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INTRODUGAO:

Os aminoadamantanos, como a amantadina, a memantina e a rimantadina, sdo moléculas
obtidas a partir da funcionalizagdo do adamantano. A amantadina (atd) e a rimantadina (rtd) sé&o
utilizadas como agentes na prevengdo e tratamento de infecgbes pelo virus Influenza A, enquanto a
memantina (mtn) é utilizada para tratar condi¢cdes neurodegenerativas como a doenga de Alzheimer [1],
[2]. O Pd(Il) possui estrutura eletrénica e modos de coordenacdo semelhantes a Pt(Il), além de possuir
atividades antineopléasicas e antimicrobianas conhecidas, o que motiva a coordenagdo dos
aminoadamantanos a esse metal como estratégia para aumentar suas atividades antivirais [3].
Recentemente estivemos diante de umas das maiores crises sanitarias ja vividas no mundo, causada
pelo SARS-COV-2, o que reforca a necessidade da busca constante por novos farmacos para o
tratamento de diversos males, com énfase a doencas infecciosas [4]. Para tal finalidade, modificar
farmacos j& utilizados na clinica ou coordené-los a metais com reconhecida atividade antimicrobiana sao
alternativas para desenvolver novas moléculas com potencial farmacoldgico [5]. Com isso em mente,
complexos de Pd(ll) com amantadina, memantina e
rimantadina foram sintetizados, caracterizados e avaliados
guanto as suas atividades antivirais sobre o virus SARS-
COV-2. Os complexos metalicos, denominados Pd-atd, Pd-
mtn e Pd-rtd, inibiram significativamente a replicacdo do
SARS-COV-2 em 50,8% (2 uM), 97,2% (10 uM) e 71,1%

(10 pM), respectivamente, o que encorajou uma

Figura 1: Estrutura cristalina obtida para o
investigacdo mais aprofundada sobre os possiveis alvos complexo de Pd(ll) com memantina.

moleculares dos complexos.
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METODOLOGIA:

Interacdo com N-acetil-L-cisteina: A interacdo entre os complexos de Pd(ll) e o amino&cido N-
acetil-L-cisteina (NAC, obtido dos laboratérios Acros Organics) foi monitorada via espectroscopia de
ressonancia magnética nuclear de hidrogénio, *H-RMN. A reacéo foi primeiramente monitorada via *H-
RMN durante 24 horas, a 37°C. Os equivalentes molares do complexo e NAC foram dissolvidos em
DMSO deuterado nas concentracdes de 500 uM na reacdo com Pd-atd e 2000 uM nas reagbes com Pd-
rtd e Pd-mtn.

Interacdo com DNA: Experimentos de eletroforese em gel de agarose foram conduzidos para
avaliar a interacdo entre os complexos de Pd(Il) e o DNA do plasmideo pUC19 (obtido da Invitrogen).
Os complexos foram solubilizados em DMSO e dissolvidos em agua e tampdo PBS para as
concentracdes finais variando de 5 a 100 pM, para um volume final de amostra de 20 pL. As amostras
foram incubadas com o plasmideo (200 ng por amostra) por 2 h a 37°C, tratadas com corante de carga
e aplicadas a matriz de gel de agarose 1,2%, previamente corada com SYBRSafe. A corrida foi
conduzida em tampéao TAE, com o potencial aplicado de 70 V durante 1 h, e o gel foi fotodocumentado
usando um GelDoc-It Imager. Amostras contendo apenas pUC19 ou pUC19 e DMSO foram usadas
como controle.

Inibicdo dainteragéo entre as proteinas S Spike SARS-CoV-2 e ACE2: A inibi¢cdo da interacao
Spike-ACE2 foi medida usando o kit SARS-CoV-2 Inhibitor Screening Assay (Adipogen, Cat. N° AG-
48B-0001-KlI01). Todos os reagentes foram usados do mesmo kit durante experimentos individuais e 0s
experimentos foram realizados usando o protocolo do fabricante. Resumidamente, o dominio de ligacédo
do receptor S Spike SARS-CoV-2 (RBD): Fc (humano) (rec.) (SPIKE) foi reconstituido para 0,1 mg/mL
com agua deionizada. Isso foi posteriormente diluido para uma concentracdo de trabalho de 1 pg/mL em
solucéo salina tamponada com fosfato (PBS) e usado recentemente. A placa de ensaio foi revestida com
100 uL/poco de SPIKE, coberta com um filme plastico e mantida a 4 °C durante a noite. O liquido foi
aspirado e qualquer liquido restante foi removido por meio de batidas contra papéis absorventes limpos.
A placa foi bloqueada usando 200 L de tampéo de bloqueio por poc¢o por 2 h em temperatura ambiente.
O liquido foi aspirado e os pocos foram lavados com tampé&o de lavagem 1X (300 uLx3 vezes). Todo o
liquido foi aspirado e o excesso de liquido foi removido. Os inibidores (complexos metalicos, controles,
referéncia) foram diluidos em solucdo de mistura de inibidores (IMS), que foi preparada usando ACE2
(humano) (rec.) (biotina) (ACEZ2) (solucdo estoque 0,1 mg/mL) para a concentracdo de trabalho de 0,5
Mg/mL em tampdo ELISA 1X. Solugfes estoque frescas dos inibidores foram feitas em DMSO ou agua
(Pd-atd, Pd-mtn, Pd-rtd, atdH, mtnH, rtdH e K,PdCl.) e a concentracao final do veiculo nos pocos foi de
0,5%. Os inibidores diluidos em IMS foram adicionados aos poc¢os (100 pL/pogo). As concentragdes
finais dos inibidores foram de 100 uM para a triagem de dosagem Unica. Os pocos de controle negativo
também foram tratados com 0,5% de DMSO em IMS. A placa foi coberta com um filme plastico e
incubada a 37 °C por 1 h, apés o que a etapa de aspiracdo/lavagem foi repetida. Em seguida, a

estreptavidina marcada com peroxidase de raiz-forte (HRP) foi reconstituida com 100 uL de tampéao
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ELISA 1X e posteriormente diluida para uma concentracé@o de trabalho pela adi¢cdo de 50 yL em 10 mL
de tampdo ELISA 1X (diluicdo 1:200). Foi coberta com um filme plastico e incubada a temperatura
ambiente por 1 h. Em seguida, a etapa de aspiracdo/lavagem descrita anteriormente foi repetida. O
desenvolvimento do substrato foi conduzido pela adicdo de 100 yL de 3,3’,5,5-tetrametilbenzidina (TMB)
pronta para uso a cada poco por 5 minutos em temperatura ambiente. A reacdo foi interrompida pela
adicdo de 50 yL de uma solucdo de parada (H.SO., 5M). A OD foi medida a 450 nm usando um
espectrofotbmetro UV-visivel BioTek Sinergy H4 microplate reader (BioTek Instruments, Winooski, VT,
EUA). O valor de absorbancia individual do po¢co em branco foi subtraido dos outros valores de
absorbancia e a porcentagem da atividade restante foi calculada em relacdo aos valores de controle ndo
tratados. Todos os tratamentos foram feitos em duplicatas e dois experimentos independentes foram
realizados.

RESULTADOS E DISCUSSAO:

O aminoécido N-acetil-L-cisteina foi utilizado como modelo (molécula pequena) para se avaliar a
possivel interacdo dos complexos de Pd(ll) com peptideos e proteinas. Nos espectros de 'H-RMN
medidos ao longo do tempo, é possivel observar a diminuicAo dos sinais pertencentes ao
aminoadamantano coordenado e o aumento dos sinais pertencentes a sua forma livre. Além disso, os
sinais pertencentes ao NAC tém sua forma ou seu deslocamento quimico alterados. Isso sugere que
nessa reacao 0s ligantes . L

aminoadamantanos sdo substituidos .

por uma molécula de N-acetil-L- oy /

cisteina. A reacao comega __t=h

t=10h

imediatamente ap6s a mistura dos

t=6h

reagentes e termina apos 6 h para Pd-
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Figura 1: Espectros de 1H-RMN monitorando a reagdo entre Pd-mtn e NAC
complexos de Pd(ll). det=0at=24h.
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Para avaliar a interagdo com
nucleotideos como um possivel mecanismo para sua agdo antiviral, os complexos de Pd(Il) foram
submetidos a eletroforese em gel de agarose com DNA plasmidial. A Figura 3 representa os resultados
obtidos para os complexos e para o sal de partida KoPdCls, que foi usado na sintese dos complexos. A
medida que a concentracdo dos compostos aumenta, € possivel observar a alteracao no perfil

eletroforético da banda superenovelada (SC, do inglés supercoiled) do plasmideo, pois sua intensidade
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diminui e um rastro (smearing) se torna observavel, o que é uma caracteristica da interacéo de ions
metalicos ao DNA plasmidial. No entanto, embora esse efeito esteja presente apenas em concentracbes
mais altas para os complexos (acima de 75 uM), para o sal de Pd(ll) esse efeito esta presente desde 25
UM e com maior intensidade. Isso indica que o sal de partida € mais suscetivel a interagir com o0 DNA, e
gue a coordenacdo dos aminoadamantanos ao Pd(ll) diminui sua afinidade com essa biomolécula.

Assim, os resultados sugerem que os complexos de Pd(ll) com aminoadamantanos sao mais propensos

. . , Pd-atd K,PdClI
a interagir com peptideos 3) 375 21 WM D) 3700 on M
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! -+ + + + + + + + - + + + + + + + + + + DMSO
e que o DNA ndo é um
alvo molecular primério
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atividade dos complexos. 8) S7ec % . e o M
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A entrada do ' =
SARS-CoV-2 nas células- <0C
———————— W D G G G cm— w— —— . — <SC

alvo é facilitada pela
proteina  spike (S) dos Figura 2: Eletroforese em gel para avaliar a interagéo entre DNA plasmideo (a) Pd-atd (b)
coronavirus e mediada K:PdCls, (c) Pd-rtd) e (d) Pd-mtn, destacando a banda de DNA superenovelada (SC), a
pela enzima conversora banda de circulo aberto (OC) e a presenga (+) ou auséncia (-) de DMSO na amostra.
de angiotensina 2 (ACE2) como receptor de entrada [6]. Assim, inibir a ligacdo entre Spike e ACE2 seria
um possivel mecanismo para os complexos prejudicarem a entrada viral nas células. Para a triagem dos
complexos Pd(ll) para inibidores da interagdo S/ACEZ2, foi utilizado um ensaio ELISA, que mede a
interacdo do RBD da proteina S do SARS-CoV-2 com o receptor ACE2. Na Figura 4, os resultados da
triagem, cada um referente a um experimento independente, para os complexos Pd(ll) e os precursores
podem ser encontrados.

Os compostos testados ndo apresentaram atividade significativa, o que € consistente com 0s
dados obtidos por Butterworth [2]. O sal de Pd(ll) apresentou 150
atividade moderada de cerca de 30% de inibicdo, porém nédo o
suficiente para conduzir experimentos adicionais para determinar 100-
valores de ICso, 0 que é comparavel aos resultados obtidos por

Ott e colaboradores [6]. Isso indica que a inibicdo da interacao

Spike/ACEZ2 binding
(4]
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1

S/ACE2 ndo é o principal mecanismo de acgdo antiviral dos

complexos de Pd(Il) contra 0 SARS-COV-2, 0 que, juntamente

com os resultados de RMN para a reacdo com um aminoacido, 0 b{@} vs‘ @ gb b(,\ 82‘ °\°
— - . ~ N b‘ e
justifica a avaliacdo da interacdo dos complexos com outras A & &

<

roteinas. _ :
P Figura 3: Resultados da triagem para os
complexos de Pd(ll) e seus precursores para

inibidores da interag@o Spike/ACE2.
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CONCLUSOES:

Trés complexos de Pd(Il) com aminoadamantanos que se mostraram ativos sobre o SARS-COV-
2 foram estudados buscando compreender seus mecanismos de acgdo. Para investigar os alvos
moleculares para sua atividade sobre o virus SARS-COV-2, foi monitorada a interagdo entre os
complexos e o DNA plasmidial, via eletroforese em gel de agarose, e com o aminoacido N-acetil-L-
cisteina, via espectroscopia de *H-RMN. Apenas o sal inicial de Pd(Il) apresentou interagao significativa
com o DNA plasmidial, o que indica que o DNA ndo € um alvo molecular para os complexos testados,
enquanto a reagao entre os complexos de Pd(Il) e NAC foi verificada em DMSO. Os resultados sugerem
gue a reacao em DMSO ocorre com a substituicdo do ligante aminoadamantano por NAC. Usando a
interacdo com NAC como um modelo de molécula pequena para a interacdo com proteinas e peptideos,
os resultados indicam que os complexos de Pd(ll) com aminoadamantanos sao mais propensos a atingir
proteinas do que nucleotideos em seu mecanismo de acdo. Para investigar mais a fundo a interacao
entre os complexos de Pd(lIl) e proteinas, um ensaio ELISA foi conduzido para avaliar se os complexos
eram capazes de inibir a interagdo entre as proteinas Spike e ACE2, o que permite que o virus SARS-
COV-2 entre na célula humana. Os complexos de Pd(ll) mostraram pouca atividade quanto a inibigdo

da interagcéo da proteina Spike com a ACE2.
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