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Expressar e purificar as proteases d ik
(PLPro), bem como realizar a prospeceao de moléculas nibitorias (naturais elou sntéticas) para as
referidas proteases e avaliar a athidade antiviral dos compostos com melhores atividades inibitérias.

M1- Produgéo das enzimas
M2- Ensaios de inibicao enzimatica inibidores
M3-E
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Principais etapas p

'Os plasmideos foram eniregues no dia 22/01/2021, porém, apos s,
primeiros teste, constatamos que um deles apresentou erro na
sintese. A empresa ja enviou o plasmideo mas ainda ndo
recebemos no laboratdrio.

Etapa L: sintese de plasmideos contendo o gene Mpro ou

PLRro (Meta 1), 1011720 Concluido

Etapa 2: obtengao de moléculas (dleos essenciais, moléculas
oriundas da quimioteca do Museu Nacional de Historia
Natural de Paris e moléculas resultantes de triagem virtual)
para avalar o potencial inbitéro das protease PLP1o € Mpro

Greos essenciis a serem v aquiridos s foram escalhidos, bem como
le) das duas proteases. O Em pr q
prmgases Mpro e PLpro tambeém ja foram selecionados.
‘essa etapa fof iniciada, mas devido ao problema com
Etapa 3: expressao e purificagéo das enzimas recombinantes plasmideo, somente o estudo da Mpro esta em anadamento.
(Meta 1) 20007121 Estamos com dificuldades técnicas de obter a proteina
pro, por isso estamos
Triagem experimentacional serd iniciada apos a etapa 3. Etapa de

30001721

8

Iniciado

Etapa 4. tiagem dos compostos fornecidos pela biblioteca de triagem iniciada: 1)
compostos do MNHN e 6leos essenciais pelos ensaios de. i biblioteca
iment
. Triagem it 10108121 o5 compostos, pera realizagao dos calculos de docking molecular °™" desenvolvimento

(virtual
screening) das proteases com base nessa referida biblioteca.

st
enzimas Mpro e PLpro disponiveis no Protein Data Bank.

Etapa 5. Determinar o valor da concentragdo capaz de inibir
50% da atiidade enzimatica (IC50) dos compostos mais 20/08/20 Triagem experimentacional serd iniciada apds a etapa 3. Nao iniciado
promissores provenientes da etapa de tiagem; (Meta 2)

s :'el:;z:vz)a caracterizagao bioquimica dos melhores 30008121, seré inciada apds a etapa 5 Nao iniciado

Etapa 7: - Realizar en:
melhores atividade

s antivirais dos compostos com
rias (Meta 3), 10009721 seré iniciada apés a etapa 6 Néo iniciado

Pontos de atencao Nivel risco Resolugao / Providénci Responsavel

Auaso na conclusio da Meta 1, devido a
problemas técnicos indentificados no
caso da PLPro, que consistiu no erro de
sintese de plasmideo, por parte da ainda baixo
empresa contratada. Com relagéo a
Mpro, idenificamos que houve outro ero
de sintese por parte da empresa.

indentificar a falh: proteinas
. como &

PRINCIPAIS ACOES REALIZADAS (PERIODO ANTERIOR) jun/21

Neste period, fram realzadas aequipe de penomcas o tabalno. Realzamos a tiagem itual baseaca em
o protina PLoo Além de priorizan comuito,
pa.aemc.aaru modo de hgacan dos inibidores, e determinagao do mecanismo catalitico. Etapas da
[ :2) g calculos de docking
PH7.4),3) and 3D da enzima PL o Proten Data Bank (andise de componentes | pnnc\pa\s e
legio o 3D da PLpro PDB ID 7JN2 e 7LBR para realizagdo de ensemble docking: 5) preparagdo da estrutura 3D PDB ID 7N2
(proonacdo de residuos em o 4),6) pvepavacan o 1 de docking no s do BL2 oo 7 elizagdo cos calclosde docking para etrulura 7IN2 nos programas DockThor o
inibidores da P!

Gapiho dlculos dos validagao.

PRINCIPAIS ACOES PLANEJADAS (PROXIMO PERIODO} juz

As proximas et a & 3D PDB ID 7LBR Ao detesiduos om i 7.4) 2 realizaco dos clulos de doking para estuura 7LOR nos
programas DockThor e Glide; 3) andlises dos top 10% melhores resultados de docking de cada dos resultados estruturas
D3N o 7LER da PLpro, 108 dofs protramas. 5 ponzaga s compostos: ) preicas da e s compostoe em modeI0s GSAR fenalics de SARS-Cov-3: ) reatzacao dos
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