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RESUMO DO PROJETO

Expressar e purificar as proteases quimiotripsinalike protese (Mpro) and papain-like protease (PLpro),
bem como realizar a prospec¢do de moléculas inibitérias (naturais e/ou sintéticas) para as referidas
proteases e avaliar a atividade antiviral dos compostos com melhores atividades inibitérias.

'M1- Producdo das enzimas recombinantes

M2- Ensaios de inibicdo enzimatica e caracterizagdo dos inibidores para os ensaios

_MS- Ensaios antivirais

Principais etapas programadas

Etapa 1: sintese de plasmideos contendo o gene Mpro ou

Data Prevista

Estagio atual
Os plasmideos foram entregues no dia 22/01/2021, porém, apos 0s
primeiros teste, constatamos que um deles apresentou erro na
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(Meta 1)

dificuldades técnicas de obter a proteina recombinante da Mpro, por
isso estamos padronizando a expressao, o que esta atrasando o

. P . . i n nclui

PLPro (Meta 1). 10/11/20 sintese. A empresa ja enviou o plasmideo mas ainda ndo Concluido
recebemos no laboratorio.

Etapa 2: obtengao de moléculas (0leos essenciais, moléculas : . o L .

. I . NP Oleos essenciais a serem aquiridos ja foram escolhidos, bem como
oriundas da quimioteca do Museu Nacional de Histéria Natural A, .
. . ; ; 30/01/21:0s inibidores (controle) das duas proteases. Os substratos das Concluido
de Paris e moléculas resultantes de triagem virtual) para s .
. S proteases Mpro e PL-pro também ja foram selecionados.

avaliar o potencial inibitorio das protease PLPro e Mpro.
essa etapa foi iniciada, mas devido ao problema com um plasmideo,

Etapa 3: expresséo e purificacdo das enzimas recombinantes 20/07/21 somente o estudo da Mpro esta em anadamento. Estamos com Iniciado




Etapa 4. triagem dos compostos fornecidos pela biblioteca de
compostos do MNHN e 6leos essenciais pelos ensaios de
inibicdo enzimética (Meta 2). Triagem computacional (virtual
screening) das proteases com base nessa referida biblioteca.

10/08/21

Triagem experimentacional sera iniciada apds a etapa 3. Etapa de
triagem computacional j& iniciada: 1) catalogacéo das estruturas
quimicas dos compostos da biblioteca do MNHN; 2) preparagdo dos
compostos, para realizagdo dos célculos de docking molecular 3)
analise e sele¢do das estruturas 3D e conformagfes das enzimas
Mpro e PLpro disponiveis no Protein Data Bank.

em desenvolvimento

Etapa 5. Determinar o valor da concentracéo capaz de inibir

50% da atividade enziméatica (IC50) dos compostos mais 20/08/20: Triagem experimentacional sera iniciada apds a etapa 3. N&o iniciado
promissores provenientes da etapa de triagem; (Meta 2)

_Etlapa 6: Realizar a caracterizagdo bioquimica dos melhores 30/08/21 ser4 iniciada apés a etapa 5 N30 iniciado
inibidores (Meta 2)

Etapa 7: - Realizar ensaios antivirais dos compostos com 10/09/21: ser4 iniciada apés a etapa 6 NAo iniciado

melhores atividade inibitérias (Meta 3).

Pontos de atencéo Nivel risco

Atraso na conclusdo 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, identificamos que houve outro erro
de sintese por parte da empresa.

Resoluc¢éo / Providéncia

estamos trabalhando para indentificar a falha na expresséo das proteinas recombinantes.
Possivel erro de sintese, como ja constatado previamente.

Responsavel




PRINCIPAIS ACOES REALIZADAS (PERIODO ANTERIOR) juli21

No periodo, foi realizada a triagem virtual baseada em ensemble docking dos compostos da quimioteca do MNHN contra estruturas tridimensional da enzima PLpro, além de
expressao e purificagdo da enzima PLpro. Através dessa triagem, priorizaremos compostos, elucidaremos o modo de ligacao dos inibidores, e posteriormente validaremos os
resultados computacionais, através de ensaios enzimaticos. No periodo anterior, realizamos dockings utilizando o programa DockThor, mas a validagdo com ativos e inativos mostrou
que o programa nao apresentou bom desempenho para distinguir entre ativos e inativos. Dessa forma, optamos por utilizar apenas o programa Glide, que apresentou bom
desempenho e realizar um ensemble docking (docking utilizando diferentes conformacdes da proteina). Os compostos da quimioteca do MNHN ja haviam sido preparados
anteriormente. Além disso, ja havia sido realizada a catalogacao de inibidores da PLpro experimentalmente testados. Etapas da triagem computacional realizadas no periodo: 1)
analise e catalogacao das estruturas 3D da enzima PLpro, disponiveis no Protein Data Bank; 2) selecdo das estruturas 3D relevantes da PLpro, através do programa Bio3D (andlise
de componentes principais): PDB ID 7IN2, 7LBR, 6W9C, 6WX4, 6WZU e 7ML1Y ; 3) preparacao das seis estruturas 3D escolhidas (protonacao de residuos em pH 7,4); 4) preparacdo
dos grids de docking no sitio de ligag&o a ligantes ndo-covalentes (BL2 loop); 5) realiza¢&@o dos célculos de ensemble docking, utilizando o programa Glide; 6) sele¢édo dos top 10%
melhores resultados; 7) validagdo do ensemble docking com compostos ativos da PLpro e decoys e célculos dos parametros de validacdo. Em relagao a parte experimental do
projeto, houve éxito na expressdo da PLpro e estao sendo realizados ajustes na purificacdo e nos ensaios de atividade.

Também foram realizadas reunides semanais com a equipe de pesquisadores e estudantes para atualizagdes periddicas do trabalho.

PRINCIPAIS ACOES PLANEJADAS (PROXIMO PERIODO) ago/21 N

As proximas etapas serdo: 1) analise dos top 10% melhores resultados de docking (inspegéo visual baseada em Quimica Medicinal, andlise de propriedades drug-like dos
compostos); 2) priorizacdo de compostos; 3) predi¢cdo da atividade dos compostos em SARS-CoV-2, através de modelos de QSAR fenotipicos; 4) realizagdo dos ensaios de atividade
enzimatica da PLpro frente aos compostos.







