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RESUMO DO PROJETO

Expressar e purificar as proteases quimiotripsinalike protese (Mpro) and papain-like protease (PLpro),
bem como realizar a prospeccao de moléculas inibitdrias (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 caracterizacéo dos inibidores para os ensaios

M3- 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, apés 0s
primeiros teste, constatamos que um deles apresentou erro na
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dificuldades técnicas de obter a proteina recombinante da Mpro, por
isso estamos padronizando a expressao, o que esta atrasando o

. - . . . ~ Concluido
PLPro (Meta 1). 10/11/20 sintese. A empresa ja enviou o plasmideo mas ainda néo recebemos
no laboratdrio.
Etapa 2: obtenc&o de moléculas (6leos essenciais, moléculas . . - L, .
. I . o Oleos essenciais a serem aquiridos ja foram escolhidos, bem como
oriundas da quimioteca do Museu Nacional de Histéria Natural . .
- . ; : 30/01/21:0s inibidores (controle) das duas proteases. Os substratos das Concluido
de Paris e moléculas resultantes de triagem virtual) para s .
. o proteases Mpro e PL-pro também j& foram selecionados.
avaliar o potencial inibitério das protease PLPro e Mpro.
essa etapa foi iniciada, mas devido ao problema com um plasmideo,
Etapa 3: expresséo e purificagcdo das enzimas recombinantes somente o estudo da Mpro estd em anadamento. Estamos com .
20/07/21 em desenvolvimento




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

10/08/21

Triagem experimentacional sera iniciada apos a etapa 3. Etapa de
triagem computacional j4 iniciada: 1) catalogacdo das estruturas
guimicas dos compostos da biblioteca do MNHN; 2) preparacdo dos
compostos, para realizacédo dos célculos de docking molecular 3)
analise e selecdo das estruturas 3D e conformacdes 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 enzimatica (IC50) dos compostos mais
promissores provenientes da etapa de triagem; (Meta 2)

20/11/21

Triagem experimentacional serd iniciada apds a etapa 3.

em desenvolvimento

Etapa 6: Realizar a caracterizacao bioquimica dos melhores

— 4 inici 5 N&o iniciado
inibidores (Meta 2) 15/01/22:seré iniciada apods a etapa 5
Etapa 7: - Realizar ensaios antivirais dos compostos com P . .
melhores atividade inibitorias (Meta 3). 15/02/22:sera iniciada apos a etapa 6 ao iniciado
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PRINCIPAIS ACOES REALIZADAS (PERIODO ANTERIOR) nov/21

Estamos aguardando a chegada dos compostos para a realizagdo dos testes enzimaticos com a PLPro. Sobre a Mpro, a enzima foi expressa e purificada com sucesso, no entanto ainda
estamos padronizando o teste de atividade da enzima. Estamos ainda aguardando a importagdo de um novo substrato para ser testado com a enzima. Sobre a etapa computacional,
estamos finalizando a realizagdo dos dockings com ativos e inativos da Mpro contra todas as 4 estruturas e o célculo das métricas de validagao do docking

PRINCIPAIS ACOES PLANEJADAS (PROXIMO PERIODO) dez/21

As proximas etapas serdo: 1) realizagcdo dos ensaios de atividade enzimética da Plpro e MPro frente aos compostos oriundos do screening virtual 2) finalizagdo dos dockings com ativos
e inativos da Mpro contra todas as 4 estrutura e calculo das métricas de validacéo do docking

INFORMACOES RELEVANTES PARA STAKEHOLDERS







