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RESUMO

A proteina nsP2 do virus Chikungunya (CHIKV) é uma cisteino protease essencial para
a formacgdo do complexo de replicacéo viral. Dessa forma, compreender seu mecanismo
molecular é fundamental para o desenvolvimento de novos inibidores. Nesta
dissertagdo, investigamos exclusivamente o mecanismo de ativacdo enzimatica da nsP2
por meio de simulacGes de dindmica moleuclar (DM), utilizando uma abordegem de
cluster, bem como por meio de calculos de mecanica quantica (MQ) para estudar a
reacdo enzimatica no sitio ativo da enzima. Especificamente, analisamos a ativacdo da
diade catalitica Cys*’8-His>8 e verificamos a influéncia da presenca de uma molécula de
agua nesse processo. Quando uma molécula de &gua esta presente, a distancia entre
Cys*’® e His®® no estado de transicdo é de 1,96 A (SH---OH.) e 1,28 A (N--H.O). Além
disso, os célculos de energia de ativagdo indicam que a presenca de agua reduz a barreira
energética em aproximadamente 7 kcal/mol, favorecendo o mecanismo de ativagdo da enzima.
Com base nesses resultados, propomos um modelo para um possivel caminho reacional,
incluindo o estado de transicdo para a transferéncia de proton na formacdo do par idnico
Cys(S)/His(NH"). A compreensdo desse mecanismo em nivel molecular permite identificar
pontos criticos no funcionamneto da nsP2 que podem ser explorados no planejamento de
inibidores especificos. Assim, nossos achados fornecem uma base solida para o
desenvolvimento racional de compostos com potencial aplicacdo no tratamento da febre
Chikungunya.

Palavras-chave: Cisteino protease; nsP2; Chikungunya; Catalise; Ativacdo enzimatica.



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 Cys*’®-His®*® and assess the influence of a water
molecule on this process. When a water molecule is present, the distance between Cys*’®
and His®® in the transition state is 1.96 A (SH:--OH>) and 1.28 A (N---H:0). 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 INTRODUCAO

No que diz respeito a implicacdo particular das cisteino proteases (CPs) no
desenvolvimento de novos medicamentos, pode-se mencionar, por exemplo, que a nsP2
representa um alvo ter&peutico potencial contra o virus Chikungunya (CHIKV) (TOMAR,;
AGGARWAL, 2017). A enzima multifuncional nsP2, em seu dominio C-terminal, exibe
funcbes de protease ao clivar a poliproteina viral, permitindo a proliferacdo do virus.
Consequentemente, ha a necessidade de desenvolver terapias eficientes contra o CHIKYV,
mais especificamente contra a nsP2, uma vez que ndo ha farmacos antivirais disponiveis no
mercado. Inibidores irreversiveis de proteases, que contém um grupo funcional eletrofilico,
podem se ligar covalentemente a enzima através de um residuo cisteina, via ataque
nucleofilico da protease. Atualmente, muitos aspectos dos mecanismos de inibi¢do e dos
mecanismos cataliticos da nsP2 sdo desconhecidos e/ou ainda estdo em debate. Portanto, é
crucial entender esses mecanismos enzimaticos a nivel molecular para projetar novos
inibidores que permitam um tratamento eficaz contra o CHIKV.

A complexidade das enzimas e suas reacdes limita a eficAcia dos experimentos
tradicionais no estudo da atividade enzimatica. A quimica computacional emerge como
uma ferramenta importante para investigar a atividade de enzimas, permitindo a
compreensdo dos seus mecanismos fundamentais por meio do estudo de estados de
transicdo/barreiras de ativacdo, estrututuras que sdo impossiveis de analisar com técnicas
experimentais devido a sua brevidade. As melhorias alcancadas nas Ultimas décadas sdo
aplicadas em diversas areas, como medicina, biologia, quimica e fisica, destacando a
importancia da quimica computacional e teorica.

Neste contexto, a reacdo de ativacdo catalitica da nsP2 do CHIKYV foi investigada
por meio de simulagfes de dindmica molecular (DM) em uma abordagem de cluster, bem
como mecanica quantica (MQ). A investigacdo focou na formacéo do par idnico (Cys/His),
como ponto de partida para a ativacdo desta enzima, explorando a possibilidade desse
mecanismo ser catalisado por dgua, um aspecto que ainda ndo foi relatado na literatura.
Diferentemente dos estudos anteriores, que consideram o par idnico ja formado, esta

pesquisa avaliou as possibilidades de formacédo desse par i6nico.
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2 FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 Contexto Histérico

O virus Chikungunya (CHIKV) é um arbovirus emergente pertence ao género
Alphavirus, da familia Togaviridae (ABDELNABI et al., 2017; BOURJOT et al., 2012;
ELEFTHERIADOU et al., 2017; FARRELL et al., 2018; MORRISON e ANDER, 2021).
Dentre as varias infec¢Oes arbovirais existentes, o CHIKV tem o potencial de reemergir,
sendo considerado também uma doenca tropical negligenciada (DTN), de acordo com a
Organizacdo Mundial de Saude (OMS) (SILVA-JUNIOR e ZHAN, 2023; SAGAR et al.,
2024; SCOTT etal., 2022).

Na ultima década, o CHIKV tem sido responsavel por grandes surtos de uma
doenca artritica debilitante em humanos (SILVA-JUNIOR 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, apds um surto no
Planalto Makonde, localizado na fronteira entre Tanzania e Mogambique (GOBBI et al.,
2015; SUDEEP e PARASHAR, 2008; ZOA-ASSOUMOU et al., 2020). Durante esse
surto, uma alta proporcdo de pessoas de todas as idades foi afetada por essa doenca,
caracterizada inicialmente por dores articulares incapacitantes, febre alta e erupgao
cuténea.

Como os ancides das tribos Makonde ndo tinham memoria de epidemias anteriores
com esses sintomas, sugeriram que estavam diante de uma nova doenga (RASHAD et al.,
2014). Essa nova doenga foi nomeada com o termo “Chikungunya” que significa “aquele
que se curva”, fazendo referéncia as pessoas acometidas com a doenca, que possuiam uma
postura encurvada devido a poliartralgia caracteristica (RASHAD et al., 2014). Apés esse
periodo, apenas pequenos surtos ocorreram ocasionalmente na Africa (COHEN et al.,
1969).

No entanto, grandes epidemias foram relatadas nas décadas de 1960 e 1970 na
india e no Sudeste Asiatico (COHEN et al., 1969). Apo6s esse periodo, apenas apari¢des
esporadicas foram observadas nos 30 anos seguintes, sem grandes recorréncias até um
grande surto no Quénia em 2004 (RAMPHAL et al., 2024). Esse evento desencadeou uma
epidemia que se alastrou por varias ilhas do Oceano indico, pela india e por partes do
Sudeste Asiatico, sendo posteriormente detectada em cerca de 18 paises da Asia, 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 virus Chikungunya

A superficie do CHIKV possui 80 projecdes compostas por trés proteinas, formadas
por heterodimeros de glicoproteinas de envelope (E1 e E2) na bicamada lipidica
(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 susceptiveis por meio de
endocitose dependente do pH. Esse processo ocorre em pequenas vesiculas especializadas,
revestidas por proteinas que ajudam no transporte, atraveés de uma interacdo mediada por
receptores (BERNARD et al., 2010; SINGH e UNNI, 2011). Embora seu mecanismo exato
ndo tenha sido totalmente compreendido, foi demonstrado que o CHIKV se replica em
diversos tipos celulares, como células epiteliais, endoteliais e fibroblastos, bem como,
macrofagos derivados de mondcitos (SOURISSEAU et al., 2007). Wintachai et al. (2012)
identificou a proibitina (PHB) como uma proteina de ligacdo ao CHIKV expressa em
células da microglia.

A PHB é uma proteina ubiqua e evolutivamente conservada, composta por duas
proteinas altamente homologas, 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 proteinas
oligomerizam-se, sendo a hetero-oligomerizacdo essencial para a estabilidade delas
(BERGER; YAFFE, 1998).

A PHB tem sido detectada em diversos compartimentos celulares, como
mitocéndrias, citoplasma e ndcleo, além de ser expressa na superficie celular (KOLONIN
et al., 2004). A PHBL esta envolvida no processo de internalizacdo, seja isoladamente ou
como parte de um complexo, sugerindo que a interacdo virus-PHB pode ser mediada pela
PHB especifica que se liga ao virus (RASHAD et al., 2014). A reducdo experimental da
PHB1 significativamente diminuiu o nivel de infeccdo em diferentes linhagens celulares.
Porém, acredita-se que este mecanismo representa uma das vias pelas quais o CHIKV pode
infectar células susceptiveis (BERGER e YAFFE, 1998; RASHAD et al., 2014).

Apo6s entrar na célula, o ambiente &cido do endossomo provoca mudancas
conformacionais nas proteinas do envelope viral (complexo E1-E2), resultando na
dissociagdo dos heterodimeros E2-E1 e na formagdo de homotrimeros de E1 (DE
CALUWE et al., 2021; LIU et al., 2024). A E1 é um trimero que se insere na membrana
alvo com o peptideo de fusdo hidrofébico e se reorganiza para adquirir uma estrutura em
forma de grampo.

A exposicdo do peptideo de fusdo E1 facilita a fusdo da membrana celular

hospedeira com a viral, liberando o nucleocapsideo no citoplasma. Esse processo depende
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de pH baixo e colesterol, que também sdo necessarios para a brotacdo de particulas virais
durante a infecgdo, as quais sdo chamadas de virions (CHATTERJEE et al., 2000; DE
CALUWE et al., 2021; KIELIAN e REY, 2006; LEUNG et al., 2011; LIU et al., 2024;
MARSH e HELENIUS, 2006).

Duas precursoras de proteinas nao estruturais sdo traduzidas a partir do mRNA
viral e, em seguida, sdo clivadas para gerar nsP1-nsP4 (RASHAD et al., 2014;
SOLIGNAT et al., 2009). Durante a traducao, a poliproteina P1234 se une a nsP4 livre e a
algumas proteinas celulares, formando o complexo de replicacdo, responsavel por
sintetizar um intermediario completo de RNA senso-negativo necessario para a replicacdo
(ABDELNABI et al., 2015; GOULD et al., 2010; SOLIGNAT et al., 2009). Com o
aumento da concentracao de P1234, esta é clivada em nsP1, nsP2, nsP3 e nsP4, as quais se
associam as proteinas hospedeiras para formar a replicase de cadeia positiva. 1sso resulta
na produgdo de RNAs subgendmicos de cadeia positiva (26S) e RNAs gendmicos (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 transcricdo do RNA
subgendmico de cadeia positiva 26S, que contém 0s genes precursores das proteinas
estruturais. Essas proteinas sdo entdo clivadas por uma serino protease para formar o
capsideo (C), que permanece no citoplasma (Figura 1), pE2, 6K e E1 (KHAN et al., 2002;
SHIRAKO e STRAUSS, 1994). A proteina C pode estar envolvida nessa atividade
autoproteolitica devido as suas sequéncias conservadas, caracteristicas compartilhadas com
outros Alphavirus (KHAN et al., 2002).
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Figura 1 — Ciclo bioldgico do virus Chikungunya

particulas
.o‘. oo,

Membrana Plasmdtica )

° .
of 7% \sosee
“ )

Citoplasma

Clivagem de pE2
matura em E2 ¢ E3

Gl

proee;ud.n s50
transportadas
Liberagdo citoplasmatica o
do niscleo ¢ genoma i ‘\
\
genoma RNA 498 A } \
X 49S RNA !
5 : 5 genoma 3/ ’
7 - / .
Tradogso ‘ p / /,/ Aparelho de Golgi
& | / Replicagio ‘ / >
Processamento ‘ / [ Replicagio / ’ Maturagso de glicoproteinas
/ \ - ]
vV Cadeia()RNA N\ / I Q\
- ——
=) 3 5 ,/ — Resicelo 7 N
Complexo de ‘ | Capsideo permancce n0  Endoplasmitico -
Replicagdo meio citoplasmitico
(sP1-4) 5 RNA anivsentido, Tranducho d [
——— s
7~ proteinas estruturais /
Tmhn:/ » I / \ /
2 Processamento o
3— (.—v doo N Em
mRNA 268 C-pE2-6K-E1 W0 g7 E1
> Transportados para o RE S
pE2= E2 E2

Fonte: Rashad et al., 2014 (adaptacao)

As proteinas pE2 e E1 sdo sintetizadas no reticulo endoplasmatico e processadas no
aparelno de Golgi (TANG, 2012) (Figura 1). Em seguida, sdo transportadas para a
membrana plasmatica, onde pE2 é clivada pela atividade de uma protease semelhante a
furina na célula hospedeira, resultando em E2 e E3 (CHING et al., 2017; RASHAD e
KELLER, 2013). A montagem das particulas virais comega no citoplasma da célula, onde
se inicia a formacdo do nucleocapsideo com 120 dimeros da proteina C (MENDES;
KUHN, 2018). As particulas montadas brotam na membrana celular como esferas com
didmetro de 65 a 70 nm, compostas por moléculas de RNA gendmico e proteinas do
capsideo, envoltas por uma membrana lipidica derivada do hospedeiro (PERERA et al.,
2001).

2.3 Cisteino Protease (CP)

As proteases representam uma importante classe de proteinas envolvidas na
hidrolise de peptideos e outras proteinas (nesses casos, sendo também conhecidas como
proteinases) (FARIAS et al., 2024; MATIC et al., 2023; YAO et al., 2024). Considerando
seu mecanismo catalitico, estas podem ser separadas em diferentes grupos: serino protease,

aspartato protease, cisteino protease (CP), glutamato protease, treonino protease ou fil%é



mesmo metaloprotease.

A familia papaina (familia C1) ¢ a classe de cisteino protease mais conhecida, que
pertence ao cla CA. Historicamente, a papaina foi a primeira cisteina protease purificada e
caracterizada a partir do maméo Carica papaya, sendo também a primeira cisteina protease
a ser resolvida (SAJID; MCKERROW, 2002). As CPs da familia da papaina estdo
envolvidas em diversas patologias, 0 que as torna alvos atraentes para o desenvolvimento
de novos medicamentos. Por fim, como o préprio nome indica, as CPs sdo caracterizadas
principalmente pela presenca de um residuo de cisteina (Cys) catalitico no sitio ativo
(GOLUBTSOV et al., 2006; NEILL, 1990).

2.4 Mecanismo Catalitico das Cisteinas Proteases

O mecanismo catalitico das CPs depende de dois residuos localizados no local
ativo, a cisteina (Cys) e um residuo béasico adjacente, normalmente a histidina (His)
(ARGUELLO-GARCIA; CARRERO; ORTEGA-PIERRES, 2023). Tem sido admitido
que o grupo imidazol da His polariza o grupo tiol da Cys, por meio da desprotonacdo do
grupo tiol, SH (via mecanismo acido-base de Brgnsted-Lowry), resultando assim em um
par iénico, Cys(S™)/His(NH*) (KEILLOR; BROWN, 1992; SMITH; WILSON, 2022).

A existéncia do par idonico 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 aplicacdo 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 catalitico das CPs consiste em dois estagios,
sendo (1) acilacdo e (Il) desacilacdo. O estagio de acilacdo consiste basicamente no ataque
nucleofilico do anion tiolato da Cys ao carbono carbonilico da ligacdo peptidica do
substrato, produzindo um intermediario tetraédrico anidnico, que é estabilizado no por um
residuo basico adjacente no buraco oxianidnico.

Em seguida, a desacilacdo ocorre por meio de uma reacdo catalisada por uma base
geral, nesse caso, a His, em que o nitrogénio imidazolico ativa uma molécula de dgua, que
ataca o carbono carbonilico da ligacdo peptidica para clivar o produto e a regenerar o par
iénico inicial, Cys(S™)/His(NH*) (Figure 2).
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Figura 2 — Mecanismo catalitico das cisteinas proteases dos Alphavirus
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Fonte: Autora, 2025.

Neste contexto, varios experimentos e estudos computacionais foram realizados
para explicar a maneira pela qual as CPs catalisam a quebra de ligacGes peptidicas de seus
substratos (ARAFET et al., 2014, 2015).

Na etapa de acilagdo ocorre a formagdo do intermediario tetraédrico anidnico, em
que esta etapa ocorre similarmente ao mecanismo de serino proteases (DRENTH et al.,
1976), em que o anion tiolato ataca o carbono carbonilico da ligacdo peptidica do substrato
para produzir um intermediario tio-hemicetal. Este intermediario seria estabilizado por
uma interacdo de ligacdo de hidrogénio com o grupo NH da Cys e com o grupo NH> da
Glu adjacente, que cria um buraco oxianionico semelhante ao proposto nas serino
proteases. Entdo, um préton é transferido da His para o nitrogénio da ligacdo peptidica,
concomitantemente com a clivagem da ligacdo peptidica C—N, formando o intermediario
tetraédrico. No entanto, a estabilidade do intermediario tio-hemicetal tem sido questionada
por alguns autores (HOWARD e KOLLMAN, 1988; WEI et al., 2013). A desacilacdo
ocorre quando uma molécula de agua ataca o complexo acila-enzima no carbono
carbonilico para clivar o produto e regenerar o par de ions.

Muitos grupos de pesquisa tém reportado o uso de mecanica quantica (MQ) na

investigacdo de mecanismos enzimaticos das CPs, bem como, a atuacdo de inibidores que
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possam impedir a replicacdo viral e a proliferacdo das doencas causadas por CPs. Em
2014, Arafet et al. realizaram estudos de MQ/MM para investigar o mecanismo de inibicao
da CP expressa durante a fase eritrocitica do ciclo de vida do parasita causador da malaria
Falcipaina-2, pelo Epoxisuccinato 64 (E64). Eles utilizaram simula¢Ges computacionais
para obter um cenario completo dos possiveis caminhos de reacdo de energia livre. Uma
analise detalhada do mecanismo de reacdo foi realizada para entender a inibicdo da
Flacipaina-2 pelo E64.

Os resultados sugerem que a reacdo de ataque irreversivel da Cys*? ao E64 pode
ocorrer em ambos 0s atomos de carbono do anel epdxido, com barreiras de energia do
estado de transicdo semelhantes, sendo 13,0 kcal/mol para o carbono C2 e 13,6 kcal/mol
para o carbono C3 do anel epoxido. Além disso, os autores identificaram que 0s residuos
GIn%, Trp*, Asnd!, Asp®, GIn'" e His'’ podem ancorar o inibidor em uma orientagéo
adequada para a reacdo ocorrer (ARAFET et al., 2014).

Em 2015, o mesmo grupo realizou simulagdes de MQ/MM para investigar o
mecanismo de inibicdo de cruzaina por peptidilalometilcetonas (ARAFET et al., 2015).
Eles tracaram caminhos de reacdo de energia livre em superficies de energia livre. A
analise dos mecanismos de reacdo revelou que o ataque nucleofilico do tiolato do sitio
ativo, Cys?®, em um atomo de carbono do inibidor e a clivagem da ligacdo halogénio-
carbono ocorrem em um Unico 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 reacdo de
acilacdo e parte da reacdo de desacilacdo de trés enzimas diferentes, cruzaina, papaina e a
papaina mutante (Q19A), utilizando o substrato benzoiloxicarbonil-fenilalanil-arginina-4-
metilcumarila-7-amida (CBZ-FR-AMC) (OANCA et al., 2020). Os resultados indicaram
concordancia entre os resultados calculados e observados, sugerindo que elucidaram o
mecanismo correto da reacdo. Além disso, os autores destacaram que o minimo do perfil
de reacdo, entre as etapas de acilacdo e desacilagdo, pode fornecer um excelente estado

para a ligacdo de inibidores covalente.

2.5 Proteina Néo Estrutural 2 (nsP2) do CHIKV

No CHIKYV, o processamento da poliproteina P1234 em proteinas 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 funcdes enzimaticas, tais

como helicase de RNA, nucleosideo trifosfatase (NTPase) e atividades de trifosfatase 531



dependentes de RNA, que estdo localizadas no dominio N-terminal da proteina, enquanto o
dominio protease, responsavel pela clivagem da P1234 esta situado na regido C-terminal,
ver figura 3 (DA SILVA-JUNIOR et al., 2017; SAISAWANG et al., 2017).

Figura 3 — Dominios C- e N-terminal da nsP2 e a formacao do par idnico
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Fonte: Autora, 2025.

A atividade proteolitica da nsP2 do CHIKV foi demonstrada anteriormente, em
estudos experimentais que investigaram substratos peptidicos marcados com 7-amino-4-
metilcumarina (MCA), comandado por Pastorino et al. (2008). Os substratos utilizados
incluiram o tripeptideo Boc-AGG-MCA. As condicOes Otimas para a atividade enzimatica
foram determinadas, com o pH ideal de 9,5 e um atividade estavel acima de 80% entre pH
8 e 10. A influéncia da forga ibnica foi examinada, demonstrando que concentrac¢des de
NaCl entre 10 e 50 mM otimizaram a atividade proteolitica, enquanto concentragfes mais
elevadas resultaram em uma diminuicdo significativa da atividade. A nsP2 mostrou
resisténcia a inibidores de outras classes de proteases, confirmando sua classificagdo como
uma protease de cisteina (PASTORINO et al., 2008).

A importancia da nsP2 no desenvolvimento de farmacos para doencas virais €

observada na quantidade de estudos que tentam entender melhor a sua funcionalidade.

22



3  Modelagem computacional de rea¢fes enzimaticas

3.1 Dinamica Molecular (DM)

Na mecanica molecular (MM), os atomos que compdem uma molécula sdo
modelados como esferas rigidas contendo uma carga parcial. As ligagcdes quimicas sdo
frequentemente descritas por potenciais harmonicos, semelhantes aos usados para
descrever a dindmica de sistemas do tipo massa-mola (DIAS, 2012; SILVA, 2013).

Embora os métodos MM ndo possam ser utilizados para modelar reacdes quimicas
diretamente, desempenham um papel crucial nas simulacGes de enzimas. Em grande parte,
estes metodos sdo utilizados em simulagdes de DM (BHATT et al., 2021; KUZMANIC et
al., 2020) ou combinado com métodos de mecanica quéntica no estudo de reagdes
enzimaticas (KASTNER et al., 2006; RIBEIRO et al., 2015).

Os métodos MM possibilitam simulacbes de longa duracdo da dindmica de
proteinas, abrangendo desde nanossegundos até microssegundos (BHATI et al., 2023).
Essa capacidade deve-se aos funcionais simples que costumam ser empregadas nas funcées
de energia MM, também conhecidas como campos de forca (VAN DER KAMP et al.,
2008).

As interacOes de van der Waals sdo modeladas por meio de uma fungdo de
potencial do tipo Lennard-Jones (KAUKONEN et al., 2012). Nos campos de forca MM, as
interacdes eletrostaticas sdo normalmente descritas de maneira simplificada, utilizando
cargas pontuais fixas localizadas nos atomos (RINIKER, 2018). Essas cargas atémicas
permanecem inalteradas diante de mudancas no ambiente molecular ou na conformacéo, o
que implica que variagdes na polarizagao eletronica ndo sdo consideradas (LONSDALE et
al., 2012).

As fungdes padrdo da MM nédo sdo capazes de modelar a quebra e formacgéo de
ligacOes, nem a reorganizacdo eletrénica envolvida em reacGes quimicas (CHUNG et al.,
2015). Por exemplo, o termo harmonico utilizado para representar as ligacdes ndo permite
sua quebra. Além disso, os parametros dos campos de for¢a da MM séo desenvolvidos com
base nas propriedades de moléculas estaveis, 0 que os torna geralmente inadequados para
descrever intermediarios instaveis e estados de transicdo (LONSDALE et al., 2012).

A juncdo dos métodos de MM com as equacdes de movimento da DM oferece uma
abordagem eficaz para descrever propriedades de fen6menos dependentes do tempo (MAO
et al., 2023). A resolugdo das equacbes de movimento permite a analise de um grande
namero de movimentos internos e mudancas conformacionais em processos enzimaticos

em solucdo (HOLLINGSWORTH e DROR, 2018). Para um sistema com n particulas, uma
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simulacdo de DM consiste essencialmente na resolucdo da equagdo do movimento de

Newton, como mostrado na equacéo (1):

—

Fo=my-ay (1)
Onde F, é a forca que induz uma aceleracio @, em um atomo com massa my. Esta
forca pode ser calculada derivando a energia potencial U em relacdo as coordenadas r, dos
atomos (SANT’ANNA, 2009) (Equacio 2).

dzT'i
Ldtz2

Onde m; é a massa da particula i, r; é a posicdo da particula i, e F; é a for¢ca atuando

=F (2

sobre a particula i. Uma vez definido o campo de forga, é possivel calcular as forcas
exercidas sobre 0s &tomos do sistema através da primeira derivada da energia potencial. Na
MM, esta energia potencial é determinada por um campo de forca especifico como do tipo

mostrado na equacéo 3.

Vn

U({ri}) = Zligag()es kb (T - ro)z + megulos kG (6 - 90)2 + Zdiéletricos? [1 +

Aij  Bij qiq;
cos(ng -]+ Licjm—=+t - O

ij ij 4AmegTj

Onde o primeiro termo representa a energia de ligacdo com constante de forca k;, e
distancia de equilibrio . O segundo termo representa a energia angular com constante de
forca kg € angulo de equilibrio 8,. O terceiro termo representa a energia de torcdo com
amplitude V,,, multiplicidade n, e fase y. O quarto termo representa as interaces nao-

ligadas (van der Waals e eletrostaticas) com os parametros A;; e B;; para o potencial de

Lennard-Jones, e g; € q; Sdo as cargas dos atomosii € j.

3.2 Métodos Quanticos

Para modelar uma reagdo quimica, € necessario utilizar um método que consiga
quantificar o processo de quebra e formacdo de ligagbes quimicas. Como apresentado
acima, os métodos MM ndo sdo capazes de representar esse fendbmeno. Os métodos de
MQ, por sua vez, sdo capazes de modelar explicitamente a distribuicdo de elétrons nas
moléculas (ALBUQUERQUE et al., 2020). E utilizado em grande parte, no estudo de
estruturas moleculares, estruturas elétronicas e reacdes de moléculas pequenas.

A equacdo de Schrodinger ndo pode ser resolvida exatamente para sistemas

moleculares com mais de um elétron, exigindo assim aproximacdes para sistemas de
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muitos corpos (SHOLL, 2009). Dependendo das aproximacdes utilizadas, os diferentes
métodos de MQ podem ser classificados em trés tipos: ab initio, Teoria do Funcional da
Densidade (DFT) e semi-empiricos (BARAQUE DE FREITAS RODRIGUES et al., 2023,;
CHERMETTE, 1998; SHOLL, 2009). Os metodos MQ ab initio aplicam a teoria de
Hartree-Fock (HF), onde se assume que a distribuicdo espacial de cada elétron é
independente do movimento instantaneo dos outros elétrons (LONSDALE et al., 2012;
SIRIRAK et al., 2020). No entanto, esta aproximacgao tem uma limitacdo, pois ignora a
correlacdo eletronica explicita entre os elétrons.

A negligencia deste efeito no calculo da energia total pode causar grandes erros em
célculos HF para reacdes quimicas (LONSDALE et al., 2012). Com um custo
computacional substancialmente menor, os métodos DFT, podem atingir uma precisdo
comparavel a dos métodos ab initio. Para a DFT, a energia do estado fundamental de uma
molécula pode ser determinada com base na distribuicdo da densidade eletronica
(CHERMETTE, 1998).

Diferente da funcdo de onda ab initio, uma funcdo de 3N variaveis, onde N € o
namero de eletréns, a densidade é uma funcdo de apenas trés variaveis, o que a torna mais
simples (SHOLL, 2009). A grande dificuldade, é que a forma exata do funcional que
relaciona a densidade a energia ainda ndo é conhecida (LONSDALE et al., 2012).

Nas ultimas décadas, foram desenvolvidos diversos funcionais aproximados,
utilizando caracteristicas limitadas conhecidas do funcional exato. Um funcional que se
destaca é 0 B3LYP, ele é considerado um funcional hibrido, ou seja, possui uma porc¢éo da
troca exata HF combinada com contribuicdo de outros funcionais, como o funcional de
troca de Becke88 e o funcional de correlacdo de Lee-Yang-Parr. Os métodos semi-
empiricos 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 rea¢Ges enzimaticas,
utiliza uma metodologia hibrida, MQ/MM. Nos métodos MQ/MM, a regido de principal
interesse do sistema, o sitio ativo, por exemplo, onde ocorre quebra e formacéo de ligacdes
quimicas, € tratada com um metodo MQ, pela precisdo do célculo, enquanto o restante da
enzima é modelado utilizando um campo de forca MM (Figura 4).

Yagi et al. (2021) investigaram reacdes enzimaticas usando calculos MQ/MM,
identificando rotas de energia minima e perfis de energia livre para a triosefosfato

isomerase. Assim, encontraram uma barreira energética de 13 kcal/mol, validada

25



experimentalmente, e demostraram um desempenho significativo nas simulagdes (YAGI et
al., 2021).

Ao utilizar MQ/MM para estudar inibidores covalentes de proteases cisteinicas,
Costa et al. (2020) encontraram uma boa correlagdo entre a energia livre de reacdo
calculada e os dados experimentais (R> = 0,80). A analise mostrou que a maioria das
reacOes era exergbnica, com excecdo de um composto com energia livre de reacdo
ligeiramente positiva (0,32 kcal/mol), bem como, que os inibidores eram covalentes
reversiveis ou irreversiveis. Os autores concluiram que o MQ/MM, com um potencial
semi-empirico, é uma ferramenta eficaz e de baixo custo para prever a atividade bioldgica
de inibidores covalentes, em comparagdo com métodos mais complexos (DA COSTA et
al., 2020). O método MQ/MM também ¢ utilizado na formacdo de adutos, Grigorenko et
al. (2022) utilizaram esse método para investigar a formacdo de adutos covalentes entre
quatro compostos e o residuo Cys'*® da protease principal do SARS-CoV-2, nomeada de
MPr_ Assim, foi sugerido que Carmofur e Nirmatrelvir apresentam barreiras de energias de
reacdo factiveis, sugerindo que esses farmacos sdo promissores para a inibicdo da MP™
(GRIGORENKO et al, 2022).

Figura 4. Representacdo esquematica do modelo QM/MM

Fonte: Autora, 2025. Representagdo esquematica da metodologia hibrida MQ/MM aplicada a uma proteina. O
circulo maior indica a regido tratada com mecéanica molecular (MM), enquanto o circulo menor representa a regido

tratada com mecénica quéantica (MQ), destacando a area de maior interesse quimico.

3.3 Abordagem de Cluster

A grande dificuldade de modelar uma enzima completa com métodos MQ é a
demanda computacional, um sistema enzimatico, em grande parte, possui milhares de
atomos. A abordagem de cluster surge como uma metodologia, capaz de modelar reacdes
enzimaticas, 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 rea¢do avaliada, os residuos do sitio ativo, por exemplo (GEORGIEVA
e HIMO, 2010; LIAO et al., 2011; SIEGBAHN e HIMO, 2011).

Essa abordagem é frequentemente utilizada para modelar estados de transi¢do, bem
como, identificar provaveis mecanismos de reacdo (LONSDALE et al., 2012). Ao analisar
apenas um “recorte” da proteina, o restante da enzima é desconsiderado. No entanto, o
ambiente enzimético influencia toda a estrutura da proteina. Logo, um continuo
eletrostatico € 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 sitio ativo, e aplicar métodos avancados de
estrutura eletronica a esse modelo reduzido. Nas ultimas décadas, 0 método de estrutura
eletrdnica mais comum tem sido a DFT, aplicado em modelos de cluster que variam entre
100 a 300 4&tomos (BOWLING; DASGUPTA; HERBERT, 2024).

Sa0 necessarias duas aproximacgoes ao utilizar essa metodologia, a fim de evitar que
efeitos como movimentos artificiais dos residuos do sitio ativo e a polarizacdo de longo
alcance fornecida pelo ambiente enzimatico comprometam os resultados (LONSDALE et
al., 2012). Primeiramente, é essencial fixar as coordenadas-chave nas margens do modelo
para prevenir movimentos artificiais dos residuos do sitio ativo durante a otimizacdo
(GEORGIEVA; HIMO, 2010). Outra aproximacdo importante, é a utilizacdo da técnica de
continuo polarizavel, em que os efeitos de polarizacdo eletrostatica do restante da enzima
sd0 modelados como um meio homogéneo polarizavel, ver figura 5 (GEORGIEVA;
HIMO, 2010). O método SMD (Solvation Model Based on Density) é um modelo de
solvatagdo implicita. O SMD ndo apenas considera interacdes eletrostaticas entre o soluto e
0 meio continuo polarizavel, mas também incorpora efeitos de dispersdo, cavitacdo e
repulsio (OGUZ; VASSETTI; LABAT, 2021).

Para evitar que o modelo se torne excessivamente rigido e produza valores de
energia imprecisos, é importante ndo optar por um modelo muito pequeno. Modelos
maiores proporcionam maior flexibilidade entre os residuos, permitindo uma melhor
descricdo das reacdes (SIEGBAHN; HIMO, 2011).
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Figura 5 — Desenho esquematico da abordagem de cluster.
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Fonte: Autora, 2025.

Quanto maior for 0 modelo de cluster, menores sdo os efeitos de solvatacao, pois ha
um aumento no nimero de grupos capazes de fornecer polarizacdo intrinseca
(GEORGIEVA e HIMO, 2010; SIEGBAHN e HIMO, 2011). A combinagdo dessas duas
aproximacdes tem se mostrado um protocolo eficiente para elucidar mecanismos de reacao
(LIAO et al., 2011).

A medida que o modelo de cluster aumenta, ocorre uma descricdo mais precisa do
sitio ativo da enzima. Nesse contexto, o blogueio das coordenadas, aliado ao modelo de
solvatagdo implicita, torna-se mais eficaz. A abordagem de cluster busca superar a
limitacdo de avaliar toda a enzima em rea¢Ges envolvendo quebra e formacdo de ligacoes
quimicas. Essa estratégia se concentra na modelagem do sitio ativo, dado que o tratamento
computacional de toda a estrurura enzimatica seria inviavel 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 & pergunta quimica em questdo. E fundamental garantir que o resultado
obtido seja quimicamente plausivel, uma vez que o computador fornecerd um resultado,
mas este precisa ser validado em termos de relevancia quimica.

O método de DFT tém sido o mais utilizado nas tltimas décadas (HIMO, 2017;
SHENG; HIMO, 2023), principalmente o método hibrido, que utiliza o funcional de troca e
correlacdo B3LYP (SIEGBAHN; HIMO, 2011), representado na equacao (4) abaixo:

FB3LYP — (1 _ A)_FxSlater +A. FxHF + B .F;CBeCke +C. F;:LYP + (1 _ C).PéVWN (4)
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O termo ESleter representa a troca de Slater, enquanto E/F a troca exata de HF,
EBecke por sua vez é a parte do gradiente do funcional de troca, a correlagdo eletronica é
decrita por EXYP e FYWN, Os coeficientes A, B e C sdo determinados através de um ajuste
baseado nos calores de formacdo experimentais. Segundo Siegbahn e Himo (2011), ha trés
principais fontes de erro nos métodos de DFT. O erro de auto-interagdo gera uma
contribuicao artificial diferente de zero para a interacdo de um elétron com ele prdprio.

Na teoria de HF, esse tipo de interacdo é cancelado exatamente pelo termo de troca
desse elétron. Entretanto, na DFT, a interacdo coulombiana é descrita exatamente, mas a
troca é apenas aproximada, resultando na auséncia de cancelamento exato desses termos.
Outra limitacdo dessa aproximacao € a dissociacdo incorreta de uma ligacdo, por exemplo,
H>, em uma mistura de fragmentos neutros e iénicos se houver uma restricdo de spin nos
orbitais.

O erro devido a descricdo de determinante Unico e o erro de auto-interagdo se
cancelam em grande parte dos casos, a remoc¢do de um desses erros resulta em maiores
erros, na maioria dos casos. E a terceira fonte de erro na DFT € a falta de interacdo de van
der Waals, o que leva a erros significativos quando grandes sistemas iteragem
(SIEGBAHN; HIMO, 2011).

Os métodos DFT, baseados nos fundamentos tedricos de Hohenberg, Kohn e Sham,
utilizam a densidade eletronica em vez de uma fun¢do 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 eletrénica, e também que a energia do estado
fundamental é completamente determinada pela densidade eletrdnica, bem como, que a
energia do estado fundamental é minima para a densidade pexata (HOHENBERG;
KOHN, 1964).

Nas Ultimas décadas, estudos computacionais tém desempenhado um papel
fundamental na investigacdo de reacfes enzimaticas, a DFT tem sido amplamente utilizada
para modelar reacdes quimicas em sistemas biologicos (WAPPETT; GOERIGK, 2021).
No estudo de Goerigk e Wappett, a escolha dos funcionais DFT foi fundamentada em
bechmarks recentes que avaliaram sua eficacia na descricdo de reacdes catalisadas por
enzimas, comparando desvios absolutos médios em relacado a métodos de alta precisdo,
como DLPNO-CCSD/CBS. A definicdo do modelo do sitio ativo foi baseada na
necessidade de equilibrar representatividade estrutural e viabilidade computacional

A escolha da abordagem de cluster para investigar a formacdo de um par
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Cys(S)/His(NH*) na protease nsP2 do CHIKYV, ocorre pela sua capacidade de modelar
quebra e formacéo de ligacdo de maneira eficiente e precisa, utilizando MQ. No contexto
deste estudo, o modelo de cluster foi desenvolvido para investigar a ativagdo da enzima
nsP2, que é mediada pela formacédo da diade catalitica Cys/His. Esse mecanismo envolve a
transferéncia de proton entre os residuos Cys*’® e His>*8,

Além disso, busca-se determinar se a nsP2 do virus CHIKV segue 0 mesmo
mecanismo de ativacdo observado em outras proteases de alphavirus, isto €, por meio da
formacdo de um par idnico que estabiliza o sitio catalitico. A confirmacdo desse
mecanismo fornecerd a base necessaria para o planejamento de inibidores eletrofilicos,
capazes de explorar essa ativacao e inibir a atividade da protease de forma eficiente.

Embora a abordagem de cluster represente uma aproximacao, ela auxilia muito
nesse tipo de investigacdo. Tratar a enzima completa seria inviavel do ponto de vista
computacional, tornando a abordagem de cluster uma solucdo pratica para explorar as
especificidades de reacdes enzimaticas. Ao concentrar-se no ‘corte’ mais importante da
proteina, a abordagem de cluster permite a analise da transferéncia de préton, considerando
0 ambiente eletrostatico que influencia toda a proteina, representado como um continuo
eletrostatico.

Na ultimas décadas, estudos computacionais tém sido fundamentais para o
desenvolvimento de farmacos. Eles permitem uma compreensdo detalhada dos
mecanismos de acdo dos alvos virais, possibilitando o planejamento racional de compostos
terapéuticos com maior eficacia e especificidade.

Dessa forma, a escolha da metodologia de cluster nesta dissertacdo ndo apenas
permite a investigacdo detalhada da ativacdo enzimatica da nsP2, mas também representa
uma contribuicdo para o campo da quimica computacional aplicada ao estudo de alvos
virais, mais especificamente, no desenvolvimento de terapias eficazes e acessiveis para

enfrentar as epidemias recorrentes de CHIKV.
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4 OBJETIVOS

4.1 Objetivo geral

Investigar a formacdo do par i6nico Cys(S7)/His(NH*) no sitio ativo da protease
nsP2 do CHIKYV utilizando a metodologia de anélise de clusters em Quimica Quéntica,
visando compreender o mecanismo reacional envolvido na ativagao enzimatica e contribuir

para o desenvolvimento de farmacos direcionados a inibicdo da replicacdo viral.

4.1.1 Objetivos especificos

e Tratar o sitio ativo da protease nsP2 utilizando a abordagem de cluster por
diferentes funcionais e bases, para identificar os grupos funcionais criticos,
proximos a diade catalitica Cys*’8/His>*8,

e Simular o estado de transicdo para a transferéncia de proton entre os residuos
Cys*® e His>®, avaliando as interacdes moleculares que facilitam a ativacgéo
enzimatica.

e Explorar o efeito do ambiente eletrostatico sobre o sitio ativo, utilizando um
continuo eletrostatico para representar o impacto médio do ambiente proteico e do

solvente na reacdo enzimatica.
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5 METODOLOGIA

5.1 Procedimento computacional

Os detalhes dos pardmetros de entrada utilizados nas simulacbes de DM e no

calculo dos parametros de otimizacdo geométrica sao descritos no anexos A.

5.2 Proteina nsP2 do CHIKV (PDB: 4ZTB)

A nsP2 do virus CHIKV depositada no Banco de Dados PDB (Protein Data Bank),
codigo 4ZTB, com resolucdo de 2,59 A (Narwal et al. 2018), foi utilizada como input

neste trabalho.

5.3 Simulagéo de Dindmica molecular

A estrutura da nsP2 do CHIKV resolvida por cristalografia de raio-X (2.59 A
resolucdo) foi obtida no RCSB Protein Data Bank (https://www.rcsb.org/), sob codigo
4ZTB (NARWAL et al, 2018). Posteriormente, o0 servidor web H++

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

os hidrogénios a macromolécula. Entdo, o H++ previu os valores de pka desses residuos
ionizaveis, permitindo uma compreensdo detalhada de seu estado de protonacdo em
diferentes condi¢des de pH. Em seguida, a proteina (.pdb*) foi previamente preparada
utilizando o modulo Protein Preparation Wizard do pacote de software Desmond®
(licenciado academicamente e distribuido pela equipe de pesquisa da D. E. Shaw,

(https://www.deshawresearch.com/downloads/download desmond.cqi/). Posteriormente, o

potencial intermolecular transferivel com 4 pontos (TIP4P) modelo foi usado para
descrever as moléculas explicitas de agua, contidas em uma caixa ortorrdmbica (10 A3 a
partir das bordas).

O sistema macromolecular foi neutralizado pela adicdo de dois &tomos de cloreto
(CI") e, em seguida, os ions Na* e CI~ foram adicionados a uma concentracdo de 0.15 M,
gerando um ambiente fisioldgico isoeletronico. Em seguida, o campo de forca Optimized
Potentials for Liquid Simulations 2005 (OPLS_2005) foi utilizado para minimizar a
energia de todo o sistema, com um tempo de minimizacgéo de 50 ps (SILVA et al., 2017).
Entdo, o sistema completo foi energeticamente minimizado para relaxar potenciais choques
estéricos na estrutura e, em seguida, o equilibrio constante de nimero de particulas,
pressdo e temperatura (NPT) foi admitido & 300 K e 1 bar (SANTOS-JUNIOR et al.,

2024). Posteriormente, foram efetuadas 100 ns simulagdes de dindmica molecular (DM)
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para obter dados sobre a estabilidade da proteina, utilizando um intervalo de registro
(trajetdria) de 100 ps e aproximadamente 1.000 estruturas. Além disso, foram gerados

graficos de Desvio da raiz quadrada média (RMSD) e Flutuacdo da raiz quadrada média

(RMSF) utilizando 0 Maestro® V. 2022.1
(https://www.deshawresearch.com/resources.html) (SILVA-JUNIOR et al., 2017; SOUZA
etal., 2023).

O RMSD mede a diferenca entre as posi¢des atdbmicas da trajetoria simulada e a
estrutura cristalografica de referéncia (DEEBA et al., 2017; SOUZA et al., 2023). O

calculo de RMSD foi realizado conforme a equacéo 5.
RMSD (t1,t2) = | - 21, m; [In(62) = ra(&)I1?] (5)

Onde M =YN . m; e r;(t) é a posicdo do aomo i no tempo t. A variavel t,
representa o tempo utilizado para definir a posi¢cdo do atomo i na estrutura de referéncia,
ou seja, a estrutura inicial (t2 = 0) (BHACHOO e BEUMING, 2017; JAIN et al., 2017;
VORA et al., 2019).

O gréafico de RMSF representa a flutuacdo média quadratica dos residuos da
proteina nsP2 do CHIKYV ao longo de seu indice de residuos, ou seja, € uma medida de
flexibilidade ou mobilidade dos residuos da proteina. As varia¢Ges do valor de RMSF séo

calculadas da seguinte forma:

RMSF; = J%Z{zlcxi(t) —{x;))? (6)

Para obter a estrutura final da nsP2 (p6s-DM) mais representativa para investigacao
adicional, uma anélise de clusters foi realizada considerando toda a trajetéria da MD
(SANTOS-JUNIOR et al., 2024). Posteriormente, o0 modelo obtido em conformacio nativa
foi utilizado para estudos de Teoria do Funcional da Densidade (TFD), usando uma

abordagem em cluster.

5.4 Preparacdo da abordagem de cluster

A abordagem de cluster tornou-se um pilar no estudo de mecanismos de reacoes
enziméticas devido a sua capacidade de equilibrar eficiéncia computacional e precisdo
quimica. Focando em um subconjunto estrategicamente selecionado do sitio ativo da
enzima, essa abordagem permite modelar interagdes-chave e propriedades eletronicas que

impulsionam a atividade catalitica, a0 mesmo tempo que evita 0 custo computacional
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proibitivo de simular toda a proteina. Esse método tem sido particularmente valioso para
elucidar vias reacionais complexas, fornecendo percepgbes sobre estados de transicéo,
espécies intermediarias e o papel de residuos ou cofatores especificos, contribuindo, em
altima instancia, para um entendimento mais profundo da funcdo enzimatica e para o
desenvolvimento de catalisadores biomiméticos (LIAO; SIEGBAHN, 2019, 2017;
SIEGBAHN; HIMO, 2009; V. BARONE, 1998). Assim, com base no modelo pés-DM, foi
construido um cluster molecular para investigar o0 mecanismo de reacdo por meio de
calculos de DFT. Esse modelo incluiu os residuos Cys*’® e His>*8, responsaveis por formar
o par idnico Cys(S")/His(NH*), essencial para a funcdo enzimatica. O residuo Asp®®, cuja
funcdo é estabilizar a carga de His®®, também foi incluido. Adicionalmente, o residuo
Ser%® foi incorporado devido a sua possivel participacdo na reagdo, conforme sugerido
pelo estudo de SAISAWANG et al.,, 2015. Além disso, uma molécula de agua foi
posicionada, a partir da simulacio de DM, entre Cys*’® e His>*8, com distancias de 1,79 A
(SH:--OHy) e 1,88 A (N---H20) no modelo I, e 3,86 A (SH---N) no modelo II (Fig. 6).

Figura 6. Modelos tridimensionais utilizados nos estudos de ativacao catalitica da nsP2 do CHIKV

por meio de simulagdes de DM.

Fonte: Autora, 2025. Em (A), modelo | — presenca explicita de uma molécula de agua; em (B), modelo Il —
ambiente a vacuo. Todos os atomos de hidrogénio, carbono, nitrogénio, oxigénio e enxofre estdo
representados nas cores branca, cinza, azul, vermelha e amarela, respectivamente.

5.5 Caélculos DFT

Neste estudo, as otimizacBes geométricas e os calculos de frequéncias vibracionais
foram realizados utilizando o funcional de troca-correlagdo wB97-XD (CHAI; HEAD-
GORDON, 2008). Os atomos dos sistemas foram descritos utilizando as funcdes de

conjunto de base de polarizacdo de valéncia dividida (SVP). Os estados de transi¢do foram
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caracterizados por apresentar apenas uma frequéncia imaginaria, enquanto 0s reagentes e
0s produtos ndo apresentaram frequéncias imaginarias. As estruturas dos reagentes e
produtos conectados via estado de transicdo foram obtidas a partir do calculo da
coordenada intrinseca de reacdo (IRC) (FUKUI, 1981). Todos os célculos de MQ foram
realizados utilizando a versdo D.01 do cddigo Gaussian 09 (G.W.T. M. J. FRISCH H. B.
SCHLEGEL G. E. SCUSERIA et al., 2013).

Ap0s as otimizacGes geomeétricas, as energias foram refinadas por meio de célculos
de ponto Unico empregando conjuntos de bases maiores, especificamente valéncia tripla-
zeta com duas funcgdes de polarizacdo (TZVPP) e valéncia quadrupla-zeta com funcdes de
polarizacdo (QZVP), respectivamente (WEIGEND, 2006; WEIGEND; AHLRICHS,
2005).

Os efeitos eletrostaticos do ambiente proteico mais amplo foram modelados
utilizando o Modelo de solvatagdo baseado em Densidade (SMD), considerando diferentes
constantes dielétricas (€ =4, 15, 30, 60 ¢ 80) (TOMASI; MENNUCCI; CAMMI, 2005). O
desempenho dos funcionais de DFT XC foi avaliado a partir de calculos 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 DISCUSSAO

6.1 Simulagdo de Dinamica Molecular

O uso de simulagdes de DM antes dos calculos de otimizagdo é essencial para obter
uma conformacgdo estrutural inicial mais realista. Isso permite que os calculos de
otimizacdo sejam realizados em uma estrutura ja relaxada e mais proxima de seu estado
nativo (BUSLAEV et al., 2022) (PADHI; JANEZIC; ZHANG, 2022). Assim, neste trabalho,
utilizamos simulagcdes de DM para construir um modelo molecular inicial a fim de
investigar a reacdo de transferéncia de prétons envolvendo os residuos Cys*’8 e His®®,

No grafico de RMSD (Fig. 7A) para a nsP2 do CHIKV ao longo de 100 ns de
simulacBes de DM, observa-se um aumento inicial no valor de RMSD até 1,2 A, indicando
que a estrutura simulada permanece relativamente proxima da estrutura cristalografica no
inicio da simulacdo. Posteriormente, 0 RMSD aumenta gradualmente, atingindo
aproximadamente 2,0 A em torno de 30 ns. Esse aumento inicial no RMSD sugere que a
proteina estd se ajustando e acomodando ao ambiente de solucdo, como esperado em
estudos de DM. Apos essa fase de ajuste, o valor de RMSD apresenta variacoes,
estabilizando-se em uma faixa relativamente consistente de 2,0-2,8 A, com picos
ocasionais atingindo aproximadamente ~3,6 A. Essas variagdes indicam que a proteina
continua a explorar diferentes conformacdes antes de alcancar a estabilidade. Os picos
mais altos podem estar associados a movimentos conformacionais mais significativos ou a
ajustes temporarios da proteina ao longo da simulacdo. Assim, a analise do grafico de
RMSD sugere que a estrutura do backbone da nsP2 permanece estavel durante os 100 ns
de simulacdo, com variacGes tipicas para proteinas em solucdo. O confinamento dos
valores de RMSD em uma faixa relativamente estreita apds o periodo inicial de ajuste
indica que ndo ocorreram desvios estruturais significativos ou eventos de desenovelamento

durante a simulacao.
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Figura 7. Gréaficos de desvio quadratico médio (RMSD) e flutuacdo quadratica média
(RMSF) para a nsP2 do virus Chikungunya (PDB: 4ZTB) ao longo de 100 ns de simulacdes

de dindmica molecular (MD).
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Fonte: Autora, 2025. Em (A), grafico do backbone em verde, mostrando variagdes estruturais (A). Em (B),
flutuacdes ao longo de 100 ns de simulagdes de DM, em que as alfa-hélices estdo coloridas em azul,
enquanto as folhas-beta e as regides de loops estdo representadas em vermelho pélido e branco,
respectivamente.

A linha azul no grafico representa 0 RMSF dos atomos de carbono alfa ao longo da
sequéncia de residuos da proteina. Os valores no eixo vertical representa a posi¢do dos
residuos ao longo da sequéncia da proteina (Figura 10 ).

O gréafico de RMSF (Fig. 7B) representa uma medida da flexibilidade ou
mobilidade dos residuos da proteina sob as condigfes simuladas. RegiGes com picos altos
de RMSF (> 3 A) indicam residuos ou segmentos da proteina mais flexiveis ou moveis
durante a simulacdo (FAISAL et al., 2021; MEMON et al., 2021). Esses picos podem sugerir
regidbes de desordem intrinseca ou partes da proteina envolvidas em movimentos
significativos, como loops (LILIH SITI SOLIHAT, KAZUTOMO KAWAGUCHI, 2024).
Especificamente, os residuos Asp>® e His>*, que fazem parte do sitio ativo da nsP2, estdo
localizados em regifes mais flexiveis com altos valores de RMSF, sugerindo que a maior

flexibilidade dessas areas pode ser importante para 0 mecanismo catalitico da enzima.
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Regibes com valores baixos de RMSF (< 1,5 A) sdo mais rigidas e estaveis (KUMAR et al.,
2020). Essas areas geralmente correspondem a partes estruturais bem definidas da proteina,
como alfa-helices ou folhas-beta, que mantém uma conformacéo relativamente constante
(S. RUSSELL LEHRMAN, 1990). Os residuos Ser“®? e Cys*® exibem valores baixos de
RMSF, indicando que estdo em regifes mais rigidas e estaveis, essenciais para manter a

integridade estrutural necessaria para a atividade catalitica.

6.2 Mecanismo de Reacdo: Calculos DFT de Abordagem de cluster

O sitio ativo da nsP2 do CHIKYV esté localizado em uma regido exposta ao solvente
(NARWAL et al., 2018), sugerindo que a agua pode catalisar a formacdo do par idnico, para
ativacdo dessa protease. Embora nenhum estudo tenha avaliado essa possibilidade, essa
ativacdo enzimatica foi considerada, e dois modelos reacionais foram utilizados: um
contendo uma molécula de agua entre os residuos acido-base de Brgnsted-Lowry (modelo
1) e outro sem a molécula de agua (modelo 11). Em ambos os modelos, os residuos Ser48,
Cys*8, His>*® e Asp°® estdo presentes (Figura 6).

Apos a analise dos clusters gerados durante as simulagbes 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 A ao redor da diade catalitica —
Cys*® e His®®) para estudos sobre o mecanismo de ativacdo da nsP2 do CHIKV. O
Modelo | (Fig. 8A) incluiu uma molécula de agua entre os residuos da diade acido-base,
Cys*’® e His>® (essa molécula de agua foi originada do ambiente solvatado criado durante
a simulacdo de 100 ns de DM). Ao mesmo tempo, o Modelo Il ndo incluia agua,
representando um ambiente de vacuo (Fig. 8B).

Apobs a otimizacdo do modelo I, observou-se que a molécula de dgua atua como
catalisador na transferéncia de prétons, capturando o préton do residuo Cys*’® e doando-o
para o residuo His**® em um mecanismo concertado. Isso foi confirmado apés a otimizagédo
do estado de transicdo. O estado de transi¢do foi caracterizado por apresentar uma
frequéncia imaginaria de 464,43i. O autovetor associado a essa frequéncia imaginaria
indica um mecanismo concertado de transferéncia de prétons, no qual, simultaneamente a

quebra da ligacdo S-H, ocorre a formacao da ligacdo H-N (Figura 8).
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Figura 8. Modelos tridimensionais pos-simulacédo de dinamica molecular utilizados para os
estudos de ativacdo catalitica da nsP2 do CHIKV por meio de calculos de Teoria do
Funcional da Densidade (DFT).

B)

A) Cys478 Cys478

Fonte: Autora, 2025. Em (A), modelo | — presenca explicita de uma molécula de &4gua; em (B), modelo Il —
ambiente a vacuo. Todos os atomos de hidrogénio, carbono, nitrogénio, oxigénio e enxofre estdo

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

Ap0s a otimizagdo geométrica do Modelo I, foi realizado um alinhamento estrutural
entre o cluster obtido p6s-DM e o cluster otimizado por DFT, resultando em um RMSD de
0,542 A. Esse resultado sugere que, apesar das diferencas nos métodos empregados, a
geometria do modelo otimizado retém caracteristicas essenciais da conformacéo
intermediaria gerada durante a simulagdo de 100 ns de MD.

Utilizando o nivel de teoria @B97-XD/SVP para tratar o Modelo I, que inclui uma
molécula de dgua entre os residuos Cys*’® e His>*8, observou-se que o &tomo de oxigénio
da molécula de agua estd a uma distancia de 1,82 A do hidrogénio do grupo tiol (S—H,
Cys*™8), enquanto seu hidrogénio estad a uma distancia de 1,92 A do nitrogénio do grupo
imidazol (C=N, His**?®). Isso sugere um possivel papel da 4gua no mecanismo de ativacio
da nsP2 do CHIKV (Fig. 9A). Apds a otimizacdo do Modelo I, foi observado que a
molécula de agua pode atuar como catalisador na transferéncia de prétons, capturando o
préton do Cys*’® e doando-o0 ao His**® em um mecanismo concertado. Isso foi confirmado
apos a otimizacdo do estado de transicdo. O autovetor associado a essa frequéncia
imaginaria indica um mecanismo concertado de transferéncia de prétons, no qual,
simultaneamente a quebra da ligacdo S-H, ocorre a formacédo da ligacdo H-N (Fig. 9B).
Apos a transferéncia de protons, as distancias intermoleculares (S™---H—OH ¢ HN*---OH>)

mudaram para 2,11 A e 1,71 A, respectivamente, no produto final (Fig. 9C).
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Figura 9. Estruturas otimizadas do reagente, estado de transicdo e produto obtidas com o
nivel de teoria @B97X-D/SVP.
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Fonte: Autora, 2025. Todas as interacBes intermoleculares estdo representadas por linhas pontilhadas pretas,
com os valores das distancias expressos em A.

Com relacdo ao Modelo Il (Fig. 10), uma vez que o protocolo utilizado para o
Modelo I mostrou-se bem-sucedido, optamos por aplicar o nivel de teoria @B97-XD/SVP
para tratar este modelo também. No entanto, ndo foi possivel localizar um estado de
transicdo possivel para a transferéncia de protons sem a presenca de agua, mesmo apads
varias tentativas considerando diferentes combinacdes de funcionais de troca-correlacéo
(XC) e conjuntos de base (ver SI).

Adicionalmente, as distancias interatbmicas e os angulos de ligacdo entre 0s &tomos
envolvidos na formacdo do par ibnico foram ajustados para "facilitar" o progresso da
reacdo, mas isso também nido teve sucesso. Em todas as tentativas avaliadas, o prdton
sempre retornava ao atomo de enxofre do residuo Cys*8. Assim, nossos resultados
sugerem que a molécula de agua € crucial para estabilizar o estado de transicdo, facilitando
a transferéncia de prétons ao mediar a distribuicdo de densidade eletronica entre os

residuos Cys*’® e His>®. Talvez o sistema siga um mecanismo diferente na auséncia de
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agua e/ou ndo consiga superar a barreira energética necessaria para a rea¢do, a0 menos nas

condic0es investigadas.

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

teoria ®B97-XD/SVP, e um estado de transicao esperado.
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Fonte: Autora, 2025.Todas as distancias interatdmicas entre os residuos Cys*’® e His>* estdo expressas em A.

6.3 Efeitos do Ambiente Eletrostatico

Os efeitos do ambiente eletrostatico foram incorporados por meio de calculos de
ponto Unico realizados nas estruturas do reagente, estado de transi¢do e produto, aplicando
0 modelo SMD com diferentes constantes dielétricas: € = 4 (ambiente altamente apolar e
hidrofobico) e ¢ = 80 (ambiente polar e hidrofilico) para o Modelo I. Os resultados
energéticos estdo listados na Tabela 1. Inicialmente, avaliou-se o efeito do conjunto de
bases na geometria e nas energias da reacdo de transferéncia de protons. A Tabela 1 mostra
que ndo houve mudancas significativas na energia de ativacdo ao modificar o conjunto de
bases de TZVP para TZVPP e, em seguida, para QZVP, tanto para € = 4 quanto para € =
80.
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Tabela 1. Efeitos de diferentes conjuntos de base usando o funcional ®B97-XD nos valores da
barreira de energia do estado de transicdo (AGf) para o mecanismo concertado de
transferéncia de préton catalisado por &agua, envolvendo a diade catalitica da nsP2 do
CHIKV.

®B97-XD/basis set (AG* in kcal/mol)

Dielectric constant (&) TZVP TZVPP QzvVvP
4,0 23,0 23,0 21,0
80,0 16,0 16,0 13,0

As diferencas nas energias ficaram na faixa de 1,0 kcal/mol. Por outro lado, a
polaridade do ambiente quimico promove uma mudanca significativa na cinética do
processo de transferéncia de prétons. 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
ativacdo em cerca de 7,0 kcal/mol. Esses resultados sugerem que o solvente é um fator
significativo na reacdo quimica de transferéncia de prétons, reduzindo a barreira de
ativagdo por meio da estabilizacdo do estado de transi¢do, destacando a importancia do
solvente no processo, especialmente considerando que o sitio ativo da enzima estd
localizado em uma regido altamente exposta ao solvente. Assim, é plausivel assumir que
um ambiente altamente eletrostatico € crucial para o processo de transferéncia de protons
nesta condicdo de par ibnico. Isso ressalta a relevancia da polarizacdo do solvente no
mecanismo investigado.

Para entender a distribuicdo de cargas atbmicas parciais ao longo da reacéo, as cargas
de Mulliken para ¢ = 80 (a condigdo com cinética mais rapida) foram calculadas
considerando os funcionais B3LYP, M06, TPSSh e BHandLYP com o conjunto de bases
QZVP. Os valores de carga de Mulliken para os atomos de S, H e N no reagente, no estado

de transicdo e no produto estdo apresentados na Tabela 2.

42



Tabela 2. Cargas de Mulliken para as estruturas do reagente, estado de transi¢cdo (TS) e
produto na transferéncia de préton catalisada por agua entre Cys*’® e His>*® da nsP2 do
CHIKYV, com g = 80, calculadas no nivel de teoria ®B97X-D/QZVP.

Reagente
Atoms B3LYP MO06 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 andlise geral dos dados apresentados na Tabela 2 indica que, independentemente
do funcional XC, do reagente ao produto, as cargas atbmicas parciais sobre o enxofre do
residuo Cys*’® tornam-se mais negativas, o que esta de acordo com a formacdo da espécie
S™. Por outro lado, ao longo do avanco da reacdo de transferéncia de prétons, a carga
atdmica parcial sobre o atomo de nitrogénio aceitador do residuo His®* torna-se menos
negativa, sugerindo uma reducdo na carga atdbmica sobre o nitrogénio devido a formacéo
da ligacdo quimica H—N. Além disso, vale destacar que a Tabela 2 indica que, do reagente
ao produto, a carga atbmica parcial sobre o atomo de hidrogénio transferido aumenta,
sugerindo a formacdo de uma espécie quimica mais préxima de um proton.

O perfil energético completo para a reacdo de transferéncia de prétons calculado no
nivel de teoria @B97-XD/QZVP esta apresentado na Tabela 1. Além da analise cinética da
reacdo apresentada e discutida anteriormente, a andalise termodindmica revelou que a
transferéncia de prétons do residuo Cys*’® para o residuo His®*®, mediada por uma
molécula de &gua, é um processo termodinamicamente favordvel. A energia de reacao
(Fig.11) varia conforme a constante dielétrica do meio: no meio hidrofébico (¢ = 4), a
energia de reacdo foi de aproximadamente —27,0 kcal/mol, enquanto no meio hidrofilico (g
= 80), foi de —14 kcal/mol.
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Figura 11. Perfil da energia livre de Gibbs (AG) ao longo da coordenada de reagdo para
diferentes constantes dielétricas (g), calculado com o funcional wB97-XD e o conjunto de base
QZVP.

wBY97-XDIQZVP

204

Constante dielétrica ()
4
15

= 30
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= B0
80

-20

R ET P

ET
Fonte: Autora, 2025.

Essa variacdo indica que a reacdo é mais termodinamicamente favoravel em meios
hidrofobicos. Esse cenario dependera da quantidade de agua na regido reativa, do pH
fisiologico e do estado termodindmico (temperatura, presséo, etc).

Subsequentemente, a sensibilidade dos resultados a natureza do funcional de troca e
correlacdo foi investigada utilizando diferentes constantes dielétricas (¢ = 4, 15, 30, 60 e
80). Calculos de ponto Unico (SP) foram realizados com os funcionais B3LYP, MO6,
TPSSh e BHandLYP, utilizando o conjunto de bases QZVP, selecionado devido ao seu
tamanho maior e, consequentemente, a sua maior precisdo nos valores de energia. Os

resultados estdo apresentados na Tabela 3.

Tabela 3 — Estado de transicio (AG?) usando diferentes funcionais de exchange-correlation
para a transferéncia do préton entre Cys*® e His>*® da nsP2 do CHIKYV.
Functional/QZVP (AG’ in kcal/mol)

Dielectric constant () B3LYP MO06 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 reducéo significativa na barreira
de ativacdo a medida que os valores de constante dielétrica aumenta (Tabela 3),

independentemente do funcional utilizado. Essa tendéncia estd alinhada com estudos
44



anteriores que destacam o papel de ambientes polares na estabilizacdo de estados de
transicdo por meio de interacOes eletrostaticas (SUPPAN, 1990) No caso especifico da
reacdo de transferéncia de prétons analisada, onde o produto final € um par ibnico
Cys(S7)/His(NH*), um meio altamente polar desempenha um papel critico. Esse ambiente
favorece a estabilizacdo de estados carregados, reduzindo significativamente a energia
necessaria para superar a barreira de ativacdo (CORTES-CLERGET et al., 2021). Em termos
quantitativos, a Tabela 3 indica que a variacdo entre as energias de ativagdo calculadas

com os funcionais ndo excede 4,0 kcal/mol.
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7 CONCLUSOES

O presente estudo avaliou a formacgdo do par i6nico Cys*’8(S)/His>*¥(NH*), o
passo inicial na ativacdo enzimatica da protease nsP2 do CHIKYV. Simula¢des de DM e
metodologias de analise de clusters em MQ foram empregadas, com o objetivo principal de
entender a reacdo de desprotonacdo envolvida na ativacdo enzimatica. Esta investigacdo
considerou como uma molécula de agua poderia catalisar a reacdo, visando contribuir para
o0 desenvolvimento de medicamentos que inibam a replicacdo viral do CHIKV.

Os resultados demonstraram que a proteina nsP2 do CHIKV ¢ ativada por uma
molécula de agua (modelo 1), tornando-se uma proteina nucleofilica, 0 que caracteriza a
nsP2 do CHIKV como uma CP de fato.

A conclusdo de que o mecanismo é catalisado por &gua é apoiada pela identificacdo
do ET e pela observacdo de que a barreira de ativacdo diminui significativamente em um
ambiente de maior polaridade, ou seja, com uma constante dielétrica maior. 1sso indica que
0 mecanismo ocorre em um ambiente hidrofilico. Calculos de energia de ponto Unico
usando diferentes funcionais de troca e correlacdo mostraram que os valores de ET foram
consistentemente mais baixos para € = 80 em comparacdo com ¢ = 4, 15, 30 e 60,
sugerindo que o ambiente polar estabiliza melhor o ET, resultando em uma barreira de
ativacdo mais baixa. 1sso corrobora a hipdtese de que a formacéo do par idnico é catalisada
por uma molécula de agua. A reducdo da barreira de ativagdo em um meio polar pode ser
devido a exposic¢do do sitio ativo da nsP2 do CHIKV ao solvente.

Os achados sugerem que o mecanismo é concertado. Essa conclusdo é baseada na
analise do ET identificado, que indica que a protonacdo do residuo His®® e a
desprotonacéo do residuo Cys*’® ocorrem simultaneamente. Assim, este estudo avangou na
compreensdo da ativagdo enzimatica da protease nsP2 do CHIKV, enfatizando a
importancia do ambiente eletrostatico na catalise enzimatica e destacando o papel

fundamental da &gua no mecanismo.
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Abstract

Leishmaniases comprise a set of neglected diseases, afflicting over one million people worldwide and
frequently leading to fatal outcomes, mainly in their visceral form. The current treatment often comes
with severe side effects and limitations regarding its effectiveness. Itis imperative to explore novel
therapeutic avenues that are more potentand less toxic. In this study, we successfully synthesized a-
acyloxycarboxamides (also known as depsipeptides). These compounds underwent rigorous
evaluation through a combination of molecular docking, molecular dynamics (MD) simulations, and in
vitro assessments against both promastigote and amastigote forms of Leishmania amazonensis.
Notably, most of the a-acyloxycarboxamides showed substantially low cytotoxicity in peritoneal
macrophages with a CCs5, above 400 uM, whereas amphotericin B (positive control) showed a CCg, value
greater than 50 uM. This effect is reflected in the selectivity index (SI), where compounds 7a, and 7db,
showed more favorable results (Sl >14.66 and 10.44) when compared to the positive control (SI > 10.36).
In vitro experiments demonstrated that the a-acyloxycarboxamides effectively inhibited the growth of
axenic promastigote forms of L. amazonensis. Particularly, compounds 7a, (IC5,=31.83 pM) and 7db,
(1Cso =33.88 pM) stood out, displaying significant activity in reducing intracellular parasites as well (ICsq

=27.28 and 38.31 pM, respectively). To gain insights into the potential pathway of activity for
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Abstract

Multi-target drug treatment has become popular as a substitute for traditional monotherapy. Monotherapy can lead to resistance and side effects.
Multi-target drug discovery is gaining importance as data on bioactivity becomes more abundant. The design of multi-target drugs is expected to be
an important development in the pharmaceutical industry in the near future. This review presents multi-target compounds against trypanosomatid
parasites (Trypanosoma cruzi, T. brucei, and Leishmania sp.) and tuberculosis (Mycobacterium tuberculosis), which mainly affect populations in
socioeconomically unfavorable conditions. The article analyzes the studies, including their chemical structures, viral strains, and molecular docking
studies, when available. The objective of this review is to establish a foundation for designing new multi-target inhibitors for these diseases.

Keywords: Multi-target compounds, trypanosoma, leishmaniasis, tuberculosis, neglected tropical diseases, monotherapy.
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Abstract

Trypanosoma cruzi (T. cruzi) and Trypanosoma brucei (T. brucei) urgently demand
innovative drug development due to their impact on public health worldwide. Their
cysteine proteases, Cruzain (CRZ) and the T. brucei Cathepsin L-like protease (ThrCATL)
are established drug targets for these parasites. In this study, our coumarin-3-
thiosemicarbazones demonstrated nanomolar ICsq values (22-698nM) toward these
proteases. Against T. cruzi amastigotes and T. brucei trypomastigotes, LASF-01 displayed a
promising result. Herein, MCG-02, the most potent ThrCATL inhibitor, underwent
comprehensive analyses, including cytotoxicity assessments and in vitro tests. Molecular
dynamics (MD) simulations and a multiscale Quantum Mechanics/Quantum Mechanics
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