 4 de estos compuestos (dos arilidenonas: 50 y 52 y dos
carboranos: 113 y 116) fue igual o menor que la de los farmacos control
(lopinavir, remdesivir y cloroquina, ICso = 9-22 yM). El indice de selectividad

de las moléculas bioactivas estuvo entre 1,3 a 9, destacandose el 52 como el

1) O
S Z
N = =
M S\ =~ — _
N\ S/
50 52

mas selectivo.
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Figura 5.2. Estructura de los 4 compuestos que presentaron actividad antiviral igual o menor que la de
los farmacos control (lopinavir, remdesivir y cloroquina, ICso = 9-22 uM).

El analisis de REA permitié identificar determinantes quimicos y estructurales
de la actividad para la familia de las arilidenonas, bis-heterociclos y

precursores y carboranos.

Algunos de los compuestos con destacada actividad inhibitoria in vitro no
presentaron actividad antiviral. Las discrepancias entre resultados de
diferentes ensayos resaltan la complejidad y necesidad de multiples enfoques
a la hora de abordar este tipo de interacciones. Hemos reconocido la
complejidad de evaluar interacciones proteina-proteina, la necesidad de
utilizar multiples ensayos y métodos para validar resultados, y la importancia
de considerar las variables experimentales que pueden influir en la

interpretacién de los datos.
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4.2 Perspectivas

La aparicion de nuevos CoVs o la remergencia de variantes mas letales de SARS-
CoV-2, representa una amenaza permanente para la salud publica. Su alta
prevalencia y distribucion mundial, su capacidad de saltar la barrera de especies, su
gran diversidad y capacidad de recombinacion genética sumado a la globalizacién y
al crecimiento de actividades que involucran animales-humanos-ecosistemas,
vuelve altamente probable el surgimiento de nuevos CoVs. Una evidencia clara de
ello ha sido que en solo dos décadas han surgido tres nuevos CoVs altamente
patogénicos para los humanos (MERS, SARS y SARS-CoV-2). Este escenario
epidemiolégico se ve agravado por factores ambientales/ecolégicos (cambio
climatico e invasion de habitats naturales de vectores y reservorios, etc), sociales
(pobreza, saneamiento y agua potable) y de salud publica (falta o limitada asistencia
médica) adversos en amplias regiones del mundo superpobladas. Por otro lado, un
dato no menor expuesto dramaticamente por la ultima pandemia ha sido la ausencia
casi total de farmacos dirigidos contra CoV. Esta situacion agravé el control primario
de los focos epidémicos y dejoé sin opciones terapéuticas a los casos severos de
COVID-19. Todo esto realza la necesidad de seguir investigando y desarrollando

nuevos farmacos y herramientas de estudio para estos virus (16—-18).

En este estudio, se han identificado compuestos con actividad contra la interaccion
Spike/ACE2 y/o anti-SARS-CoV-2 en las condiciones mencionadas. Sin embargo,
las condiciones de ensayo empleadas no permiten discriminar de manera certera el
origen de la actividad biolégica observada, aunque aportan indicios preliminares.
Por ejemplo, una baja carga viral puede ser causada no solo por bloqueo del
ingreso del virus a la célula, sino también por actividad virucida o por la inhibicién de
la replicacion viral por accion de los compuestos sobre (otros) blancos moleculares

virales y/o de la célula huésped.

A futuro, para aquellos compuestos que han demostrado una destacada actividad
antiviral, como los compuestos 50, 52 y 116, habria que realizar estudios
adicionales para confirmar que esta actividad esta vinculada exclusivamente a la
inhibicion de esta interaccion o si son otros los blancos moleculares de su accion.
Una vez confirmado el blanco molecular, se propone llevar a cabo estudios

estructura-actividad para elucidar el farmacoforo con el objetivo de optimizar la
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molécula y mejorar la eficacia del compuesto, asi como también ensayos que
permitan comprender el mecanismo de accion. Un foco especial de estudio deberia
ser elucidar el sitio especifico de Spike y/lo ACE2 al cual los mismos se estan
uniendo, ya que los hits identificados pertenecen a familias quimicas que no
guardan relacion estructural. Posiblemente, estos compuestos se estén uniendo a
regiones diferentes de estas proteinas. Este analisis podria llevar a plantearnos
posibles combinaciones de compuestos y al diseio de nuevas moléculas mediante
hibridacién molecular, preservando los farmacoforos de cada molécula. Como se
menciond en la introduccion la terapia combinada se presenta como una opcion
ideal a la hora de tratar infecciones por virus de ARN, considerando sus altas tasas
mutacionales. También es importante determinar si los compuestos con actividad
antiviral afectan a multiples blancos ya que cada vez hay mas evidencia que varios
compuestos tienen actividad sobre mas de un blanco molecular. Los farmacos
multitarget ofrecen ventajas significativas, como mayor eficacia, reducen el riesgo de
surgimiento de resistencia a farmacos al afectar multiples puntos en una via
bioldgica, menor toxicidad (191). También seria importante estudiar los hits aqui
identificados contra las variantes actualmente en circulacién, asi como evaluar la
actividad inhibitoria contra la Spike de al menos las variantes identificadas como de
preocupacion, ya que esta informacion seria valiosa para comprender el mecanismo

de unién ligando-receptor.

En el caso de compuestos que han mostrado actividad contra la interfaz Spike
/ACE2, pero no han presentado actividad antiviral, como lo son compuestos
pertenecientes a la familia de las arilidenonas, carboranos, bis-heterociclos, entre
otros, se deberian realizar estudios para comprender los posibles mecanismos

subyacentes a esta discrepancia con el fin de optimizar las moléculas.

Por ultimo, mas alla de su potencial aplicacion como farmacos, estos compuestos
podrian desempefiar un papel crucial como herramientas valiosas para continuar
esclareciendo los procesos moleculares involucrados en la interaccién entre estas
dos proteinas y por ende comprender los complejos mecanismos de relacién entre
el virus y la célula huésped, principalmente a nivel de reconocimiento e

internalizacién del patégeno.
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Tabla A1

Compuesto SMILES Ensayos Referencias
in silico
VE607 C1CCN(CC1)CIC@@H](COC2=CC(=CC=C2)0C[C@HI(CN3CCCCe3)o) | o
o in vitro, contra SARS-CoV 1-3
. in silico
Luteolin A
C1=CC(=C(C=C1C2=CC(=0)C3=C(C=C(C=C302)0)0)0)O in vitro, contra SARS-CoV 1,4-6
Tetra-o-galoil-B-d-glucosa C1=C(C=C(C(=C10)0)0)C(=0)OCIC@@HI2IC@HI([C@ @HI(IC@H]([ in silico
-0- -B-d- C@@H](02)0C(=0)C3=CC(=C(C(=C3)0)0)0)0C(=0)Ca=CC(=C(C(=C | . -
4)0)0)0)0C(=0)C5=CC{=C(C(=C5)0)0)0)0 in vitro, contra SARS-CoV 1,4,2006
H 'd' C[C@H]1[ce@H]([C@H]([C@H]([C@@H](01)oC[C@@H]2[C@H](
esperidina [C@@H]([C@H]([C@@H](02)0C3=CC(=CAC(=0)C[C@H](OCA4=C3)C . e
P 5=CC(=C(C=C5)0C)0)0)0)0)0)0)0)0 in silico 7-9
. in silico
Emodin -
(CC1=CC2=C(C(=C1)0)C(=0)C3=C(C2=0)C=C(C=C30)0 in vitro, contra SARS-CoV 10-12
in silico
SSAAQ9E2 L
CN1CCN(CC1)C2=CC=C(C=C2)CNC(=0)C3=CC=NO3 in vitro, contra SARS-CoV 4,13
Atovacuona C1CC(CCC1C2=CC=C(C=C2)CI)C3=C(C4=CC=CC=CAC(=0)C3=0)0 in silico 14
] CCC(C)CIC(CCC2(0T)CCICC(02)CC=C(CIC(C=CC=CACOCSCA(CIC=Cl
C50)C)C(=0)03)0)C)OCECC(C(C(O6)C)OCTCC(C(C(O7)CI0)0C)OCIC R
Ilvermectina )C)C(=0)03)0)C) (c( ()c) ) (C(c(07)C)0)oC)OC) in silico 10'14
. CCIC=CC=CC=CC=Ce=Ce=Ce=Ca(ceac(C(cc(02)(Ce(celc(cec(ce(
C(=0)0C(C(C10)C)C)0}0)0)0)0)0)0)C(=0)0)0C3C(C(C(C(O3)C)O! -
Anfotericina b (=0)oc(c( )))))))l\)l)ojj( )O) (c(c(c(03)C)0) in silico 14
- N CC1CC(=CCCaCC(CC3(02)CCI=NOC)CIC(03)C(=CC(CICIC)CIOC(=0)C Y
Moxidectina 4C=C(C(C5CA(C(=CC=C1)C05)0)0)C)C in silico 14
. in silico
Arbidol CCOC(=0)C1=C(N(C2=CC(=C(C(=C21)CN(C)C)O)BrICICSCa=Ce=Ce=C | = .
3 in vitro, contra SARS-CoV-2 15-18
. 0C1=CC=CC(CCNIC@ @HI2C[C@HI(C3=NN=C(CO)N3CCOC)C2)=0) o
Spike_RMO03 o in silico 19
. OCCCINLCCINI(C=C(CINCCC2=CC(C([0])=0)=CC=C2)=O)NI3)=C3[C o
Spike_RM14 eame=ct gH]1c4:cé:£2324,30 FOIB=C3t in silico 19
- 0]C(C1=CC=CC(C(N2[C@H](C3=NC(C)=NN3)CCN(C(CCA=CC=CC=Ca T
Spike_RM15 (ot et ):oi(ccz,:o',:)mzo) (“ in silico 19
- FC(FIOCI=C(C=CC=C1)[C@ @H](CINC(CC2=CSC(N3CCNC3=0)=N2)= -
Spike_RM25 Aoc=c lceeHeona : =) in silico 19
- 0=CINC(N(CC(N2CIC@ @H](0)[C@HI(CC3=CC(C)=NN3)C2)=0)C=C1 -
Spike_RM30 hiccnzcice et ”)=O lccea@mmsica-or in silico 19
- NC(C1=CC=C(NC(IC@H]2CCON(C(C3=CC=C(FIC=C3)=0)C2)=0)C=CL, o
Spike_RM29 ¢ et ((G=ce=ancarooiec in silico 19
- CC1=CC(N2)=C(C=C(CIN@HI3CIC@ @H](0)[C@H](CCA=CC(C)=NN4 o
Spike_RM09 (Nap=cte=ct cz,cm)c:c(l ( ’ in silico 19
Spike_RM24 0=CIN(C2=CC=C(C(NC3=CC(C4=NC=CN4)=CC=C3)=0)C=C2)CCN1 in silico 19
Promazine in silico
CN(C)CCCN1C2=CC=CC=C25C3=CC=CC=C31 in vitro, contra SARS-CoV-2 11, 20
AP-NP 0C1=CC=CC=C1C2=C(C3=CCA=CC=CC=CAC=C3)C=NC(N)=N2 in silico 21
AP-3-OMe-P 0C1=C(C2=NC(N)=NC=C2C3=CC{OC)=CC=C3)C=CC=C1 in silico 21
AP-4-Me-P 0C1=CC=CC=C1C2=C(C3=CC=C(C)C=C3)C=NC(N)=N2 in silico 21
Hidroxicloroquina CCN(CCCC(C)NCL=C2C=CC(=CC2=NC=C1)Cl)CCO in silico 22
Artemisinina €C1CCC2C(C(=0)0C3C24C1CCC(03)(004)C)C in silico 22

P - . CCICCC2C(C(0C3C24C1CCC(03)(004)C)OCC5=CC=C(C=CS)C(=0)0 -

Acido artelinico “ 03100419 (eid=00) in silico 22
Artesunato CCLCCCAC(C(0C3C24C1CCC(03)(004)C)0C(=0)CCC(=0)0)C in silico 22
Artemisona CC1CCC2C(C(0C3C24C1CCC(03)(004)CNSCCS(=0)(=0)CC5)C in silico 22
Artemisida CC1CCC2C(C(0C3C24C1CCC(03)(004)CINSCCSCCS)C in silico 22

Artenimol CC1CCC2C(C(0C3C24C1CCC(03)(004)C)0)C in silico 22
Artemotilo CCOC1C(C2CCC(C3C24C(01)0C(CC3)(004)C)C)C in silico 22
Artemeter CC1CCCaC(C(0C3C24C1CCC(03)(004)C)0C)C in silico 22
PubChem CID: 90667934 CC1CCC2C(C(0C3C24C1CCC(03)(004)C)NSCCS(=0)CC5)C in silico 22
PubChem CID: 122185220 CC1CCC2C(C(0C3C24C1CCC(03)(004)C)CCCO)C in silico 22
PubChem CID: 10380074 CC1CCC20(COC3C24C1CCC(03)(004]TISIC in silico 22
Kaempferol C1=CC(=CC=C1C2=C(C(=0)C3=C(C=C(C=C302)0)0)0)O in silico 23
. in silico
Quercetina -
C1=CC(=C(C=C1C2=C(C(=0)C3=C(C=C(C=C302)0)0)0)0)0 in vitro, contra SARS-CoV 6,23
Fisetina C1=CC(=C(C=C1C2=C(C(=0)C3=C(02)C=C(C=C3)0)0)0)0 in silico 23
Glicirrizi de di ] CC1(C2CCC3(C(C2(CCCIOCAC(C(CIC(04)C(=0)0)0)0)OCSC(CIC(C(O
5)C(=0)0)0)0)0)C)C(=0)C=C6C3(CCCT(C6CC(CCT)(C)C(=0)0)C)CIC -
icirrizinato de diamonio )C(=0)0)0)0)0)C)C(=0) c,:\l.N ( (CC7)(C)C(=0)0)C)C)C) in silico 24
T CCIC(C(CC(01)0C2C(0C(CC20)0C3C(0C(CC30)0CACCCS(CICAICCT y
Digitoxina 6C5CCCT(CH(CCCTC8=CC(=0)0C8)0)C)CIC)CI0)0 in silico 24
. CC1CCC2CC(C(=CC=CC=CC(CC(C(=0)C(C(C(=CC(C(=0)CC(OC(=0)C3C
CCCN3C(=0)C(=0)C1(02)0)C(C)CCACCC(C(CA)0C)0)CIC)0)OCICIC -
RapamICIna (=0)C(=0)C1(02)0) (é)oc (C(C4)0C)0)C)C)0)0C)C)C) in silico 24
, CC1C=CC=C(C(=0)NC2=C(C3=C(C4=C(C(=C30)C)OC(C4=0)(0C=CC(C
Rifaximina (C(C(C(C(C10)C)0)C)OC(=0)C)C)OC)C)C5=C2N6C=CC(=CCB=NS)C)O) L
c in silico 24
X CCIC(C(CC(01)0CC2C(C(C(C(02)0C3=C(OCA=CC(=CC(=CAC3=0)0) -
Rutina 0)C5=CC(=C(C=C5)0)0)0)0)0)0)0)0 in silico 25,26




Tabla A1

Compuesto SMILES Ensayos Referencias
Ritonavir G NGOG o<k insilico 27,28
Eriodictiol C1C(0C2=CC(=CC(=C2C1=0)0)0)C3=CC(=C(C=C3)0)0 in silico 28
Naloxegol coccoccoccoccoccciglclijc)ccgﬁéiiizc()?cc4=c5cz(c1oc5=c(c in silico 27

Nitrofurantoina C1C(=0INCI=OININ=CC2=CC=Cl02}IN+}i=0l[0-] in silico 29
Piruvato de isoniazida CC(=NNC(=0]C1=CC=NC=C1)C(=0)0 in silico 29

Hipericina OGO OIS in silico 29
Ergoloide B e e in silico 29

Cefarantina e CCIE ool o in silico 29
Pemirolast CC1=CC=CN2C1=NC=C(C2=0)C3=NNN=N3 in silico 29
Bisoxatina C1=CC=C2C(=C1NC(=0)C(02)(C3=CC=C(C=C3)0)C4=CC=C(C=C4)0 in silico 29
3 ) in silico

Nitazoxanida CC(=0)0C1=CC=CC=CLC(=0)NC2=NC=C(S2)[N+](=0)([0-] in vitro, contra SARS-CoV 30,31

Azitromicina CCC1C(C(C(N(CC(CC(C(C(C(C(C(=0)01)C)0C2CC(C(C(02)C)0)(C)oC) | . . in silico

€)0C3C(C(CC(03)CIN(C)C)0)(C)0)C)C)C)0)(C)0 in vitro, contra SARS-CoV-2 31
. . in silico
Niclosamida C1=CC(=C(C=C1[N+](=0)[0-])CINC(=0)C2=C(C=CC(=C2)CI)O in vitro, contra SARS-CoV-2 31
Acido glicirricico acaaeiaciconoooooatdads | silico
c in vitro, contra SARS-CoV-2 32
Metasulfobenzoato de dexametasona | €1¢@cc-clolcccticlceicil oicontoics-cd- in silico 33
Nilotinib cc1=c|c=c(c=c1|cc(mlzféac:h(xgiiﬂfg)gg)N3c=c|N=c3)c|N in silico 33
Sonidegib CCK:N(CC(Ol)C)CZ=NC=Céizi§)0'\(‘:f§(2}§3=CC=CC(=C3C)C4=CC=C( I.n SiI[CO 33

Enasidenib CC(C)(CNCl:NC(:NC(:N1)C32)ZV(\IFC)((:)CF()I;CZ|C(F)(F)F)NC3=CC(=NC=C in silico 33

Regorafenib CNc(=o)c1=Nc=cc(=c1)oc)ch)ccz(:S(tzF()cFTFcz)Ncpo)Nc3=cc(=c(c=c3 in silico 33

Capmatinib CNc(=o)c1=c(c=c(c=c1)cz):ﬁ:vs;(;;:)r:=c3N=cz)cc4=cc5=c(c=c4 in silico 33

Escutelarina c1:cc(:cc:c1cz:cc(:o))ga);%c)gg]c;]cgoz|oc4c(c(c(c(o4)c(:0 in silico 34
Lurasidona CICCC(C(Cl)CNZCCN(CCZ)((::?;;\I)i%‘I;E%:CC:C43iCNSC(:O)C5C7CC in Sillco 35

Fananserina ClCN(CCN1CCCN2C3:CC:CC4Z§§;:(:CC:C4)SZ(:O):O)C5:CC:C(C: I.n Sillco 35

Nicoﬁanamina C].CN([C@@H]].C(:O)O)CC[C@@;‘H]'C[:OJOJNCC[C@@H](C(:O)O) I.n Sillco 10

Hcal CLCC(CN(C1)C2CCN(CC2)C3=CAC=C(C=CCA=NC=C3)CI)O in silico 33

cal C1CCC(C(CI)N)NC2=C3C=CC(=CC3=NC=C2)C] in silico 33

Mircetina C1=C(C=C{C(=C10)0)0) C2=C(C(=0)C3=C(C=C(C=C302)0)0)0 in silico 36

Morin C1=CC(=C(C=C10)0)C2=C{C(=0)C3=C(C=C(C=C302)0)0)0 in silico 36

Galangina C1=CC=C(C=C1)C2=C(C(=0)C3=C(C=C(C=C302)0)0)0 in silico 36

Herbacetina C1=CC(=CC=C1C2=C(C(=0)C3=C(02)C(=C(C=C30)0)0)0)O in silico 36

Quercetina-0O-pentésido A i v in silico 36

Quercetina-O-ramnésido O oo e e lao2101010)= in silico 36

Kaempferol-O-pentésido B O S in silico 36

Quercetina-3-0-vicianésido o e in silico 36
i L. L. 0=C1C(0[C@@H]2[C@@H]([C@H]([C@@H]([C@@H](C(0)=0)02)

quercetina-3-O-glucurénido-7-0-glucdsido 0)0)0)=3]((:f;éc(;aﬁiccgg:]s(ic%c'gz%Eggg)@fg;chfH1(IC@ in silico 36

quercetina-7-O-galactésido O oo o een in silico 36

Tizoxanida C1=CC=C(C(=C1)C(=0)NC2=NC=C(52)[N+](=0)[0-))0 in silico 15

Dolutegravir CC1CCOC2N1C(=0]CS:C(C(=O)§J(F=)%N3CZ]C|=0)NCC4=C(C=C(C=C4) I.n SI.IICO 15
Bictegravir C1CCZCC1N3C(02)CN4C=C(Cé:2;(;;:'(;4c3=0)0]C(:O]NCC5=C(C=C( in SiI[CO 15

Ti-1 0C1=C(CNC2=NC=C(C{0)=0)52)=0)C=CC=CL in silico 15

Ti-2 0C1=C(C(NC2=CC(N(=0)=0)=CC=N2)=0)C=CC=C1 in silico 15

Ti-3 0C1=C(C(NC2=NC=C(C(0)=0)52)=0)C=C(C(0)=0)C=C1 in silico 15

BD1 0C1=CC=C(NC(C2=CN(CCN(C(C)(C)C)C3=0)C3=C(0)C2=0)=0)C=C1 in silico 15

BD2 NC1=CC=C(NC(C2=CN(CCN(C(C)(C)C)C3=0)C3=C(0)C2=0)=0)C=C1 in silico 15

BD3 o=c(c1=CN(ccw(c(c)c)cz:olcg)zi(gc1=o)Nc3=c(c)c=c(s(=o)(N) in silico 15

Clorhidrato de bromhexina CN(CCI=C(C(=CC(=C1)BrBIN)C2CCCCC2 .l in vitro, contra SARS-CoV-2 37

Clorhidrato de ambroxol C1CC(CCCINCC2=C(C(=CC(=C2)BrBIN)O.CI in vitro, contra SARS-CoV-2 37
Rojo Congo | insiieo

in vitro, contra SARS-CoV-2 38

[Na+]




Tabla A1

Compuesto SMILES Ensayos Referencias
Di iolet 1 CC1=CC(=C(C(=C1)3(=0)(=0)[0-])N=NC2=CC(=C(C=C2C)N=NC3=C(C in silico
irect violet =C4C=C(C=CC4=C30)NC5=CC=CaCj]CS)Sl=0)(=O)[O-])0C)C.[Na+].[N in vitro, contra SARS-CoV-2 38
Azul de Evans Sesaneeane e anaa | nsilo
6N)S(=0)(=0)[0-1)5(=0)(=0)[0)0.[Na] [Na] [Na+] [Na+] in vitro, contra SARS-CoV-2 38, 39
in silico
PRi-c2s0n oo i | in vitro, contra SARS-CoV-2| 38
DRI-C91005 0C1=CC(S(=0)(0)=0)=CC2=CC=C(NC(C3=CC=C(C4=CC=C(C(NCs=CC | . . in silico
6=C(0)C=C(5(=0)(0)=0)C=C6C=C5)=0)C=C4)C=C3)=0)C=C12 in vitro, contra SARS-CoV-2 38
Carvacrol CC1=CC=ClElCIEIC=C10 in silico 40
Cinamaldehido C1=CC=C(C=CLIC=CC=0 in silico 40
Acetato de cinamilo CC(=0)0CC=CC1=CC=CC=CL in silico 40
Geraniol CCl=ceec(=CCoja)C in silico 40
L-4-terpineol caa=ceciecen)(cgao in silico 40
Anetol CCCC1=CC=Ce=CA)OC in silico 40
Timol CC1=CCi=Cle=CLIla0)0 in silico 40
Pulegona R r— in silico 40
Denopamina COC1=C{C=C(C=C1)CCNCC{C2=CC=C(C=C2)0)0)0C in silico 41
Bomet0|0| CC(:O)COCIZCZC(:C(C:CI)Ogggl)\lNC;(B:CC(:C(C:C3)0C]OC)O)CC in Sillco 41
Naminterol CC(CC1=CC=C(C=C1)OCINCC(C2=CC{=CC(=C2)CO)N)O in silico 41
Roﬁgapﬁda CC[C|:O]NCC(:O)CN(Ll\(l:(;ngg(é(;z(;))gl)i;((i’:;g{;o)CZCCCNZC[:O) I.n SI/[CO 41
. C1=CC=C(C=C1)COC2=C(C=C(C=C2)C3=C(C(=0)C4=C(03)C=C(C=C40
Benzquerclna CCSZCC:CC:CS)OCCSZCC:CCZC;);OCC7:CC:CC:C7)OCC8:CC:CC: in 5[//(_‘0 41
Corilagina o e o o< | in vitro, contra SARS-CoV-2 42
Simeprevir B S e in silico 43
Lumacaftor e oo MRS iy yitro, contra SARS-CoV-2 39,43
Rilapladib R s et L in silico 44
Resveratrol C1=CC(=CC=C1C=CC2=CC(=CC(=C2)0)0)0 in silico 45
Lifitegrast de sodio e M| in vitro, contra SARS-CoV-2 39
Azul de metileno CN(C)CL=CC2=ClC=CLIN=CBC=COi=INAI(CICIC=Cas2 in vitro, contra SARS-CoV-2 47
Ceftazidima CC(C)(C(=0)0)ON=C(C1=CSC(=N1)N)C(=0)NC2C3N(C2=0)C(=C(CS3) In V[tro, Contra SARS-CO V—Z 46

C[N+]4=CC=CC=C4)C(=0)[0-]
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