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Ensaio baseado em fluorescéncia para a identificacao de
inibidores da protease nsP2 do virus Chikungunya (CHIKV)

FERNANDES, Rafaela Sachetto!; OLIVA, Glaucius'; CIPRIANO, Lavinia'; FAIRHEAD, Michael?;
GODOY, Andre Schutzer de': DOLCI, Isabelal; NOSKE, Gabriela Dias!

lavinia@ifsc.usp.br

!nstituto de Fisica de Sdo Carlos — USP; 2Centre for Medicines Discovery CMD, University of Oxford

O virus Chikungunya (CHIKV), pertencente a familia Togaviridae, é o agente causador da febre
chikungunya, uma doenga debilitante que pode evoluir para artrite crénica. (1) Atualmente, ndo
existem tratamentos antivirais especificos disponiveis, o que torna urgente o desenvolvimento de terapias
direcionadas. (2) A protease viral (nsP2pro) é crucial para o processamento da poliproteina nsP1234
em quatro proteinas ndo-estruturais (nsPsl - 4), configurando-se como um alvo promissor para o
desenvolvimento de novos farmacos. (3) Neste estudo, foi obtida a nsP2pro recombinante e estabelecido
um ensaio enzimatico para a triagem de compostos com potencial acdo contra o CHIKV. A sequéncia da
protease (residuos 212 a 535) foi clonada no vetor pET-TRX, expressa em E. coli BL21 em meio TB e
purificada por meio de cromatografias de afinidade a niquel e de exclusdo molecular. Um ensaio baseado
em fluorescéncia foi desenvolvido utilizando o substrato sintético DABCYL-DRAG]YIFY-EDENS-NH2,
que inclui o sitio de clivagem nsp3/nsp4 do CHIKV, um doador fluorescente (EDANS) e um aceptor
de apagamento (DABCYL). A reagdo foi realizada em tampdo HEPES 25 mM pH 7,5, incubada por
30 minutos e monitorada por 2 horas a 30°C. As concentracdes de proteina e substrato utilizadas na
reacdo foram de 600 nM e 20 uM, respectivamente. A biblioteca MMV Hit Generation Library 1
(HGL1), contendo 5.632 moléculas, foi testada em ensaio de ponto Gnico (10 pM), resultando na
inibicdo de mais de 80% da atividade enzimatica da nsP2pro por 72 destas moléculas. O préximo passo
é determinar os valores de concentragdo inibitéria (IC50) para estes compostos e validar os resultados
em ensaios fenotipicos utilizando uma linhagem celular expressando o replicon repérter de CHIKV, a
BHK-21-RepT7-Gluc-nSP-CHIKV-99650, desenvolvida e caracterizada por nosso grupo de pesquisa. Isso
permitird determinar a eficacia e a toxicidade dessas moléculas, contribuindo para a identificacdo de
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