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NOK  ATENCAO OK
e purificar as p i inalike protese (Mpro) and papain-like protease (PLpro),
bem como realizar a prospecgéo de moléculas inibitérias (naturais e/ou smtétlcas) para as referidas X
e avaliar a atividade antiviral dos cc com ir

M1- Produgdo das enzimas recombinantes
M2- Ensaios de inibicdo enzimética e caracterizacdo dos inibidores para os ensaios
M3- Ensaios

Principais etapas programadas ta Prevista Estégio atual
Cer " Os plasmideos foram entregues no dia 22/01/2021, porém, apés 0s primeiros
Etapa 1: sintese de plasmideos contendo o gene Mpro ou " . "
10/11/20 teste, constatamos que um deles apresentou erro na sintese. A empresa ja Concluido
PLPro (Meta 1). N " . ~ o
enviou o plasmideo mas ainda n&o recebemos no laboratdrio.
E:E'::j:s zl:e:?:l?o?:cra”ﬁf‘li;‘f;fﬁ:;;::ﬁ;:ﬂi; &?ﬂglif;ll?rsal Oleos essenciais a serem aquiridos ja foram escolhidos, bem como os
de Pans e m?)leculas resultantes de triagem virtual) para 30/01/21:inibidores (controle) das duas proteases. Os substratos das proteases Mpro e :Em processo de aquisi¢éo.
9 p: PL-pro também ja foram selecionados.
essa etapa foi iniciada, mas devido ao problema com um plasmideo, somente o
Etapa 3: expressao e purificagdo das enzimas recombinantes 20007121 estudo da Mpro esta em anadamento. Estamos com dificuldades técnicas de Iniciado
(Meta 1) obter a proteina recombinante da Mpro, por isso estamos padronizando a
expressdo, o que esta atrasando o inicio da etapa de purificacéo.
Triagem experimentacional sera iniciada apés a etapa 3. Etapa de triagem
Etapa 4. triagem dos compostos fornecidos pela biblioteca de computacional ja iniciada: 1) catalogacdo das estruturas quimicas dos
compostos do MNHN e 6leos essenciais pelos ensaios de 10008121 compostos da biblioteca do MNHN; 2) preparagéo dos compostos, para Iniciado
inibicdo enzimatica (Meta 2). Triagem computacional (virtual realizagdo dos calculos de docking molecular 3) anlise e sele¢do das
screening) das proteases com base nessa referida biblioteca. estruturas 3D e conformagdes das enzimas Mpro e PLpro disponiveis no
Protein Data Bank.
Etapa 5. D inar o valor da &0 capaz de inibir
50% da atividads imatica (IC50) dos mais 20/08/20: Triagem experimentacional sera iniciada apds a etapa 3. Nao iniciado
promissores provenientes da etapa de triagem; (Meta 2)
Etapa 6: Realizar a caracterizagéo bioquimica dos melhores P . U
inibidores (Meta 2) 30/08/21:seré iniciada ap6s a etapa 5 Naéo iniciado
Etapa 7: - Realizar ensaios antivirais dos compostos com PR . s
melhores atividade inibitorias (Meta 3). 10/09/21: sera iniciada apés a etapa 6 Nao iniciado
Pontos de atencéo Nivel risco Resolugé&o / Providéncia Responsavel
Atraso na concluséo da Meta 1, devido a
problemas técnicos indentificados no
caso da PLPro, aue consisiiu no erro de . . estamos trabalhando para indentificar a falha na expi &o das proteil i Possivel erro
sintese de plasmideo, por parte da ainda baixo " e :
% de sintese, como ja constatado previamente.
empresa contratada. Com relagéo a
Mpro, identificamos que houve outro erro
de sintese por parte da empresa.
PRINCIPAIS ACOES REALIZADAS (PERIODO ANTERIOR) Més/Ano mai/21
Neste periodo foram realizadas reunies semanals com a equipe de pesquisadores e estudantes envolvidos no projeto. O projeto se encontra com atraso devido a dois erros de sintese cometido
pela empresa ja no relatério anterior. No entanto, desde janeiro de 2021 as alunas envolvidas no desenvolvimento desse projeto, realizam uma formag&o de
bioinformética com a Dra. Melina Mottin e nesse més de maio estamos aplicando esse conhecimento numa nova abordagem. Como alternativa para o ) do projeto, um
estudo de screenlng computacional de moléculas inibitérias da MPro e PLPro o que vai ampliar os objetivos iniciais do projeto e obteng&o de resultados. Nessa etapa, iremos realizar uma triagem
[ dos cc da i do MNHN que iré nos direcionar na realizagéo dos testes in vitro. Além do mais, analises de docking molecular contribuiréo Ppara elucidar o modo de
ligagao dos inibidores, e determinag&o do mecanismo catalitico. Etapa de triagem cc i jainiciada: 1) &0 das estruturas quimicas dos da do MNHN; 2)
p dos para izag&o dos célculos de docking molecular 3) anélise e selecdo das estruturas 3D e conformagdes das enzimas Mpro e PLpro disponiveis no Protein Data
Bank.

PRINCIPAIS ACOES PLANEJADAS (PROXIMO PERIODO) jun/21

As préximas etapas serdo: Realizagéo dos célculos de docking molecular; priorizagéo de compostos; predi¢éo da ativit dos e priorizagéo destes, em modelos QSAR fenotipico de
SARS-CoV-2; izagéo dos ensaios enzi . Expresséo das proteases recombinantes.
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