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RESUMO 

 

A proteína nsP2 do vírus Chikungunya (CHIKV) é uma cisteíno protease essencial para 

a formação do complexo de replicação viral. Dessa forma, compreender seu mecanismo 

molecular é fundamental para o desenvolvimento de novos inibidores. Nesta 

dissertação, investigamos exclusivamente o mecanismo de ativação enzimática da nsP2 

por meio de simulações de dinâmica moleuclar (DM), utilizando uma abordegem de 

cluster, bem como por meio de cálculos de mecânica quântica (MQ) para estudar a 

reação enzimática no sítio ativo da enzima. Especificamente, analisamos a ativação da 

díade catalítica Cys478-His548 e verificamos a influência da presença de uma molécula de 

água nesse processo. Quando uma molécula de água está presente, a distância entre 

Cys478 e His548 no estado de transição é de 1,96 Å (SH∙∙∙OH₂) e 1,28 Å (N∙∙∙H₂O). Além 

disso, os cálculos de energia de ativação indicam que a presença de água reduz a barreira 

energética em aproximadamente 7 kcal/mol, favorecendo o mecanismo de ativação da enzima. 

Com base nesses resultados, propomos um modelo para um possível caminho reacional, 

incluindo o estado de transição para a transferência de próton na formação do par iônico 

Cys(S⁻)/His(NH⁺).  A compreensão desse mecanismo em nível molecular permite identificar 

pontos críticos no funcionamneto da nsP2 que podem ser explorados no planejamento de 

inibidores específicos. Assim, nossos achados fornecem uma base sólida para o 

desenvolvimento racional de compostos com potencial aplicação no tratamento da febre 

Chikungunya. 

 

Palavras-chave: Cisteíno protease; nsP2; Chikungunya; Catálise; Ativação enzimática. 
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ABSTRACT 

The nsP2 protein of the Chikungunya virus (CHIKV) is a cysteine protease essential for 

the formation of the viral replication complex. Therefore, understanding its molecular 

mechanism is crucial for the development of novel inhibitors. In this dissertation, we 

exclusively investigate the enzymatic activation mechanism of nsP2 through molecular 

dynamics (MD) simulations using a cluster approach, as well as quantum mechanics (QM) 

calculations to study the enzymatic reaction within the active site. Specifically, we analyze 

the activation of the catalytic dyad Cys478-His548 and assess the influence of a water 

molecule on this process. When a water molecule is present, the distance between Cys478 

and His548 in the transition state is 1.96 Å (SH∙∙∙OH₂) and 1.28 Å (N∙∙∙H₂O). Additionally, 

activation energy calculations indicate that the presence of water lowers the energy barrier 

by approximately 7 kcal/mol, facilitating the enzyme activation mechanism. Based on 

these findings, we propose a model for a possible reaction pathway, including the 

transition state for proton transfer in the formation of the ion pair Cys(S⁻)/His(NH⁺). 

Understanding this mechanism at the molecular level allows for the identification of 

critical points in nsP2 function that can be explored in the design of specific inhibitors. 

Thus, our findings provide a solid foundation for the rational development of compounds 

with potential applications in the treatment of Chikungunya fever. 

 

Keywords: Cysteine protease; nsP2; Chikungunya; Catalysis; Enzyme activation. 
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1 INTRODUÇÃO 
 
 

No que diz respeito à implicação particular das cisteíno proteases (CPs) no 

desenvolvimento de novos medicamentos, pode-se mencionar, por exemplo, que a nsP2 

representa um alvo terâpeutico potencial contra o vírus Chikungunya (CHIKV) (TOMAR; 

AGGARWAL, 2017). A enzima multifuncional nsP2, em seu domínio C-terminal, exibe 

funções de protease ao clivar a poliproteína viral, permitindo a proliferação do vírus. 

Consequentemente, há a necessidade de desenvolver terapias eficientes contra o CHIKV, 

mais especificamente contra a nsP2, uma vez que não há fármacos antivirais disponíveis no 

mercado. Inibidores irreversíveis de proteases, que contêm um grupo funcional eletrofílico, 

podem se ligar covalentemente à enzima através de um resíduo cisteína, via ataque 

nucleofílico da protease. Atualmente, muitos aspectos dos mecanismos de inibição e dos 

mecanismos catalíticos da nsP2 são desconhecidos e/ou ainda estão em debate. Portanto, é 

crucial entender esses mecanismos enzimáticos a nível molecular para projetar novos 

inibidores que permitam um tratamento eficaz contra o CHIKV. 

A complexidade das enzimas e suas reações limita a eficácia dos experimentos 

tradicionais no estudo da atividade enzimática. A química computacional emerge como 

uma ferramenta importante para investigar a atividade de enzimas, permitindo a 

compreensão dos seus mecanismos fundamentais por meio do estudo de estados de 

transição/barreiras de ativação, estrututuras que são impossíveis de analisar com técnicas 

experimentais devido a sua brevidade. As melhorias alcançadas nas últimas décadas são 

aplicadas em diversas áreas, como medicina, biologia, química e física, destacando a 

importância da química computacional e teórica.  

Neste contexto, a reação de ativação catalítica da nsP2 do CHIKV foi investigada 

por meio de simulações de dinâmica molecular (DM) em uma abordagem de cluster, bem 

como mecânica quântica (MQ). A investigação focou na formação do par iônico (Cys/His), 

como ponto de partida para a ativação desta enzima, explorando a possibilidade desse 

mecanismo ser catalisado por água, um aspecto que ainda não foi relatado na literatura. 

Diferentemente dos estudos anteriores, que consideram o par iônico já formado, esta 

pesquisa avaliou as possibilidades de formação desse par iônico. 
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2 FUNDAMENTAÇÃO TEÓRICA 

 

2.1 Contexto Histórico 
 

O vírus Chikungunya (CHIKV) é um arbovírus emergente pertence ao gênero 

Alphavirus, da família Togaviridae (ABDELNABI et al., 2017; BOURJOT et al., 2012; 

ELEFTHERIADOU et al., 2017; FARRELL et al., 2018; MORRISON e ANDER, 2021). 

Dentre as várias infecções arbovirais existentes, o CHIKV tem o potencial de reemergir, 

sendo considerado também uma doença tropical negligenciada (DTN), de acordo com a 

Organização Mundial de Saúde (OMS) (SILVA-JÚNIOR e ZHAN, 2023; SAGAR et al., 

2024; SCOTT et al., 2022).  

Na última década, o CHIKV tem sido responsável por grandes surtos de uma 

doença artrítica debilitante em humanos (SILVA-JÚNIOR et al., 2017; KUMAR, Rajesh et 

al., 2021; ZAID et al., 2021). A febre provocada pelo CHIKV (chamada de febre 

Chikungunya – CHIKF) foi identificada pela primeira vez em 1952, após um surto no 

Planalto Makonde, localizado na fronteira entre Tanzânia e Moçambique (GOBBI et al., 

2015; SUDEEP e PARASHAR, 2008; ZOA-ASSOUMOU et al., 2020). Durante esse 

surto, uma alta proporção de pessoas de todas as idades foi afetada por essa doença, 

caracterizada inicialmente por dores articulares incapacitantes, febre alta e erupção 

cutânea.  

Como os anciões das tribos Makonde não tinham memória de epidemias anteriores 

com esses sintomas, sugeriram que estavam diante de uma nova doença (RASHAD et al., 

2014). Essa nova doença foi nomeada com o termo “Chikungunya” que significa “aquele 

que se curva”, fazendo referência às pessoas acometidas com a doença, que possuíam uma 

postura encurvada devido à poliartralgia característica (RASHAD et al., 2014). Após esse 

período, apenas pequenos surtos ocorreram ocasionalmente na África (COHEN et al., 

1969).  

No entanto, grandes epidemias foram relatadas nas décadas de 1960 e 1970 na 

Índia e no Sudeste Asiático (COHEN et al., 1969). Após esse período, apenas aparições 

esporádicas foram observadas nos 30 anos seguintes, sem grandes recorrências até um 

grande surto no Quênia em 2004 (RAMPHAL et al., 2024). Esse evento desencadeou uma 

epidemia que se alastrou por várias ilhas do Oceano Índico, pela Índia e por partes do 

Sudeste Asiático, sendo posteriormente detectada em cerca de 18 países da Ásia, Europa e 

América do Norte (BETTIS et al., 2022; DE LA ROQUE et al., 2024).  
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2.2 Ciclo de vida do vírus Chikungunya 
 

A superfície do CHIKV possui 80 projeções compostas por três proteínas, formadas 

por heterodímeros de glicoproteínas de envelope (E1 e E2) na bicamada lipídica 

(RASHAD et al., 2014). O ciclo de vida do CHIKV é semelhante ao ciclo de vida de 

outros Alphavirus, ou seja, inicia-se com a entrada nas células susceptíveis por meio de 

endocitose dependente do pH. Esse processo ocorre em pequenas vesículas especializadas, 

revestidas por proteínas que ajudam no transporte, através de uma interação mediada por 

receptores (BERNARD et al., 2010; SINGH e UNNI, 2011). Embora seu mecanismo exato 

não tenha sido totalmente compreendido, foi demonstrado que o CHIKV se replica em 

diversos tipos celulares, como células epiteliais, endoteliais e fibroblastos, bem como, 

macrófagos derivados de monócitos (SOURISSEAU et al., 2007). Wintachai et al. (2012) 

identificou a proibitina (PHB) como uma proteína de ligação ao CHIKV expressa em 

células da microglia.  

A PHB é uma proteína ubíqua e evolutivamente conservada, composta por duas 

proteínas altamente homólogas, mas com diferentes pesos moleculares (VAN DUIJL-

RICHTER et al., 2015; WINTACHAI et al., 2012). A PHB1 tem uma massa de 

aproximadamente 30 kDa, enquanto, a PHB2 possui cerca de 37 kDa. As duas proteínas 

oligomerizam-se, sendo a hetero-oligomerização essencial para a estabilidade delas 

(BERGER; YAFFE, 1998).  

A PHB tem sido detectada em diversos compartimentos celulares, como 

mitocôndrias, citoplasma e núcleo, além de ser expressa na superfície celular (KOLONIN 

et al., 2004). A PHB1 está envolvida no processo de internalização, seja isoladamente ou 

como parte de um complexo, sugerindo que a interação vírus-PHB pode ser mediada pela 

PHB específica que se liga ao vírus (RASHAD et al., 2014). A redução experimental da 

PHB1 significativamente diminuiu o nível de infecção em diferentes linhagens celulares. 

Porém, acredita-se que este mecanismo representa uma das vias pelas quais o CHIKV pode 

infectar células susceptíveis (BERGER e YAFFE, 1998; RASHAD et al., 2014). 

Após entrar na célula, o ambiente ácido do endossomo provoca mudanças 

conformacionais nas proteínas do envelope viral (complexo E1-E2), resultando na 

dissociação dos heterodímeros E2-E1 e na formação de homotrímeros de E1 (DE 

CALUWÉ et al., 2021; LIU et al., 2024). A E1 é um trímero que se insere na membrana 

alvo com o peptídeo de fusão hidrofóbico e se reorganiza para adquirir uma estrutura em 

forma de grampo.  

A exposição do peptídeo de fusão E1 facilita a fusão da membrana celular 

hospedeira com a viral, liberando o núcleocapsídeo no citoplasma. Esse processo depende 
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de pH baixo e colesterol, que também são necessários para a brotação de partículas virais 

durante a infecção, as quais são chamadas de vírions (CHATTERJEE et al., 2000; DE 

CALUWÉ et al., 2021; KIELIAN e REY, 2006; LEUNG et al., 2011; LIU et al., 2024; 

MARSH e HELENIUS, 2006). 

Duas precursoras de proteínas não estruturais são traduzidas a partir do mRNA 

viral e, em seguida, são clivadas para gerar nsP1-nsP4 (RASHAD et al., 2014; 

SOLIGNAT et al., 2009). Durante a tradução, a poliproteína P1234 se une à nsP4 livre e a 

algumas proteínas celulares, formando o complexo de replicação, responsável por 

sintetizar um intermediário completo de RNA senso-negativo necessário para a replicação 

(ABDELNABI et al., 2015; GOULD et al., 2010; SOLIGNAT et al., 2009). Com o 

aumento da concentração de P1234, esta é clivada em nsP1, nsP2, nsP3 e nsP4, as quais se 

associam às proteínas hospedeiras para formar a replicase de cadeia positiva. Isso resulta 

na produção de RNAs subgenômicos de cadeia positiva (26S) e RNAs genômicos (49S) 

(ABDULLAH et al., 2021; AHOLA et al., 2021; GOULD et al., 2010; SHIRAKO e 

STRAUSS, 1994).  

Os promotores presentes na cadeia negativa iniciam a transcrição do RNA 

subgenômico de cadeia positiva 26S, que contém os genes precursores das proteínas 

estruturais. Essas proteínas são então clivadas por uma serino protease para formar o 

capsídeo (C), que permanece no citoplasma (Figura 1), pE2, 6K e E1 (KHAN et al., 2002; 

SHIRAKO e STRAUSS, 1994). A proteína C pode estar envolvida nessa atividade 

autoproteolítica devido às suas sequências conservadas, características compartilhadas com 

outros Alphavirus (KHAN et al., 2002). 
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Figura 1 – Ciclo biológico do vírus Chikungunya 

 

Fonte: Rashad et al., 2014 (adaptação) 

 

As proteínas pE2 e E1 são sintetizadas no retículo endoplasmático e processadas no 

aparelho de Golgi (TANG, 2012) (Figura 1). Em seguida, são transportadas para a 

membrana plasmática, onde pE2 é clivada pela atividade de uma protease semelhante à 

furina na célula hospedeira, resultando em E2 e E3 (CHING et al., 2017; RASHAD e 

KELLER, 2013). A montagem das partículas virais começa no citoplasma da célula, onde 

se inicia a formação do núcleocapsídeo com 120 dímeros da proteína C (MENDES; 

KUHN, 2018). As partículas montadas brotam na membrana celular como esferas com 

diâmetro de 65 a 70 nm, compostas por moléculas de RNA genômico e proteínas do 

capsídeo, envoltas por uma membrana lipídica derivada do hospedeiro (PERERA et al., 

2001). 

 

2.3 Cisteíno Protease (CP) 

 

As proteases representam uma importante classe de proteínas envolvidas na 

hidrólise de peptídeos e outras proteínas (nesses casos, sendo também conhecidas como 

proteinases) (FARIAS et al., 2024; MATIĆ et al., 2023; YAO et al., 2024). Considerando 

seu mecanismo catalítico, estas podem ser separadas em diferentes grupos: serino protease, 

aspartato protease, cisteíno protease (CP), glutamato protease, treonino protease ou até 
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mesmo metaloprotease.  

A família papaína (família C1) é a classe de cisteíno protease mais conhecida, que 

pertence ao clã CA. Historicamente, a papaína foi a primeira cisteína protease purificada e 

caracterizada a partir do mamão Carica papaya, sendo também a primeira cisteína protease 

a ser resolvida (SAJID; MCKERROW, 2002). As CPs da família da papaína estão 

envolvidas em diversas patologias, o que as torna alvos atraentes para o desenvolvimento 

de novos medicamentos. Por fim, como o próprio nome indica, as CPs são caracterizadas 

principalmente pela presença de um resíduo de cisteína (Cys) catalítico no sítio ativo 

(GOLUBTSOV et al., 2006; NEILL, 1990).  

 

2.4 Mecanismo Catalitico das Cisteinas Proteases 

 

O mecanismo catalítico das CPs depende de dois resíduos localizados no local 

ativo, a cisteína (Cys) e um resíduo básico adjacente, normalmente a histidina (His) 

(ARGÜELLO-GARCÍA; CARRERO; ORTEGA-PIERRES, 2023). Tem sido admitido 

que o grupo imidazol da His polariza o grupo tiol da Cys, por meio da desprotonação do 

grupo tiol, SH (via mecanismo ácido-base de Brønsted-Lowry), resultando assim em um 

par iônico, Cys(S−)/His(NH+) (KEILLOR; BROWN, 1992; SMITH; WILSON, 2022).  

A existência do par iônico nas CPs foi comprovada experimentalmente por 

diferentes estudos (CREIGHTON et al., 1980; LEWIS, S. D. e SHAFER, 1974; LEWIS, 

Sidney D. et al., 1981), elucidado por meio da aplicação de ferramentas computacionais 

(ARAFET et al., 2014; BURTON et al., 1998; GRAZIOSO et al., 2012; OANCA et al., 

2020). Em geral, é aceito que o mecanismo catalítico das CPs consiste em dois estágios, 

sendo (I) acilação e (II) desacilação. O estágio de acilação consiste basicamente no ataque 

nucleofílico do ânion tiolato da Cys ao carbono carbonílico da ligação peptídica do 

substrato, produzindo um intermediário tetraédrico aniônico, que é estabilizado no por um 

resíduo básico adjacente no buraco oxianiônico.  

Em seguida, a desacilação ocorre por meio de uma reação catalisada por uma base 

geral, nesse caso, a His, em que o nitrogênio imidazólico ativa uma molécula de água, que 

ataca o carbono carbonílico da ligação peptídica para clivar o produto e a regenerar o par 

iônico inicial, Cys(S−)/His(NH+) (Figure 2).  
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Figura 2 – Mecanismo catalítico das cisteinas proteases dos Alphavirus 

 

Fonte: Autora, 2025. 

 

Neste contexto, vários experimentos e estudos computacionais foram realizados 

para explicar a maneira pela qual as CPs catalisam a quebra de ligações peptídicas de seus 

substratos (ARAFET et al., 2014, 2015). 

Na etapa de acilação ocorre a formação do intermediário tetraédrico aniônico, em 

que esta etapa ocorre similarmente ao mecanismo de serino proteases (DRENTH et al., 

1976), em que o ânion tiolato ataca o carbono carbonílico da ligação peptídica do substrato 

para produzir um intermediário tio-hemicetal. Este intermediário seria estabilizado por 

uma interação de ligação de hidrogênio com o grupo NH da Cys e com o grupo NH2 da 

Glu adjacente, que cria um buraco oxianiônico semelhante ao proposto nas serino 

proteases. Então, um próton é transferido da His para o nitrogênio da ligação peptídica, 

concomitantemente com a clivagem da ligação peptídica C−N, formando o intermediário 

tetraédrico. No entanto, a estabilidade do intermediário tio-hemicetal tem sido questionada 

por alguns autores (HOWARD e KOLLMAN, 1988; WEI et al., 2013). A desacilação 

ocorre quando uma molécula de água ataca o complexo acila-enzima no carbono 

carbonílico para clivar o produto e regenerar o par de íons.  

Muitos grupos de pesquisa têm reportado o uso de mecânica quântica (MQ) na 

investigação de mecanismos enzimáticos das CPs, bem como, a atuação de inibidores que 
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possam impedir a replicação viral e a proliferação das doenças causadas por CPs. Em 

2014, Arafet et al. realizaram estudos de MQ/MM para investigar o mecanismo de inibição 

da CP expressa durante a fase eritrocítica do ciclo de vida do parasita causador da malária  

Falcipaína-2, pelo Epoxisuccinato 64 (E64). Eles utilizaram simulações computacionais 

para obter um cenário completo dos possíveis caminhos de reação de energia livre. Uma 

análise detalhada do mecanismo de reação foi realizada para entender a inibição da 

Flacipaína-2 pelo E64.  

Os resultados sugerem que a reação de ataque irreversível da Cys42 ao E64 pode 

ocorrer em ambos os átomos de carbono do anel epóxido, com barreiras de energia do 

estado de transição semelhantes, sendo 13,0 kcal/mol para o carbono C2 e 13,6 kcal/mol 

para o carbono C3 do anel epóxido. Além disso, os autores identificaram que os resíduos 

Gln36, Trp43, Asn81, Asp170,  Gln171 e His174 podem ancorar o inibidor em uma orientação 

adequada para a reação ocorrer (ARAFET et al., 2014).  

Em 2015, o mesmo grupo realizou simulações de MQ/MM para investigar o 

mecanismo de inibição de cruzaína por peptidilalometilcetonas (ARAFET et al., 2015). 

Eles traçaram caminhos de reação de energia livre em superfícies de energia livre. A 

análise dos mecanismos de reação revelou que o ataque nucleofílico do tiolato do sítio 

ativo, Cys25, em um átomo de carbono do inibidor e a clivagem da ligação halogênio-

carbono ocorrem em um único passo. Além disso, eles compararam a favorabilidade 

cinética de dois inibidores, destacando que um derivado clorado apresentou melhores 

resultados do que um fluorado.  

Ainda em 2020, Oanca et al. exploraram o perfil de energia para a reação de 

acilação e parte da reação de desacilação de três enzimas diferentes, cruzaína, papaína e a 

papaína mutante (Q19A), utilizando o substrato benzoiloxicarbonil-fenilalanil-arginina-4-

metilcumarila-7-amida (CBZ-FR-AMC) (OANCA et al., 2020). Os resultados indicaram 

concordância entre os resultados calculados e observados, sugerindo que elucidaram o 

mecanismo correto da reação. Além disso, os autores destacaram que o mínimo do perfil 

de reação, entre as etapas de acilação e desacilação, pode fornecer um excelente estado 

para a ligação de inibidores covalente. 

 

2.5 Proteína Não Estrutural 2 (nsP2) do CHIKV 

 

No CHIKV, o processamento da poliproteína P1234 em proteínas separadas é 

realizado pela atividade da nsP2, que é uma protease viral (DING e SCHLESINGER, 

1989; SAISAWANG et al., 2017). A nsP2 também possui outras funções enzimáticas, tais 

como helicase de RNA, nucleosídeo trifosfatase (NTPase) e atividades de trifosfatase 5'-
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dependentes de RNA, que estão localizadas no domínio N-terminal da proteína, enquanto o 

domínio protease, responsável pela clivagem da P1234 está situado na região C-terminal, 

ver figura 3 (DA SILVA-JÚNIOR et al., 2017; SAISAWANG et al., 2017). 

 

Figura 3 – Domínios C- e N-terminal da nsP2 e a formação do par iônico 

 

Fonte: Autora, 2025. 

 

A atividade proteolítica da nsP2 do CHIKV foi demonstrada anteriormente, em 

estudos experimentais que investigaram substratos peptídicos marcados com 7-amino-4-

metilcumarina (MCA), comandado por Pastorino et al. (2008). Os substratos utilizados 

incluíram o tripeptídeo Boc-AGG-MCA. As condições ótimas para a atividade enzimática 

foram determinadas, com o pH ideal de 9,5 e um atividade estável acima de 80% entre pH 

8 e 10. A influência da força iônica foi examinada, demonstrando que concentrações de 

NaCl entre 10 e 50 mM otimizaram a atividade proteolítica, enquanto concentrações mais 

elevadas resultaram em uma diminuição significativa da atividade. A nsP2 mostrou 

resistência a inibidores de outras classes de proteases, confirmando sua classificação como 

uma protease de cisteína (PASTORINO et al., 2008).  

A importância da nsP2 no desenvolvimento de fármacos para doenças virais é 

observada na quantidade de estudos que tentam entender melhor a sua funcionalidade. 
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3 Modelagem computacional de reações enzimáticas 

 

3.1 Dinâmica Molecular (DM) 

 

Na mecânica molecular (MM), os átomos que compõem uma molécula são 

modelados como esferas rígidas contendo uma carga parcial. As ligações químicas são 

frequentemente descritas por potenciais harmônicos, semelhantes aos usados para 

descrever a dinâmica de sistemas do tipo massa-mola (DIAS, 2012; SILVA, 2013).   

Embora os métodos MM não possam ser utilizados para modelar reações químicas 

diretamente, desempenham um papel crucial nas simulações de enzimas. Em grande parte, 

estes métodos são utilizados em simulações de DM (BHATT et al., 2021; KUZMANIC et 

al., 2020) ou combinado com métodos de mecânica quântica no estudo de reações 

enzimáticas (KÄSTNER et al., 2006; RIBEIRO et al., 2015).  

Os métodos MM possibilitam simulações de longa duração da dinâmica de 

proteínas, abrangendo desde nanossegundos até microssegundos (BHATI et al., 2023). 

Essa capacidade deve-se aos funcionais simples que costumam ser empregadas nas funções 

de energia MM, também conhecidas como campos de força (VAN DER KAMP et al., 

2008).  

As interações de van der Waals são modeladas por meio de uma função de 

potencial do tipo Lennard-Jones (KAUKONEN et al., 2012). Nos campos de força MM, as 

interações eletrostáticas são normalmente descritas de maneira simplificada, utilizando 

cargas pontuais fixas localizadas nos átomos (RINIKER, 2018). Essas cargas atômicas 

permanecem inalteradas diante de mudanças no ambiente molecular ou na conformação, o 

que implica que variações na polarização eletrônica não são consideradas (LONSDALE et 

al., 2012).  

As funções padrão da MM não são capazes de modelar a quebra e formação de 

ligações, nem a reorganização eletrônica envolvida em reações químicas (CHUNG et al., 

2015). Por exemplo, o termo harmônico utilizado para representar as ligações não permite 

sua quebra. Além disso, os parâmetros dos campos de força da MM são desenvolvidos com 

base nas propriedades de moléculas estáveis, o que os torna geralmente inadequados para 

descrever intermediários instáveis e estados de transição (LONSDALE et al., 2012). 

A junção dos métodos de MM com as equações de movimento da DM oferece uma 

abordagem eficaz para descrever propriedades de fenômenos dependentes do tempo (MAO 

et al., 2023). A resolução das equações de movimento permite a análise de um grande 

número de movimentos internos e mudanças conformacionais em processos enzimáticos 

em solução (HOLLINGSWORTH e DROR, 2018). Para um sistema com n partículas, uma 
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simulação de DM consiste essencialmente na resolução da equação do movimento de 

Newton, como mostrado na equação (1): 

𝐹𝑛
⃗⃗  ⃗ = 𝑚𝑛 ⋅ 𝑎𝑛⃗⃗ ⃗⃗         (1) 

Onde 𝐹𝑛
⃗⃗  ⃗ é a força que induz uma aceleração 𝑎𝑛⃗⃗⃗⃗  em um àtomo com massa mn. Esta 

força pode ser calculada derivando a energia potencial U em relação às coordenadas rn dos 

átomos (SANT’ANNA, 2009) (Equação 2).  

 

𝑚𝑖
𝑑2𝑟𝑖

𝑑𝑡2
= 𝐹𝑖    (2) 

Onde 𝑚𝑖 é a massa da partícula i, 𝑟𝑖  é a posição da partícula i, e 𝐹𝑖  é a força atuando 

sobre a partícula i. Uma vez definido o campo de força, é possível calcular as forças 

exercidas sobre os átomos do sistema através da primeira derivada da energia potencial. Na 

MM, esta energia potencial é determinada por um campo de força específico como do tipo 

mostrado na equação 3.    

 

𝑈({𝑟𝑖}) =  ∑ 𝑘𝑏𝑙𝑖𝑔𝑎çõ𝑒𝑠 (𝑟 − 𝑟0)
2 + ∑ 𝑘𝜃(𝜃 − 𝜃0)

2 + ∑
𝑉𝑛

2
[1 +𝑑𝑖é𝑙𝑒𝑡𝑟𝑖𝑐𝑜𝑠â𝑛𝑔𝑢𝑙𝑜𝑠

cos(𝑛𝜙 − 𝛾)] + ∑
𝐴𝑖𝑗

𝑟𝑖𝑗
12𝑖<𝑗 −

𝐵𝑖𝑗

𝑟𝑖𝑗
6 +

𝑞𝑖𝑞𝑗

4𝜋𝜖0𝑟𝑖𝑗
      (3) 

 

Onde o primeiro termo representa a energia de ligação com constante de força 𝑘𝑏  e 

distância de equilíbrio 𝑟0. O segundo termo representa a energia angular com constante de 

força 𝑘𝜃 e ângulo de equilíbrio 𝜃0. O terceiro termo representa a energia de torção com 

amplitude 𝑉𝑛, multiplicidade n, e fase 𝛾. O quarto termo representa as interações não-

ligadas (van der Waals e eletrostáticas) com os parâmetros 𝐴𝑖𝑗  e 𝐵𝑖𝑗 para o potencial de 

Lennard-Jones, e 𝑞𝑖  e 𝑞𝑗  são as cargas dos átomos i e j. 

 

3.2 Métodos Quânticos 

 

Para modelar uma reação química, é necessário utilizar um método que consiga 

quantificar o processo de quebra e formação de ligações químicas. Como apresentado 

acima, os métodos MM não são capazes de representar esse fenômeno. Os métodos de 

MQ, por sua vez, são capazes de modelar explicitamente a distribuição de elétrons nas 

moléculas (ALBUQUERQUE et al., 2020). É utilizado em grande parte, no estudo de 

estruturas moleculares, estruturas elêtronicas e reações de moléculas pequenas.  

A equação de Schrödinger não pode ser resolvida exatamente para sistemas 

moleculares com mais de um elétron, exigindo assim aproximações para sistemas de 
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muitos corpos (SHOLL, 2009). Dependendo das aproximações utilizadas, os diferentes 

métodos de MQ podem ser classificados em três tipos: ab initio, Teoria do Funcional da 

Densidade (DFT) e semi-empíricos (BARAQUE DE FREITAS RODRIGUES et al., 2023; 

CHERMETTE, 1998; SHOLL, 2009). Os métodos MQ ab initio aplicam a teoria de 

Hartree-Fock (HF), onde se assume que a distribuição espacial de cada elétron é 

independente do movimento instântaneo dos outros elétrons (LONSDALE et al., 2012; 

SIRIRAK et al., 2020). No entanto, esta aproximação tem uma limitação, pois ignora a 

correlação eletrônica explicita entre os elétrons.  

A negligencia deste efeito no cálculo da energia total pode causar grandes erros em 

cálculos HF para reações químicas (LONSDALE et al., 2012). Com um custo 

computacional substancialmente menor, os métodos DFT, podem atingir uma precisão 

comparável à dos métodos ab initio. Para a DFT, a energia do estado fundamental de uma 

molécula pode ser determinada com base na distribuição da densidade eletrônica 

(CHERMETTE, 1998).  

Diferente da função de onda ab initio, uma função de 3N variáveis, onde N é o 

número de eletróns, a densidade é uma função de apenas três variáveis, o que a torna mais 

simples (SHOLL, 2009). A grande dificuldade, é que a forma exata do funcional que 

relaciona a densidade à energia ainda não é conhecida (LONSDALE et al., 2012).  

Nas últimas décadas, foram desenvolvidos diversos funcionais aproximados, 

utilizando características limitadas conhecidas do funcional exato. Um funcional que se 

destaca é o B3LYP, ele é considerado um funcional híbrido, ou seja, possui uma porção da 

troca exata HF combinada com contribuição de outros funcionais, como o funcional de 

troca de Becke88 e o funcional de correlação de Lee-Yang-Parr. Os métodos semi-

empíricos por sua vez, apresentam uma demanda computacional menor do que as 

relacionadas com os métodos ab initio tradicionais, citados anteriormente. Portanto, podem 

ser aplicados a sistemas maiores do que se consegue com uso dos métodos DFT, HF ou 

demais métodos correlacionados (por exemplo, MP2, Coupled Cluster, etc).  

Uma outra abordagem, frequentemente usada no estudo de reações enzimáticas, 

utiliza uma metodologia híbrida, MQ/MM. Nos métodos MQ/MM, a região de principal 

interesse do sistema, o sítio ativo, por exemplo, onde ocorre quebra e formação de ligações 

químicas, é tratada com um método MQ, pela precisão do cálculo, enquanto o restante da 

enzima é modelado utilizando um campo de força MM (Figura 4).  

Yagi et al. (2021) investigaram reações enzimáticas usando cálculos MQ/MM, 

identificando rotas de energia mínima e perfis de energia livre para a triosefosfato 

isomerase. Assim, encontraram uma barreira energética de 13 kcal/mol, validada 
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experimentalmente, e demostraram um desempenho significativo nas simulações (YAGI et 

al., 2021).  

Ao utilizar MQ/MM para estudar inibidores covalentes de proteases cisteínicas, 

Costa et al. (2020) encontraram uma boa correlação entre a energia livre de reação 

calculada e os dados experimentais (R2 = 0,80). A análise mostrou que a maioria das 

reações era exergônica, com exceção de um composto com energia livre de reação 

ligeiramente positiva (0,32 kcal/mol), bem como, que os inibidores eram covalentes 

reversíveis ou irreversíveis. Os autores concluíram que o MQ/MM, com um potencial 

semi-empírico, é uma ferramenta eficaz e de baixo custo para prever a atividade biológica 

de inibidores covalentes, em comparação com métodos mais complexos (DA COSTA et 

al., 2020). O método MQ/MM também é utilizado na formação de adutos, Grigorenko et 

al. (2022) utilizaram esse método para investigar a formação de adutos covalentes entre 

quatro compostos e o resíduo Cys145 da protease principal do SARS-CoV-2, nomeada de 

Mpro. Assim, foi sugerido que Carmofur e Nirmatrelvir apresentam barreiras de energias de 

reação factíveis, sugerindo que esses fármacos são promissores para a inibição da Mpro 

(GRIGORENKO et al, 2022).  

 

Figura 4. Representação esquemática do modelo QM/MM 

 

Fonte: Autora, 2025. Representação esquemática da metodologia híbrida MQ/MM aplicada a uma proteína. O 

círculo maior indica a região tratada com mecânica molecular (MM), enquanto o círculo menor representa a região 

tratada com mecânica quântica (MQ), destacando a área de maior interesse químico. 

 

3.3 Abordagem de Cluster  
 

A grande dificuldade de modelar uma enzima completa com métodos MQ é a 

demanda computacional, um sistema enzimático, em grande parte, possui milhares de 

átomos. A abordagem de cluster surge como uma metodologia, capaz de modelar reações 

enzimáticas, empregando QM em um pequeno modelo do sistema ao qual chamamos de 
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cluster, criado através de um recorte na protéina considerando os grupos funcionais mais 

importantes, para a reação avaliada, os resíduos do sítio ativo, por exemplo (GEORGIEVA 

e HIMO, 2010; LIAO et al., 2011; SIEGBAHN e HIMO, 2011).  

Essa abordagem é frequentemente utilizada para modelar estados de transição, bem 

como, identificar prováveis mecanismos de reação (LONSDALE et al., 2012). Ao analisar 

apenas um “recorte” da proteína, o restante da enzima é desconsiderado. No entanto, o 

ambiente enzimático influencia toda a estrutura da proteina. Logo, um contínuo 

eletrostático é aplicado para representar, de forma aproximada, o efeito médio do restante 

do ambiente proteico (SHENG; HIMO, 2023).  

Como mencionado anteriormente, a abordagem de cluster, envolve selecionar uma 

parte importante da enzima, geralmente o sítio ativo, e aplicar métodos avançados de 

estrutura eletrônica a esse modelo reduzido. Nas últimas décadas, o método de estrutura 

eletrônica mais comum tem sido a DFT, aplicado em modelos de cluster que variam entre 

100 a 300 átomos (BOWLING; DASGUPTA; HERBERT, 2024).  

São necessárias duas aproximações ao utilizar essa metodologia, a fim de evitar que 

efeitos como movimentos artificiais dos resíduos do sítio ativo e a polarização de longo 

alcance fornecida pelo ambiente enzimático comprometam os resultados (LONSDALE et 

al., 2012). Primeiramente, é essencial fixar as coordenadas-chave nas margens do modelo 

para prevenir movimentos artificiais dos resíduos do sítio ativo durante a otimização 

(GEORGIEVA; HIMO, 2010). Outra aproximação importante, é a utilização da técnica de 

contínuo polarizável, em que os efeitos de polarização eletrostática do restante da enzima 

são modelados como um meio homogêneo polarizável, ver figura 5 (GEORGIEVA; 

HIMO, 2010). O método SMD (Solvation Model Based on Density) é um modelo de 

solvatação implícita. O SMD não apenas considera interações eletrostáticas entre o soluto e 

o meio contínuo polarizável, mas também incorpora efeitos de dispersão, cavitação e 

repulsão (OĞUZ; VASSETTI; LABAT, 2021).  

Para evitar que o modelo se torne excessivamente rígido e produza valores de 

energia imprecisos, é importante não optar por um modelo muito pequeno. Modelos 

maiores proporcionam maior flexibilidade entre os resíduos, permitindo uma melhor 

descrição das reações (SIEGBAHN; HIMO, 2011).  
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Figura 5 – Desenho esquemático da abordagem de cluster. 

 

Fonte: Autora, 2025. 

 

Quanto maior for o modelo de cluster, menores são os efeitos de solvatação, pois há 

um aumento no número de grupos capazes de fornecer polarização intrínseca 

(GEORGIEVA e HIMO, 2010; SIEGBAHN e HIMO, 2011). A combinação dessas duas 

aproximações tem se mostrado um protocolo eficiente para elucidar mecanismos de reação 

(LIAO et al., 2011).  

A medida que o modelo de cluster aumenta, ocorre uma descrição mais precisa do 

sítio ativo da enzima. Nesse contexto, o bloqueio das coordenadas, aliado ao modelo de 

solvatação implícita, torna-se mais eficaz. A abordagem de cluster busca superar a 

limitação de avaliar toda a enzima em reações envolvendo quebra e formação de ligações 

químicas. Essa estratégia se concentra na modelagem do sítio ativo, dado que o tratamento 

computacional de toda a estrurura enzimática seria inviável devido ao elevado custo 

computacional.   

O tamanho do cluster a ser avaliado depende tanto da demanda computacional 

quanto do método MQ selecionado, devendo, ainda, ser capaz de responder 

adequadamente à pergunta química em questão. É fundamental garantir que o resultado 

obtido seja quimicamente plausível, uma vez que o computador fornecerá um resultado, 

mas este precisa ser validado em termos de relevância química.  

O método de DFT têm sido o mais utilizado nas últimas décadas (HIMO, 2017; 

SHENG; HIMO, 2023), principalmente o método híbrido, que utiliza o funcional de troca e 

correlação B3LYP (SIEGBAHN; HIMO, 2011), representado na equação (4) abaixo: 

  

𝐹𝐵3𝐿𝑌𝑃 = (1 − 𝐴). 𝐹𝑥
𝑆𝑙𝑎𝑡𝑒𝑟 + 𝐴 . 𝐹𝑥

𝐻𝐹 + 𝐵 . 𝐹𝑥
𝐵𝑒𝑐𝑘𝑒 + 𝐶 . 𝐹𝑐

𝐿𝑌𝑃 + (1 − 𝐶). 𝐹𝑐
𝑉𝑊𝑁    (4) 
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O termo 𝐹𝑥
𝑆𝑙𝑎𝑡𝑒𝑟 representa a troca de Slater, enquanto 𝐹𝑥

𝐻𝐹 a troca exata de HF,  

𝐹𝑥
𝐵𝑒𝑐𝑘𝑒 por sua vez é a parte do gradiente do funcional de troca, a correlação eletrônica é 

decrita por 𝐹𝑐
𝐿𝑌𝑃  e 𝐹𝑐

𝑉𝑊𝑁.  Os coeficientes A, B e C são determinados através de um ajuste 

baseado nos calores de formação experimentais. Segundo Siegbahn e Himo (2011), há três 

principais fontes de erro nos métodos de DFT. O erro de auto-interação gera uma 

contribuição artificial diferente de zero para a interação de um elétron com ele próprio.  

Na teoria de HF, esse tipo de interação é cancelado exatamente pelo termo de troca 

desse elétron. Entretanto, na DFT, a interação coulombiana é descrita exatamente, mas a 

troca é apenas aproximada, resultando na ausência de cancelamento exato desses termos. 

Outra limitação dessa aproximação é a dissociação incorreta de uma ligação, por exemplo, 

H2, em uma mistura de fragmentos neutros e iônicos se houver uma restrição de spin nos 

orbitais.  

O erro devido à descrição de determinante único e o erro de auto-interação se 

cancelam em grande parte dos casos, a remoção de um desses erros resulta em maiores 

erros, na maioria dos casos. E a terceira fonte de erro na DFT é a falta de interação de van 

der Waals, o que leva à erros significativos quando grandes sistemas iteragem 

(SIEGBAHN; HIMO, 2011).  

Os métodos DFT, baseados nos fundamentos teóricos de Hohenberg, Kohn e Sham, 

utilizam a densidade eletrônica em vez de uma função de onda para determinar a energia 

de uma molécula (HOHENBERG; KOHN, 1964; KOHN; SHAM, 1965). Os referidos 

teoremas mostraram matematicamente que a energia do estado fundamental é 

completamente determinada pela densidade eletrônica, e também que a energia do estado 

fundamental é completamente determinada pela densidade eletrônica, bem como, que a 

energia do estado fundamental é mínima para a densidade 𝜌 exata (HOHENBERG; 

KOHN, 1964). 

Nas últimas décadas, estudos computacionais têm desempenhado um papel 

fundamental na investigação de reações enzimáticas, a DFT tem sido amplamente utilizada 

para modelar reações químicas em sistemas biológicos (WAPPETT; GOERIGK, 2021). 

No estudo de Goerigk e Wappett, a escolha dos funcionais DFT foi fundamentada em 

bechmarks recentes que avaliaram sua eficácia na descrição de reações catalisadas por 

enzimas, comparando desvios absolutos médios em relaçaão a métodos de alta precisão, 

como DLPNO-CCSD/CBS. A definição do modelo do sítio ativo foi baseada na 

necessidade de equilibrar representatividade estrutural e viabilidade computacional 

 A escolha da abordagem de cluster para investigar a formação de um par 
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Cys(S−)/His(NH+)  na protease nsP2 do CHIKV, ocorre pela sua capacidade de modelar 

quebra e formação de ligação de maneira eficiente e precisa, utilizando MQ. No contexto 

deste estudo, o modelo de cluster foi desenvolvido para investigar a ativação da enzima 

nsP2, que é mediada pela formação da díade catalítica Cys/His. Esse mecanismo envolve a 

transferência de protón entre os resíduos Cys478 e His548.  

Além disso, busca-se determinar se a nsP2 do vírus CHIKV segue o mesmo 

mecanismo de ativação observado em outras proteases de alphavirus, isto é, por meio da 

formação de um par iônico que estabiliza o sítio catalítico. A confirmação desse 

mecanismo fornecerá a base necessária para o planejamento de inibidores eletrofílicos, 

capazes de explorar essa ativação e inibir a atividade da protease de forma eficiente. 

Embora a abordagem de cluster represente uma aproximação, ela auxilia muito 

nesse tipo de investigação. Tratar a enzima completa seria inviável do ponto de vista 

computacional, tornando a abordagem de cluster uma solução prática para explorar as 

especificidades de reações enzimáticas. Ao concentrar-se no ‘corte’ mais importante da 

proteína, a abordagem de cluster permite a análise da transferência de próton, considerando 

o ambiente eletrostático que influencia toda a proteína, representado como um contínuo 

eletrostático. 

 Na últimas décadas, estudos computacionais têm sido fundamentais para o 

desenvolvimento de fármacos. Eles permitem uma compreensão detalhada dos 

mecanismos de ação dos alvos virais, possibilitando o planejamento racional de compostos 

terapêuticos com maior eficácia e especificidade.  

Dessa forma, a escolha da metodologia de cluster nesta dissertação não apenas 

permite a investigação detalhada da ativação enzimática da nsP2, mas também representa 

uma contribuição para o campo da química computacional aplicada ao estudo de alvos 

virais, mais especificamente, no desenvolvimento de terapias eficazes e acessíveis para 

enfrentar as epidemias recorrentes de CHIKV. 
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4 OBJETIVOS 

 

4.1 Objetivo geral 

 

Investigar a formação do par iônico Cys(S−)/His(NH+) no sítio ativo da protease 

nsP2 do CHIKV utilizando a metodologia de análise de clusters em Química Quântica, 

visando compreender o mecanismo reacional envolvido na ativação enzimática e contribuir 

para o desenvolvimento de fármacos direcionados a inibição da replicação viral. 

 

4.1.1 Objetivos específicos 

 

 Tratar o sítio ativo da protease nsP2 utilizando a abordagem de cluster por 

diferentes funcionais e bases, para identificar os grupos funcionais críticos, 

próximos à díade catalítica Cys478/His548. 

 Simular o estado de transição para a transferência de próton entre os resíduos 

Cys478 e His548, avaliando as interações moleculares que facilitam a ativação 

enzimática. 

 Explorar o efeito do ambiente eletrostático sobre o sítio ativo, utilizando um 

contínuo eletrostático para representar o impacto médio do ambiente proteico e do 

solvente na reação enzimática. 
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5 METODOLOGIA 
 

5.1 Procedimento computacional 
 

Os detalhes dos parâmetros de entrada utilizados nas simulações de DM e no 

cálculo dos parâmetros de otimização geométrica são descritos no anexos A. 

 

5.2 Proteína nsP2 do CHIKV (PDB: 4ZTB) 

 

A nsP2 do vírus CHIKV depositada no Banco de Dados PDB (Protein Data Bank), 

código 4ZTB, com resolução de 2,59 Å (Narwal et al.  2018), foi utilizada como input 

neste trabalho.  

 

5.3 Simulação de Dinâmica molecular 
 

A estrutura da nsP2 do CHIKV resolvida por cristalografia de raio-X (2.59 Å 

resolução) foi obtida no RCSB Protein Data Bank (https://www.rcsb.org/), sob código 

4ZTB (NARWAL et al., 2018). Posteriormente, o servidor web H++ 

(http://newbiophysics.cs.vt.edu/H++/) foi utilizado para adicionar de modo acurado todos 

os hidrogênios à macromolécula. Então, o H++ previu os valores de pka desses resíduos 

ionizáveis, permitindo uma compreensão detalhada de seu estado de protonação em 

diferentes condições de pH. Em seguida, a proteína (.pdb*) foi previamente preparada 

utilizando o módulo Protein Preparation Wizard do pacote de software Desmond® 

(licenciado academicamente e distribuído pela equipe de pesquisa da D. E. Shaw, 

(https://www.deshawresearch.com/downloads/download_desmond.cgi/). Posteriormente, o 

potencial intermolecular transferível com 4 pontos (TIP4P) modelo foi usado para 

descrever as moléculas explícitas de água, contidas em uma caixa ortorrômbica (10 Å3 a 

partir das bordas).  

O sistema macromolecular foi neutralizado pela adição de dois átomos de cloreto 

(Cl−) e, em seguida, os íons Na+ e Cl− foram adicionados a uma concentração de 0.15 M, 

gerando um ambiente fisiológico isoeletrônico. Em seguida, o campo de força Optimized 

Potentials for Liquid Simulations 2005 (OPLS_2005) foi utilizado para minimizar a 

energia de todo o sistema, com um tempo de minimização de 50 ps (SILVA et al., 2017). 

Então, o sistema completo foi energeticamente minimizado para relaxar potenciais choques 

estéricos na estrutura e, em seguida, o equilíbrio constante de número de partículas, 

pressão e temperatura (NPT) foi admitido à 300 K e 1 bar (SANTOS-JÚNIOR et al., 

2024). Posteriormente, foram efetuadas 100 ns simulações de dinâmica molecular (DM) 

https://www.rcsb.org/
http://newbiophysics.cs.vt.edu/H++/
https://www.deshawresearch.com/downloads/download_desmond.cgi/
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para obter dados sobre a estabilidade da proteína, utilizando um intervalo de registro 

(trajetória) de 100 ps e aproximadamente 1.000 estruturas. Além disso, foram gerados 

gráficos de Desvio da raiz quadrada média (RMSD)  e Flutuação da raiz quadrada média 

(RMSF)  utilizando o Maestro® v. 2022.1 

(https://www.deshawresearch.com/resources.html) (SILVA-JUNIOR et al., 2017; SOUZA 

et al., 2023).  

O RMSD mede a diferença entre as posições atômicas da trajetória simulada e a 

estrutura cristalográfica de referência (DEEBA et al., 2017; SOUZA et al., 2023). O 

cálculo de RMSD foi realizado conforme a equação 5. 

 

𝑅𝑀𝑆𝐷(𝑡1, 𝑡2) = [ 
1

𝑀
∑ 𝑚𝑖

𝑁
𝑖=1 ||𝑟𝑖(𝑡1)− 𝑟𝑖(𝑡2)||

2]  (5) 

 

Onde 𝑀 = ∑ 𝑚𝑖
𝑁
𝑖=1  e 𝑟𝑖(𝑡) é a posição do átomo i no tempo t. A variável t2 

representa o tempo utilizado para definir a posição do átomo i na estrutura de referência, 

ou seja, a estrutura inicial (t2 = 0) (BHACHOO e BEUMING, 2017; JAIN et al., 2017; 

VORA et al., 2019).  

O gráfico de RMSF representa a flutuação média quadrática dos resíduos da 

proteína nsP2 do CHIKV ao longo de seu índice de resíduos, ou seja, é uma medida de 

flexibilidade ou mobilidade dos resíduos da proteína. As variações do valor de RMSF são 

calculadas da seguinte forma: 

𝑅𝑀𝑆𝐹𝑖 = √
1

𝑇
∑ (𝑥𝑖(𝑡) − 〈𝑥𝑖〉)

2𝑇
𝑡=1   (6) 

Para obter a estrutura final da nsP2 (pós-DM) mais representativa para investigação 

adicional, uma análise de clusters foi realizada considerando toda a trajetória da MD 

(SANTOS-JÚNIOR et al., 2024). Posteriormente, o modelo obtido em conformação nativa 

foi utilizado para estudos de Teoria do Funcional da Densidade (TFD), usando uma 

abordagem em cluster. 

 

5.4 Preparação da abordagem de cluster 

 

A abordagem de cluster tornou-se um pilar no estudo de mecanismos de reações 

enzimáticas devido à sua capacidade de equilibrar eficiência computacional e precisão 

química. Focando em um subconjunto estrategicamente selecionado do sítio ativo da 

enzima, essa abordagem permite modelar interações-chave e propriedades eletrônicas que 

impulsionam a atividade catalítica, ao mesmo tempo que evita o custo computacional 

https://www.deshawresearch.com/resources.html
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proibitivo de simular toda a proteína. Esse método tem sido particularmente valioso para 

elucidar vias reacionais complexas, fornecendo percepções sobre estados de transição, 

espécies intermediárias e o papel de resíduos ou cofatores específicos, contribuindo, em 

última instância, para um entendimento mais profundo da função enzimática e para o 

desenvolvimento de catalisadores biomiméticos (LIAO; SIEGBAHN, 2019, 2017; 

SIEGBAHN; HIMO, 2009; V. BARONE, 1998). Assim, com base no modelo pós-DM, foi 

construído um cluster molecular para investigar o mecanismo de reação por meio de 

cálculos de DFT. Esse modelo incluiu os resíduos Cys478 e His548, responsáveis por formar 

o par iônico Cys(S−)/His(NH+), essencial para a função enzimática. O resíduo Asp550, cuja 

função é estabilizar a carga de His548, também foi incluído. Adicionalmente, o resíduo 

Ser482 foi incorporado devido à sua possível participação na reação, conforme sugerido 

pelo estudo de SAISAWANG et al., 2015. Além disso, uma molécula de água foi 

posicionada, a partir da simulação de DM, entre Cys478 e His548, com distâncias de 1,79 Å 

(SH∙∙∙OH2) e 1,88 Å (N∙∙∙H2O) no modelo I, e 3,86 Å (SH∙∙∙N) no modelo II (Fig. 6). 

 

 

Figura 6. Modelos tridimensionais utilizados nos estudos de ativação catalítica da nsP2 do CHIKV 

por meio de simulações de DM. 

 

 

        

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 
Fonte: Autora, 2025. Em (A), modelo I – presença explícita de uma molécula de água; em (B), modelo II – 

ambiente a vácuo. Todos os átomos de hidrogênio, carbono, nitrogênio, oxigênio e enxofre estão 

representados nas cores branca, cinza, azul, vermelha e amarela, respectivamente. 

 

5.5 Cálculos DFT  

 

Neste estudo, as otimizações geométricas e os cálculos de frequências vibracionais 

foram realizados utilizando o funcional de troca-correlação ωB97-XD (CHAI; HEAD-

GORDON, 2008). Os átomos dos sistemas foram descritos utilizando as funções de 

conjunto de base de polarização de valência dividida (SVP). Os estados de transição foram 
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caracterizados por apresentar apenas uma frequência imaginária, enquanto os reagentes e 

os produtos não apresentaram frequências imaginárias. As estruturas dos reagentes e 

produtos conectados via estado de transição foram obtidas a partir do cálculo da 

coordenada intrínseca de reação (IRC) (FUKUI, 1981). Todos os cálculos de MQ foram 

realizados utilizando a versão D.01 do código Gaussian 09 (G.W.T. M. J. FRISCH H. B. 

SCHLEGEL G. E. SCUSERIA et al., 2013). 

Após as otimizações geométricas, as energias foram refinadas por meio de cálculos 

de ponto único empregando conjuntos de bases maiores, especificamente valência tripla-

zeta com duas funções de polarização (TZVPP) e valência quádrupla-zeta com funções de 

polarização (QZVP), respectivamente (WEIGEND, 2006; WEIGEND; AHLRICHS, 

2005). 

Os efeitos eletrostáticos do ambiente proteico mais amplo foram modelados 

utilizando o Modelo de solvatação baseado em Densidade (SMD), considerando diferentes 

constantes dielétricas (Ɛ = 4, 15, 30, 60 e 80) (TOMASI; MENNUCCI; CAMMI, 2005). O 

desempenho dos funcionais de DFT XC foi avaliado a partir de cálculos utilizando os 

funcionais Becke 3 Lee-Yang-Parr (B3LYP) (BECKE, 1993b; LEE; YANG; PARR, 

1988), Minnesota 06 (M06) (ZHAO; TRUHLAR, 2008), Becke's Half-and-Half Lee-Yang-

Parr (BHandLYP) (BECKE, 1993a) e Threshold Pseudopotential-Symmetry-Adapted 

Hybrid (TPSSh) (STAROVEROV et al., 2003; TAO et al., 2003), todos com o conjunto de 

base QZVP. 
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6 RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 

6.1 Simulação de Dinâmica Molecular 
 

O uso de simulações de DM antes dos cálculos de otimização é essencial para obter 

uma conformação estrutural inicial mais realista. Isso permite que os cálculos de 

otimização sejam realizados em uma estrutura já relaxada e mais próxima de seu estado 

nativo (BUSLAEV et al., 2022) (PADHI; JANEŽIČ; ZHANG, 2022). Assim, neste trabalho, 

utilizamos simulações de DM para construir um modelo molecular inicial a fim de 

investigar a reação de transferência de prótons envolvendo os resíduos Cys478 e His548. 

No gráfico de RMSD (Fig. 7A) para a nsP2 do CHIKV ao longo de 100 ns de 

simulações de DM, observa-se um aumento inicial no valor de RMSD até 1,2 Å, indicando 

que a estrutura simulada permanece relativamente próxima da estrutura cristalográfica no 

início da simulação. Posteriormente, o RMSD aumenta gradualmente, atingindo 

aproximadamente 2,0 Å em torno de 30 ns. Esse aumento inicial no RMSD sugere que a 

proteína está se ajustando e acomodando ao ambiente de solução, como esperado em 

estudos de DM. Após essa fase de ajuste, o valor de RMSD apresenta variações, 

estabilizando-se em uma faixa relativamente consistente de 2,0–2,8 Å, com picos 

ocasionais atingindo aproximadamente ~3,6 Å. Essas variações indicam que a proteína 

continua a explorar diferentes conformações antes de alcançar a estabilidade. Os picos 

mais altos podem estar associados a movimentos conformacionais mais significativos ou a 

ajustes temporários da proteína ao longo da simulação. Assim, a análise do gráfico de 

RMSD sugere que a estrutura do backbone da nsP2 permanece estável durante os 100 ns 

de simulação, com variações típicas para proteínas em solução. O confinamento dos 

valores de RMSD em uma faixa relativamente estreita após o período inicial de ajuste 

indica que não ocorreram desvios estruturais significativos ou eventos de desenovelamento 

durante a simulação. 
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Figura 7. Gráficos de desvio quadrático médio (RMSD) e flutuação quadrática média 

(RMSF) para a nsP2 do vírus Chikungunya (PDB: 4ZTB) ao longo de 100 ns de simulações 

de dinâmica molecular (MD). 

 

Fonte: Autora, 2025. Em (A), gráfico do backbone em verde, mostrando variações estruturais (Å). Em (B), 

flutuações ao longo de 100 ns de simulações de DM, em que as alfa-hélices estão coloridas em azul, 

enquanto as folhas-beta e as regiões de loops estão representadas em vermelho pálido e branco, 

respectivamente. 

 

A linha azul no gráfico representa o RMSF dos átomos de carbono alfa ao longo da 

sequência de resíduos  da proteína. Os valores no eixo vertical  representa a posição dos 

resíduos ao longo da sequência da proteína (Figura 10 ). 

O gráfico de RMSF (Fig. 7B) representa uma medida da flexibilidade ou 

mobilidade dos resíduos da proteína sob as condições simuladas. Regiões com picos altos 

de RMSF (> 3 Å) indicam resíduos ou segmentos da proteína mais flexíveis ou móveis 

durante a simulação (FAISAL et al., 2021; MEMON et al., 2021). Esses picos podem sugerir 

regiões de desordem intrínseca ou partes da proteína envolvidas em movimentos 

significativos, como loops (LILIH SITI SOLIHAT, KAZUTOMO KAWAGUCHI, 2024). 

Especificamente, os resíduos Asp550 e His548, que fazem parte do sítio ativo da nsP2, estão 

localizados em regiões mais flexíveis com altos valores de RMSF, sugerindo que a maior 

flexibilidade dessas áreas pode ser importante para o mecanismo catalítico da enzima. 
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Regiões com valores baixos de RMSF (< 1,5 Å) são mais rígidas e estáveis (KUMAR et al., 

2020). Essas áreas geralmente correspondem a partes estruturais bem definidas da proteína, 

como alfa-hélices ou folhas-beta, que mantêm uma conformação relativamente constante 

(S. RUSSELL LEHRMAN, 1990). Os resíduos Ser482 e Cys478 exibem valores baixos de 

RMSF, indicando que estão em regiões mais rígidas e estáveis, essenciais para manter a 

integridade estrutural necessária para a atividade catalítica.  

 

6.2 Mecanismo de Reação: Cálculos DFT de Abordagem de cluster  

 

O sítio ativo da nsP2 do CHIKV está localizado em uma região exposta ao solvente 

(NARWAL et al., 2018), sugerindo que a água pode catalisar a formação do par iônico, para 

ativação dessa protease. Embora nenhum estudo tenha avaliado essa possibilidade, essa 

ativação enzimática foi considerada, e dois modelos reacionais foram utilizados: um 

contendo uma molécula de água entre os resíduos ácido-base de Brønsted-Lowry (modelo 

I) e outro sem a molécula de água (modelo II). Em ambos os modelos, os resíduos Ser482, 

Cys478, His548 e Asp550 estão presentes (Figura 6).  

Após a análise dos clusters gerados durante as simulações de DM, foi obtida uma 

estrutura mais representativa da nsP2 do CHIKV. Essa estrutura foi utilizada para criar 

dois modelos tridimensionais (considerando um raio de 4,0 Å ao redor da díade catalítica – 

Cys478 e His548) para estudos sobre o mecanismo de ativação da nsP2 do CHIKV. O 

Modelo I (Fig. 8A) incluiu uma molécula de água entre os resíduos da díade ácido-base, 

Cys478 e His548 (essa molécula de água foi originada do ambiente solvatado criado durante 

a simulação de 100 ns de DM). Ao mesmo tempo, o Modelo II não incluía água, 

representando um ambiente de vácuo (Fig. 8B). 

Após a otimização do modelo I, observou-se que a molécula de água atua como 

catalisador na transferência de prótons, capturando o próton do resíduo Cys478 e doando-o 

para o resíduo His548 em um mecanismo concertado. Isso foi confirmado após a otimização 

do estado de transição. O estado de transição foi caracterizado por apresentar uma 

frequência imaginária de 464,43i. O autovetor associado a essa frequência imaginária 

indica um mecanismo concertado de transferência de prótons, no qual, simultaneamente à 

quebra da ligação S-H, ocorre a formação da ligação H-N (Figura 8). 
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Figura 8. Modelos tridimensionais pós-simulação de dinâmica molecular utilizados para os 

estudos de ativação catalítica da nsP2 do CHIKV por meio de cálculos de Teoria do 

Funcional da Densidade (DFT). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Autora, 2025. Em (A), modelo I – presença explícita de uma molécula de água; em (B), modelo II – 

ambiente a vácuo. Todos os átomos de hidrogênio, carbono, nitrogênio, oxigênio e enxofre estão 

representados nas cores branca, cinza, azul, vermelha e amarela, respectivamente. 

 

Após a otimização geométrica do Modelo I, foi realizado um alinhamento estrutural 

entre o cluster obtido pós-DM e o cluster otimizado por DFT, resultando em um RMSD de 

0,542 Å. Esse resultado sugere que, apesar das diferenças nos métodos empregados, a 

geometria do modelo otimizado retém características essenciais da conformação 

intermediária gerada durante a simulação de 100 ns de MD. 

Utilizando o nível de teoria ωB97-XD/SVP para tratar o Modelo I, que inclui uma 

molécula de água entre os resíduos Cys478 e His548, observou-se que o átomo de oxigênio 

da molécula de água está a uma distância de 1,82 Å do hidrogênio do grupo tiol (S−H, 

Cys478), enquanto seu hidrogênio está a uma distância de 1,92 Å do nitrogênio do grupo 

imidazol (C=N, His548). Isso sugere um possível papel da água no mecanismo de ativação 

da nsP2 do CHIKV (Fig. 9A). Após a otimização do Modelo I, foi observado que a 

molécula de água pode atuar como catalisador na transferência de prótons, capturando o 

próton do Cys478 e doando-o ao His548 em um mecanismo concertado. Isso foi confirmado 

após a otimização do estado de transição. O autovetor associado a essa frequência 

imaginária indica um mecanismo concertado de transferência de prótons, no qual, 

simultaneamente à quebra da ligação S-H, ocorre a formação da ligação H-N (Fig. 9B). 

Após a transferência de prótons, as distâncias intermoleculares (S−∙∙∙H−OH e HN+∙∙∙OH2) 

mudaram para 2,11 Å e 1,71 Å, respectivamente, no produto final (Fig. 9C). 
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Figura 9. Estruturas otimizadas do reagente, estado de transição e produto obtidas com o 

nível de teoria ωB97X-D/SVP. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Autora, 2025. Todas as interações intermoleculares estão representadas por linhas pontilhadas pretas, 

com os valores das distâncias expressos em Å. 

Com relação ao Modelo II (Fig. 10), uma vez que o protocolo utilizado para o 

Modelo I mostrou-se bem-sucedido, optamos por aplicar o nível de teoria ωB97-XD/SVP 

para tratar este modelo também. No entanto, não foi possível localizar um estado de 

transição possível para a transferência de prótons sem a presença de água, mesmo após 

várias tentativas considerando diferentes combinações de funcionais de troca-correlação 

(XC) e conjuntos de base (ver SI). 

Adicionalmente, as distâncias interatômicas e os ângulos de ligação entre os átomos 

envolvidos na formação do par iônico foram ajustados para "facilitar" o progresso da 

reação, mas isso também não teve sucesso. Em todas as tentativas avaliadas, o próton 

sempre retornava ao átomo de enxofre do resíduo Cys478. Assim, nossos resultados 

sugerem que a molécula de água é crucial para estabilizar o estado de transição, facilitando 

a transferência de prótons ao mediar a distribuição de densidade eletrônica entre os 

resíduos Cys478 e His548. Talvez o sistema siga um mecanismo diferente na ausência de 
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água e/ou não consiga superar a barreira energética necessária para a reação, ao menos nas 

condições investigadas. 

 

Figura 10. Estruturas otimizadas para o reagente e o produto obtidas pelo nível de 

teoria ωB97-XD/SVP, e um estado de transição esperado. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Autora, 2025.Todas as distâncias interatômicas entre os resíduos Cys478 e His548 estão expressas em Å. 

 

6.3 Efeitos do Ambiente Eletrostático  

 

Os efeitos do ambiente eletrostático foram incorporados por meio de cálculos de 

ponto único realizados nas estruturas do reagente, estado de transição e produto, aplicando 

o modelo SMD com diferentes constantes dielétricas: ε = 4 (ambiente altamente apolar e 

hidrofóbico) e ε = 80 (ambiente polar e hidrofílico) para o Modelo I. Os resultados 

energéticos estão listados na Tabela 1. Inicialmente, avaliou-se o efeito do conjunto de 

bases na geometria e nas energias da reação de transferência de prótons. A Tabela 1 mostra 

que não houve mudanças significativas na energia de ativação ao modificar o conjunto de 

bases de TZVP para TZVPP e, em seguida, para QZVP, tanto para ε = 4 quanto para ε = 

80.  
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Tabela 1. Efeitos de diferentes conjuntos de base usando o funcional ωB97-XD nos valores da 

barreira de energia do estado de transição (ΔG‡) para o mecanismo concertado de 

transferência de próton catalisado por água, envolvendo a díade catalítica da nsP2 do 

CHIKV. 

 ωB97-XD/basis set (ΔG
‡
 in kcal/mol) 

Dielectric constant (ε) TZVP TZVPP QZVP 

4,0 23,0 23,0 21,0 

80,0 16,0 16,0 13,0 

 

As diferenças nas energias ficaram na faixa de 1,0 kcal/mol. Por outro lado, a 

polaridade do ambiente químico promove uma mudança significativa na cinética do 

processo de transferência de prótons. Considerando os resultados obtidos com o conjunto 

de bases QZVP, o aumento de 4,0 para 80,0 na constante dielétrica reduz a energia de 

ativação em cerca de 7,0 kcal/mol. Esses resultados sugerem que o solvente é um fator 

significativo na reação química de transferência de prótons, reduzindo a barreira de 

ativação por meio da estabilização do estado de transição, destacando a importância do 

solvente no processo, especialmente considerando que o sítio ativo da enzima está 

localizado em uma região altamente exposta ao solvente. Assim, é plausível assumir que 

um ambiente altamente eletrostático é crucial para o processo de transferência de prótons 

nesta condição de par iônico. Isso ressalta a relevância da polarização do solvente no 

mecanismo investigado. 

Para entender a distribuição de cargas atômicas parciais ao longo da reação, as cargas 

de Mulliken para ε = 80 (a condição com cinética mais rápida) foram calculadas 

considerando os funcionais B3LYP, M06, TPSSh e BHandLYP com o conjunto de bases 

QZVP. Os valores de carga de Mulliken para os átomos de S, H e N no reagente, no estado 

de transição e no produto estão apresentados na Tabela 2. 
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Tabela 2. Cargas de Mulliken para as estruturas do reagente, estado de transição (TS) e 

produto na transferência de próton catalisada por água entre Cys
478

 e His
548

 da nsP2 do 

CHIKV, com ε = 80, calculadas no nível de teoria ωB97X-D/QZVP. 

 
Atoms 

Reagente 

B3LYP M06 TPSSh BHandLYP 

S −0.307 −0.332 −0.357 −0.283 
H 0.129 0.124 0.177 0.138 
N −0.501 −0.937 −0.371 −0.514 

 ET 

S −0.859 −0.977 −0.845 −0.841 
H 0.307 0.235 0.319 0.317 
N −0.428 −0.622 −0.359 −0.427 

 Produto 

S −0.935 −0.970 −0.891 −0.909 
H 0.275 0.248 0.287 0.292 
N −0.294 −0.560 −0.233 −0.317 

 

A análise geral dos dados apresentados na Tabela 2 indica que, independentemente 

do funcional XC, do reagente ao produto, as cargas atômicas parciais sobre o enxofre do 

resíduo Cys478 tornam-se mais negativas, o que está de acordo com a formação da espécie 

S−. Por outro lado, ao longo do avanço da reação de transferência de prótons, a carga 

atômica parcial sobre o átomo de nitrogênio aceitador do resíduo His548 torna-se menos 

negativa, sugerindo uma redução na carga atômica sobre o nitrogênio devido à formação 

da ligação química H−N. Além disso, vale destacar que a Tabela 2 indica que, do reagente 

ao produto, a carga atômica parcial sobre o átomo de hidrogênio transferido aumenta, 

sugerindo a formação de uma espécie química mais próxima de um próton. 

O perfil energético completo para a reação de transferência de prótons calculado no 

nível de teoria ωB97-XD/QZVP está apresentado na Tabela 1. Além da análise cinética da 

reação apresentada e discutida anteriormente, a análise termodinâmica revelou que a 

transferência de prótons do resíduo Cys478 para o resíduo His548, mediada por uma 

molécula de água, é um processo termodinamicamente favorável. A energia de reação 

(Fig.11) varia conforme a constante dielétrica do meio: no meio hidrofóbico (ε = 4), a 

energia de reação foi de aproximadamente −27,0 kcal/mol, enquanto no meio hidrofílico (ε 

= 80), foi de −14 kcal/mol.  
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Figura 11. Perfil da energia livre de Gibbs (ΔG) ao longo da coordenada de reação para 

diferentes constantes dielétricas (ε), calculado com o funcional ωB97-XD e o conjunto de base  

QZVP. 

 

Fonte: Autora, 2025. 

 

Essa variação indica que a reação é mais termodinamicamente favorável em meios 

hidrofóbicos. Esse cenário dependerá da quantidade de água na região reativa, do pH 

fisiológico e do estado termodinâmico (temperatura, pressão, etc). 

Subsequentemente, a sensibilidade dos resultados à natureza do funcional de troca e 

correlação foi investigada utilizando diferentes constantes dielétricas (ε = 4, 15, 30, 60 e 

80). Cálculos de ponto único (SP) foram realizados com os funcionais B3LYP, M06, 

TPSSh e BHandLYP, utilizando o conjunto de bases QZVP, selecionado devido ao seu 

tamanho maior e, consequentemente, à sua maior precisão nos valores de energia. Os 

resultados estão apresentados na Tabela 3. 

 

Tabela 3 – Estado de transição (ΔG
‡
) usando diferentes funcionais de exchange-correlation 

para a transferência do próton entre Cys
478

 e His
548

 da nsP2 do CHIKV. 

 Functional/QZVP (ΔG
‡
 in kcal/mol) 

Dielectric constant (ε) B3LYP M06 TPSSh BHandLYP 

4 21.0 23.0 20.0 24.0 

15 17.0 19.0 16.0 16.0 

30 16.0 18.0 15.0 19.0 

60 15.0 17.0 15.0 18.0 

80 14.0 16.0 13.0 17.0 

 
 

Os valores apresentados na Tabela 3 mostram uma redução significativa na barreira 

de ativação à medida que os valores de constante dielétrica aumenta (Tabela 3), 

independentemente do funcional utilizado. Essa tendência está alinhada com estudos 
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anteriores que destacam o papel de ambientes polares na estabilização de estados de 

transição por meio de interações eletrostáticas (SUPPAN, 1990) No caso específico da 

reação de transferência de prótons analisada, onde o produto final é um par iônico 

Cys(S−)/His(NH+), um meio altamente polar desempenha um papel crítico. Esse ambiente 

favorece a estabilização de estados carregados, reduzindo significativamente a energia 

necessária para superar a barreira de ativação (CORTES-CLERGET et al., 2021). Em termos 

quantitativos, a Tabela 3 indica que a variação entre as energias de ativação calculadas 

com os funcionais não excede 4,0 kcal/mol. 

 

 

 

 

  



46  

7 CONCLUSÕES 

 
O presente estudo avaliou a formação do par iônico Cys478(S−)/His548(NH+), o 

passo inicial na ativação enzimática da protease nsP2 do CHIKV. Simulações de DM e 

metodologias de análise de clusters em MQ foram empregadas, com o objetivo principal de 

entender a reação de desprotonação envolvida na ativação enzimática. Esta investigação 

considerou como uma molécula de água poderia catalisar a reação, visando contribuir para 

o desenvolvimento de medicamentos que inibam a replicação viral do CHIKV. 

Os resultados demonstraram que a proteína nsP2 do CHIKV é ativada por uma 

molécula de água (modelo I), tornando-se uma proteína nucleofílica, o que caracteriza a 

nsP2 do CHIKV como uma CP de fato. 

A conclusão de que o mecanismo é catalisado por água é apoiada pela identificação 

do ET e pela observação de que a barreira de ativação diminui significativamente em um 

ambiente de maior polaridade, ou seja, com uma constante dielétrica maior. Isso indica que 

o mecanismo ocorre em um ambiente hidrofílico. Cálculos de energia de ponto único 

usando diferentes funcionais de troca e correlação mostraram que os valores de ET foram 

consistentemente mais baixos para ε = 80 em comparação com ε = 4, 15, 30 e 60, 

sugerindo que o ambiente polar estabiliza melhor o ET, resultando em uma barreira de 

ativação mais baixa. Isso corrobora a hipótese de que a formação do par iônico é catalisada 

por uma molécula de água. A redução da barreira de ativação em um meio polar pode ser 

devido à exposição do sítio ativo da nsP2 do CHIKV ao solvente. 

Os achados sugerem que o mecanismo é concertado. Essa conclusão é baseada na 

análise do ET identificado, que indica que a protonação do resíduo His548 e a 

desprotonação do resíduo Cys478 ocorrem simultaneamente. Assim, este estudo avançou na 

compreensão da ativação enzimática da protease nsP2 do CHIKV, enfatizando a 

importância do ambiente eletrostático na catálise enzimática e destacando o papel 

fundamental da água no mecanismo. 
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