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RESUMO 

A Dengue é uma doença que atinge milhões de pessoas em todo o mundo, e pode 

levar à morte. O Brasil é o país que apresenta o maior número de casos combinados de 

Dengue e febre hemorrágica da Dengue (D/FHD). No entanto, não existem medicamentos 

específicos para o tratamento de D/FHD e, uma vez infectado, as recomendações da OMS 

estão limitadas à observação e tratamento sintomático.  

Esforços recentes têm revelado uma série de proteínas essenciais para o ciclo de vida 

do vírus do Dengue, que podem ser utilizados como alvos para novos medicamentos. O 

objetivo deste estudo é entender o mecanismo de ação de uma dessas enzimas, a proteína não 

estrutural NS3 protease complexada com o seu cofator NS2B (NS2B-NS3), responsável pela 

clivagem da poliproteína viral durante a etapa de replicação do vírus, e a compreensão da 

interação desta proteína com um inibidor e dois modelos do substrato através de estudos de 

dinâmica molecular. Aqui usamos DM-QM/MM e Umbrella Sampling para estudar o 

primeiro passo (acilação) da reação catalisada pela NS2B-NS3, usando o método semi-

empírico PDDG/PM3 para o subsistema QM, e o campo de força Amber FF99SB para o 

subsistema MM. 

É necessária a construção de um modelo estrutural que represente a NS2B-NS3 

protease na forma ativa (fechada), chamada DENF2f, e o estudo do comportamento dos 

sistemas por dinâmica molecular da estrutura NS2B-NS3 inativa (aberta), DENV2a, assim 

como o modelo de estrutura ativa na presença de um inibidor, e também com dois modelos 

diferentes de substrato, a fim de conhecer as peculiaridades de cada sistema e validar o 

modelo estrutural da NS2B-NS3 protease ativo do vírus da Dengue. 

Os resultados revelam que a protease NS2B-NS3 pode existir também na conformação 

fechada em solução, mesmo na ausência do inibidor. O DENV2f revelou-se um modelo 

realístico para o estudo de modelagem para triagem de inibidores, assim como para o estudo 

do mecanismo de reação durante a replicação viral. Com relação ao mecanismo de reação, 

nossos resultados indicam que o ataque nucleofílico da SER117 sobre o substrato ocorre 

gradualmente, em que uma transferência de próton para a HIS33 primeiro ativa a SER117, 

que só depois ataca o substrato. O passo determinante para velocidade de reação é a ativação 

da SER117, com uma barreira de 24,1 kcal/mol. A cavidade oxiânion é formada por 

moléculas de água que estabilizam a carga negativa formada sobre o oxigênio carboxílico do 

substrato. O passo final da reação é a transferência do próton da HIS33 ao nitrogênio do 

substrato, o que acontece com uma barreira de ativação mais baixa de 5,1 kcal/mol, e induz 

diretamente a quebra da ligação peptídica. 
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ABSTRACT 

Dengue is a vector tropical disease affecting millions of people, and may lead to death. 

Brazil is the country with the highest number of Dengue and Dengue hemorrhagic fever 

(D/DHF) cases combined. However, there are no specific medicines for the treatment of 

D/DHF and, once infected, the WHO recommendations are limited to observation and 

symptomatic treatment.  

Recent efforts have revealed a series of proteins essential to the Dengue virus’s life 

cycle, which may be used as targets for new medicines. The objective of this study is to 

understand the mechanism of action of such an enzyme, the nonstructural protein NS3 

protease complexed with the cofactor NS2B (NS2B-NS3), responsible for cleaving the viral 

polyprotein during the virus replication step, and understanding this protein’s interaction with 

its substrate and inhibitor through molecular dynamics studies.  

For the reaction study, a preparation is needed that includes the construction of a 

model for the protease structure in active (closed) form, named DENF2f, and the study of the 

systems’ behavior by molecular dynamics of the NS2B-NS3 inactive structure (open), the 

model for active structure, and the model in the presence of an inhibitor or and two different 

models of the substrate, in order to know the peculiarities of each system and validate the 

structural model of the active NS2B-NS3 Dengue virus protease. Here we used QM/MM-MD 

and Umbrella Smapling to study the first step (acylation) of the reaction catalyzed by NS2B-

NS3pro, using the PDDG/PM3 semi-empirical Hamiltonian for the QM subsystem, and 

Amber FF99SB for the MM subsystem. 

The results show that the NS2B-NS3 protease may also exist in a closed conformation 

in solution, even in the absence of inhibitor. The DENV2f proved to be a realistic model for a 

modeling study for screening for inhibitors as well as for the study of the reaction mechanism 

during viral replication. Our results indicate that the nucleophilic attack on the substrate by 

SER117 occurs in a stepwise manner, where a proton transfer to HIS33 first activates 

SER117, which only later attacks the substrate. The rate-determining step is the SER117 

activation, with a barrier of 24.1 kcal/mol. Water molecules completing the oxyanion hole 

stabilize the negative charge formed on the carbonyl oxygen of the substrate. The final step in 

the process is a proton transfer from HIS33 to the substrate’s nitrogen, which happens with a 

lower barrier of 5.1 kcal/mol, and leads directly to the peptide bond breaking. 
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1. INTRODUÇÃO 

1.1  DENGUE 

A Dengue é uma doença viral infecciosa sistêmica que é transmitida entre os seres 

humanos por mosquito Aedes (aegypti e albopictus)(BHATT et al., 2013), sendo uma doença 

endêmica na África, Ásia, Caribe e América Latina. O número de casos de Dengue tem 

crescido em todo o mundo nas últimas décadas. Os números reais de casos de Dengue são 

subnotificados e muitos casos são classificados erroneamente. Uma estimativa recente indica 

390 milhões de infecções de Dengue por ano (95% intervalo de credibilidade 284-528 

milhões), dos quais 96 milhões manifestam clinicamente os sintomas (com qualquer 

gravidade da doença).(BHATT et al., 2013) Outro estudo, da prevalência da Dengue, estima 

que 3,9 bilhão de pessoas, em 128 países, estão em risco de infecção por DENV (SHEPARD 

et al., 2016). Como visto na  Figura 1, os países do hemisfério sul são os mais atingidos pelo 

vírus da Dengue, devido as condições climáticas da região que favorece a disseminação do 

mosquito Aedes aegypti, vetor do vírus (KRAEMER et al., 2015). Notícias recentes mostram 

que o vírus da Dengue atingiu regiões onde, até então, não havia sido registrado casos de 

pessoas infectadas, como por exemplo a região metropolitana de Paris, França (LA RUCHE 

et al., 2010); Flórida, Estados Unidos (FRANCO et al., 2010) e em Nova Caledônia, Oceania 

(KLINE et al., 2013).  

 

 
Figura 1: Mapa da distribuição global previsto para o mosquito Ae. aegypti. O mapa mostra a 
probabilidade de ocorrência (a partir de 0 (azul ) para 1 (vermelho)) com uma resolução espacial 
de 5 km × 5 km (KRAEMER et al., 2015). .. 

 

1.1.1  Epidemiologia 

O continente asiático contribuiu com 70% dos casos da doença, só a Índia com 34%, 

já a América com 14 % dos infectados do mundo, onde mais da metade dos casos ocorreram 
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em Brasil e México. Os países da África apresentam uma taxa de 16 % dos infectados. Os 

países da Oceania contribuem com menos de 0,2% das infecções aparentes(BHATT et al., 

2013). A taxa de mortalidade é de aproximadamente 5% dos infectados em todo o mundo 

(WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2009a). O número de casos nas Américas, Sudeste 

Asiático e na região Ocidental do Pacífico excedeu 1,2 milhões em 2008 e mais de 3 milhões 

em 2013 (com base em dados oficiais apresentados pelos Estados-Membros).(“WHO | 

Dengue and severe dengue”, 2016) Recentemente, o número de casos relatados tem 

continuado a aumentar. Em 2015, 2,35 milhões de casos de dengue foram notificados somente 

no continente Americano, dos quais 10.200 casos foram diagnosticados como dengue grave 

causando 1.181 mortes. O ano de 2015 foi caracterizado por grandes surtos de dengue em 

todo o mundo, com o relato das Filipinas mais de 169.000 casos e na Malásia superior a 

111.000 casos suspeitos de dengue, representando um aumento de 59,5% e de 16% no 

número de casos ao ano anterior, respectivamente (“WHO | Dengue and severe dengue”, 

2016). Só o Brasil relatou mais de 1,5 milhões de casos em 2015, cerca de três vezes maior do 

que em 2014. Também em 2015, Délhi, Índia, registrou sua pior epidemia desde 2006, com 

mais de 15.000 casos (“WHO | Dengue and severe dengue”, 2016). 

No século 21, o Brasil se tornou o país do mundo com mais casos notificados de 

Dengue, ocupando o primeiro lugar no ranking internacional para o total de casos da doença, 

com mais de três milhões de casos relatados de 2000 a 2005 (COSTA, 2009). Isso representou 

78% de todos os casos notificados nas Américas e 61% de todos os casos relatados à 

Organização Mundial da Saúde (OMS).  

O Ministério da Saúde já registrou até a Semana Epidemiológica (SE), distribuição 

temporal dos casos que permite a comparabilidade dos dados, (3/1/2015 a 6/2/2016) (Figura 

2), em 2016, mais de 170.103 casos prováveis de Dengue no país (Figura 2). A região Sudeste 

registrou o maior número de casos (96.664), seguida das regiões Nordeste (25.636), Centro-

Oeste (25.246), Sul (13.522) e Norte (9.035)(VIGILÂNCIA, 2016). Neste período, foram 

descartados 19.249 casos suspeitos de dengue (VIGILÂNCIA, 2016), pois a Dengue, Zika e 

Chikungunha apresentam sintomas similares.  
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Figura 2: Casos prováveis de Dengue, por semana epidemiológica de início de sintomas, 2014, 2015 e 
2016. (VIGILÂNCIA, 2016) Semana epidemiológica é a distribuição temporal dos casos que permite a 
comparabilidade dos dados, padronização internacional. 

 

No estado de Pernambuco, quando comparamos os casos prováveis de Dengue até a 

Semana Epidemiológica 7 entre os anos de 2015 (4.798 casos) e 2016 (17.703), ocorreu um 

aumento de 28,12 % no número de casos.(VIGILÂNCIA, 2016)  

 

1.1.2  Histórico 

Embora a Dengue só tenha atingindo níveis dramáticos de incidência que trouxeram 

maiores consequências após a cessação da Segunda Guerra Mundial, a doença tem uma longa 

história de interação com o homem. É conhecida a partir do registro histórico na China uma 

doença com descrição clínica semelhante à da Dengue, já no século III durante a dinastia 

Chin. Relatos semelhantes foram descritos durante o século VII e X do calendário cristão 

(Dinastia Tang e Dinastia Sung, respectivamente). Estes relatórios descreveram uma doença 

chamada "veneno da água", devido à sua associação com a água e insetos voadores, e cuja, 

descrição clínica incluía febre, erupção cutânea, mialgia e manifestações hemorrágicas. 

Depois de uma longa ausência de registro histórico, o relato de uma doença semelhante 

apareceu quase sete séculos mais tarde, descrevendo uma doença aguda com convalescença 

prolongada na região das Antilhas Francesas e no Panamá durante o período de 1635 a 1699. 

Entretanto, só no século XX a Organização Mundial de Saúde a reconheceu como doença 

(SCHEINER; LIPSCOMB-T, 1976)(WEAVER; VASILAKIS, 2009). 
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No Brasil a Dengue tem seu primeiro registro em 1685 na cidade de Recife-

PE,(COSTA, 2009) entretanto, foi em 1692 que houve o primeiro surto de Dengue levando a 

óbito duas mil pessoas na cidade de Salvador-BA.(COSTA, 2009) O vírus possivelmente 

chegou ao Brasil na época do tráfico de escravos, nos navios negreiros que chegavam da 

África. Neste período a África já havia registrado casos da doença. O precursor no combate à 

Dengue (combate ao mosquito transmissor) foi Oswaldo Cruz, Diretor Geral de Saúde 

Pública em 1903 e, decorrente dessa luta contra a doença, no ano de 1957 a Dengue foi 

considerada erradicada no Brasil.  

Entretanto, reaparecimento do Aedes aegypti (mosquito transmissor do vírus) na 

segunda metade da década de 1970, em um país como o Brasil, com um clima tropical onde 

as condições ambientais são propícias ao vetor, e durante um período em que a vigilância 

entomológica e a estrutura para combate ao vetor eram  inexistentes, permitiu não só a sua 

reintrodução, mas também a sua expansão territorial.(COSTA, 2009) Embora a primeira 

epidemia de Dengue com isolamento viral ocorreu em 1981, em Boa Vista-Roraima, apenas 

em 1986, quando o sorotipo 1 (DENV-1) foi introduzido no Rio de Janeiro, que a doença se 

tornou um importante problema de saúde pública. Dias depois, algumas capitais do Nordeste 

já tinham sido afetadas e o número total de casos acumulados notificados em dois anos 

chegou a 134.721. A força de transmissão do vírus da Dengue foi tão intensa que, de acordo 

com as estimativas com base em um inquérito sorológico em 1986 e 1987, no Rio de Janeiro 

mais de um milhão de pessoas tinham sido infectadas com o vírus DENV-1. Uma vez que nos 

anos seguintes as condições ambientais permaneceram receptivas a circulação do vírus da 

Dengue, em 1990 um novo sorotipo, DENV-2, foi detectado também no Rio de Janeiro, com 

o recrudescimento da Dengue e os primeiros casos de febre hemorrágica da Dengue. Com a 

introdução do DENV-3 em 2002, houve um aumento dramático em casos notificados de 

Dengue (794.219) e febre hemorrágica da Dengue (2.702). E em 2010 tivemos a confirmação 

da circulação do sorotipo 4 do vírus da Dengue no Brasil.(COSTA, 2009) 

Portanto, nos dias atuais, no Brasil a Dengue é considerada uma doença endêmica, ou 

seja, um problema de saúde pública.  

 

1.1.3  Vetor  

O vetor transmissor do vírus da Dengue é o Aedes aegypti (Figura 3), um mosquito 

que vive de preferência em regiões tropicais e subtropicais (Figura 1), que apresentam 

temperaturas elevadas e, chuvas frequentes no período mais quente do ano, como também em 
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regiões de baixa altitude. Esse mosquito é originário do Egito, na África, e se espalhou pelas 

regiões tropicais e subtropicais durante o século XVI no período das Grandes Navegações. 

(HENCHAL; PUTNAK, 1990) 

 

 

Figura 3: Mosquito Aedes aegypti, vetor transmissor do vírus da Dengue. 

 

Os mosquitos machos do Aedes aegypti não transmitem o vírus da dengue, devido a 

sua forma de alimentação, pois os mesmos não se alimentam de sangue. Entretanto, os 

mosquitos  fêmeas do Aedes aegypti se alimentam de sangue animal, principalmente o sangue 

humano, assim tornando-se capaz de transmitir o vírus aos humanos. No momento em que se 

alimentam, a fêmea infectada pelo vírus da Dengue transmite o mesmo para o ser humano, 

devido ao contato com o sangue, que por sua vez poderá infectar outro mosquito fêmea, e 

assim, propagando a doença. (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2009a) 

 

1.1.4  Sintomas 

Depois de infectado, o indivíduo pode manifestar alguns sintomas como febre com 

duração de aproximadamente sete dias, acompanhada por pelo menos dois dos seguintes 

sintomas: dor de cabeça, dores musculares, dor na região posterior dos olhos, dores nas 

articulações, vermelhidão no corpo e prostração. Os sintomas da Dengue hemorrágica se 

assemelham aos da Dengue clássica, entretanto há um agravamento do quadro infeccioso. 

Existem alguns sinais que alertam para esse agravamento, como dores abdominais fortes e 

contínuas, sangramento no nariz, boca e gengiva, vômitos persistentes, pele pálida, fria e 

úmida, sonolência, agitação e confusão mental, dificuldade respiratória e perda de 

consciência. Esse quadro clínico da Dengue hemorrágica se agrava rapidamente, apresentando 

sinais de insuficiência circulatória e choque, podendo levar a pessoa à morte em apenas 24 

horas. (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2009a) 
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1.1.5  Combate 

Atualmente a prevenção primária da Dengue se concentra em combater o vetor 

transmissor do vírus, o Aedes aegypti, através de pulverização de pesticidas e aplicação de 

larvicidas. Entretanto, esse tratamento também pode atingir outros insetos e animais, como 

também o mosquito pode adquirir resistência aos compostos utilizados.(WORLD HEALTH 

ORGANIZATION, 2009a)  

A primeira vacina para a Dengue foi desenvolvida em 2015 (DengVax, Sanofi-

Pasteur), e já foi licenciada no Brasil, México e Filipinas, apesar de apresentar eficácia de 

apenas 65,6% na prevenção da doença.(HADINEGORO et al., 2015) Outros esforços existem 

para desenvolver vacinas mais eficientes, como a que está em desenvolvimento em uma 

parceria da Fundação Oswaldo Cruz (FIOCRUZ) e Instituto Butantan no Brasil.(KONISHI, 

2011) Outra linha de ação em testes é o controle dos vetores através da liberação de 

espécimes geneticamente modificados para gerar crias que não chegam à fase adulta,(FRANZ 

et al., 2006) ou a esterilização dos mosquitos por irradiação.(BENEDICT, 2003) Esses 

procedimentos ainda estão em fase de testes e não tem eficiência emergencial na rápida 

disseminação global do vírus.(BHATT et al., 2013) No entanto, uma vez contraída a doença, 

não há um tratamento específico para a Dengue, e as orientações da OMS se limitam ao 

repouso e tratamento dos sintomas. (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2009b) 

Combater o mosquito transmissor do vírus é de fundamental importância, assim como 

investir em pesquisa que vise o aprimoramento das técnicas de diagnósticos, tendo em vista a 

dificuldade na identificação da doença, como também que tipo de sorotipo da Dengue o 

indivíduo fora infectado. Outro ponto fundamental é a grande dificuldade de conseguir uma 

vacina eficiente aos quatro sorotipos da Dengue, simultaneamente.  

Atualmente, não existe nenhum medicamento no mercado que possa deter a replicação 

viral, e o indivíduo, depois de infectado pelo vírus, tem um tratamento apenas sintomático: 

repouso, ingestão de líquidos e paracetamol para febre e dores. Durante esse período, o 

paciente pode ainda transmitir a Dengue, caso seja picado novamente por um mosquito. 

Portanto, com o aumento do número de casos de Dengue em todo o mundo, se fazem 

necessárias pesquisas na área de substancias que possam deter a replicação viral depois que o 

indivíduo for infectado. Embora a Dengue atinja milhares de pessoas em todo o mundo, existe 

muito a ser explorado nessa área, haja vista, muitas questões ainda se encontram sem solução.  
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1.2  VÍRUS 

Os vírus não podem se reproduzir de forma independente, pois não produzem 

proteínas ou energia de forma independente. Pode-se defini-los como uma quantidade 

relativamente pequena de material genético envolto por um envelope de proteína. Uma vez 

que o vírus infecta uma célula, este utiliza-se dos mecanismos da própria célula infectada para 

reproduzir-se. Os vírus têm como material genético apenas um tipo de ácido nucleico, DNA 

ou RNA. Dependendo do vírus, este ácido nucléico pode ser de cadeia simples ou de cadeia 

dupla. O RNA ou DNA podem codificar desde apenas quatro proteínas no vírus mais simples 

(Brome mosaic virus, BMV), até de 100 a 200 proteínas em vírus mais complexos,  como os 

Baculovírus, que infectam artrópodes, assim são usados como agentes de controle biológico 

de insetos na agricultura.(FARRELL, 2008) 

O vírus tem uma estrutura de partícula muito pequena e simples, em que seu material 

genético se encontra no centro da partícula, envolto pelo o capsídeo, que é um revestimento 

formado por proteínas estruturais; esse arranjo é chamado de nucleocapsídeo (Figura 4). 

Alguns vírus também apresentam uma membrana envolvendo esse nucleocapsídeo, podendo 

também possuir algumas proteínas externas como “grampos” para ajudar na ligação com a 

célula hospedeira. 

 

 
Figura 4: Organização estrutural de uma partícula de vírus. O ácido nucleico encontra-se no meio da 
partícula, envolvido pelo capsídeo (proteína). Muitos vírus possuem também um envelope de membrana, 
que normalmente é coberto por “grampos” proteicos. Adaptado da referência (FARRELL, 2008) 

 

 

Os vírus não se mantêm vivos por longos períodos fora da célula e, portanto, procuram 

mecanismos para invadir as células. A indústria farmacêutica trabalha muito em buscar 
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maneiras de bloquear o acesso dos vírus à célula como uma das maneiras de se evitar a 

infecção do hospedeiro pelo vírus.(FARRELL, 2008) 

 

1.2.1  Vírus da Dengue 

Os vírus da Dengue, febre amarela, hepatite C e febre do Nilo Ocidental fazem parte 

da família Flaviviridae, do gênero Flavivirus, caracterizados por serem vírus RNA fita 

simples senso positivo ((+)ssRNA), deste modo, o RNA genômico serve de RNA mensageiro 

e é traduzido pelos ribossomas da célula hospedeira.(AHLQUIST, 2006) Existem quatro tipos 

virais, chamados sorotipos, para o vírus da Dengue (Figura 5), e todos são transmitidos pelo 

mesmo mosquito.(QI; ZHANG; CHI, 2008a) Atualmente, no Brasil há coexistência dos 

quatro sorotipos. (BARRETO; TEIXEIRA, 2008) 

O genoma do vírus da Dengue é traduzido em três proteínas estruturais e sete não 

estruturais. O primeiro grupo é composto pelo capsídeo (C), a proteína precursora de 

membrana (prM) e a glicoproteína de envelope (E), essencial para a entrada do vírus na 

célula. No segundo grupo estão as proteínas envolvidas na replicação viral no interior da 

célula, denominadas de NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B, e NS5. (MURRELL; WU; 

BUTLER, 2011) 

 

 

Figura 5: Superfície do vírion (partícula viral completa, ou seja, infecciosa) maduro da Dengue (sorotipo 
2), na sua forma nativa, obtida por crio-microscopia eletrônica, PDB: 3J27.(ZHANG et al., 2012)  

1.2.2  Replicação Viral 

Os vírions (partícula viral completa, ou seja, infecciosa) aderem à superfície de uma 

célula hospedeira e, subsequentemente, entram na célula por endocitose mediada pelo 
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receptor. Após ter ocorrido a fusão da membrana viral e celular, o nucleocapsídeo (NC) é 

libertado para o citoplasma, que conduz à dissociação da proteína C e do RNA. Uma vez que 

o material genético é liberado no citoplasma, o RNA de senso positivo ((+)ssRNA) é 

traduzido em uma única poliproteína que é então clivada por proteases virais e do hospedeiro 

para a formação de um novo vírion. A replicação do material genético  ocorre nas membranas 

intracelulares, e a montagem e formação das partículas virais imaturas ocorrem na superfície 

do retículo endoplasmático (RE). As partículas de vírions imaturos são então clivadas pela 

protease do hospedeiro, resultando em partículas maduras, infecciosas. Os vírions maduros e 

de partículas subvirais são posteriormente liberados da célula hospedeira por exocitose 

(Figura 6). (QI; ZHANG; CHI, 2008a) 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 6: Ilustração da infecção viral. Os vírions aderem à superfície de uma célula hospedeira e, 
subsequentemente, entram na célula por endocitose mediada pelo receptor (descrito no texto).Adaptado 
(QI; ZHANG; CHI, 2008b) 
 

 

A peptidase, enzimas que quebram ligações peptídicas entre aminoácidos, da célula do 

hospedeiro cliva entre as junções C-PrM, PrM-E, E-NS1 e NS4A-NS4B. Já a protease de 



27 

 

 

 

serina que é codificada pelo próprio vírus cliva entre as junções NS2A-NS2B, NS2B-NS3, 

NS3-NS4A, NS4B-NS5 (Figura 7). (NATARAJAN, 2010)(FALGOUT; MARKOFF, 1995) 

 

 
Figura 7: Esquema mostra os sítios na poliproteína do flavivírus que são clivadas por proteases do 
hospedeiro (setas preenchidas em baixo) e a protease do vírus (complexo NS2B.NS3) (setas abertas 
acima). O cofator NS2B e o domínio proteolítico da proteína NS3 (NS3pro) estão sombreados. E os * , na 
parte de baixo, estão indicando os resíduos do sitio ativo do complexo NS2B.NS3pro, H51, D57 e S135. 
Adaptado da referência (ARAKAKI et al., 2002) 

 

 

1.3 PROTEASES DE SERINA 

1.3.1  Aspectos Gerais 

As proteases são enzimas que catalisam a degradação de proteínas por hidrólise de 

ligações peptídicas e desempenham funções indispensáveis em todas as células vivas, que 

estão relacionadas a digestão, a coagulação do sangue, a fibrinólise, o desenvolvimento, a 

fertilização, a apoptose, e a imunidade celular.(TURK, 2006) Elas são associadas com uma 

série de doenças do organismo humano, por exemplo, doenças cardiovasculares, doença de 

Alzheimer, alguns tipos de câncer, doenças autoimunes, inflamações, e 

hipertensão.(COUGHLIN, 2000; HEDSTROM, 2002a; NEURATH, 1984) A compreensão 

do mecanismo catalítico e da estrutura dessas proteases pode facilitar o design de drogas.  

(EKICI; PAETZEL; DALBEY, 2008) 

Um terço das proteases é classificada como proteases de serina, as proteases mais 

estudadas dessa classe sendo a quimotripsina, a tripsina, a elastase e a subtilisina. Algumas 

proteases de serina estão associadas a doenças como febre amarela, vírus da influenza A, 

vírus da hepatite C, vírus da Dengue e febre do Nilo. As proteases de serina são divididas em 

duas grandes famílias: a família da quimotripsina (que inclui a tripsina) e a família da 
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subtilisina, embora existam outras famílias distintas de protease de serina. O termo "família" 

denota um grupo dessas enzimas que são homólogas por sua sequência de aminoácidos e 

muito similares em sua geometria tridimensional. 

A característica fundamental das proteases de serina é a presença do resíduo serina 

(SER), muito reativo, em seu sítio ativo. Em geral, as proteases de serina, no caso das famílias 

da quimotripsina e subtilisina, apresentam uma tríade catalítica, ASP-HIS-SER (Figura 8). 

Entretanto, há também pequenas diferenças na tríade catalítica em outras famílias de 

proteases de serina, como SER-HIS-GLU, SER-HIS-HIS e SER-GLU-ASP, assim como 

díades,  SER-HIS ou SER-LYS. (EKICI; PAETZEL; DALBEY, 2008) 

 
Figura 8: Tríade catalítica da quimotripsina (Código PDB: 4CHA). (POLGÁR, 2005) 

 

 

1.3.2  Breve histórico 

O modo de ação das proteases de serina tem sido objeto de estudo por mais de trinta 

anos. Os detalhes estruturais dessa classe de proteínas foram observados por diversas técnicas 

experimentais como difração de Raio-X, difração de nêutrons e RMN de proteínas. 

Em 1964, pesquisadores determinaram a sequência de aminoácidos do tripsinogênio 

(WALSH; NEURATH, 1964) e da quimotripsinogênio (HARTLEY, 1964), precursoras da 

tripsina e da quimotripsina, respectivamente, revelando que essas proteases eram homólogas 

entre si. A estrutura tridimensional da quimotripsina foi elucidada em 1967 (MATTHEWS et 

al., 1967a), já a estrutura da tripsina foi resolvida em 1974. (STROUD; KAY; DICKERSON, 

1974)  

 Em 1969, David Blow et al. realizou um estudo detalhado da estrutura tridimensional 

da quimotripsina pelo método de difração de Raio-X, mostrando algumas características dessa 

enzima.(BLOW; BIRKTOFT; HARTLEY, 1969a) Essa análise estrutural revelou alguns 
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aspectos químicos importantes sobre os resíduos do sítio ativo, em que o ácido aspártico 

(ASP102) forma ligação de hidrogênio com a histidina (HIS57), que por sua vez forma 

ligação de hidrogênio com a serina (SER195), todos do sítio ativo. Além disso, Blow propôs 

um possível mecanismo para esse sítio ativo, propondo um mecanismo de redistribuição de 

carga, onde duas trocas de prótons ocorreriam (a partir de SER195 para HIS57 e de HIS57 

para ASP102).  (A numeração dos resíduos do sítio ativo – serina, aspartato e histidina 

mencionada nesse parágrafo se refere à sequência de aminoácidos da quimotripsina estudada 

por Blow). Uma de suas conclusões foi de que a polarização do sistema devido à carga 

negativa presente no ácido aspártico tornaria o oxigênio da serina mais nucleofílico, assim 

explicaria sua reatividade maior para amidas e ésteres. (BLOW; BIRKTOFT; HARTLEY, 

1969a)  

Com o tempo alguns estudos mostraram a função do ASP102 no sítio ativo. Um 

desses estudos mostrou que, ao substituir o resíduo ASP02 (que possui carga negativa) por 

um grupo ASN102 (com carga neutra), a atividade catalítica dessa enzima diminuiu na ordem 

de 104 e a ação dos inibidores em até oito vezes.(SPRANG et al., 1987) Isso evidencia que a 

carga negativa do ácido aspártico (ASP102) é fundamental para a distribuição de carga do 

sítio ativo, favorecendo a maior nucleofilicidade da serina (SER195).  

Outro estudo interessante foi o de RMN-H em quimotripsina A, que confirmou a 

formação de ligação de hidrogênio entre os resíduos do sítio ativo.(ROBILLARD; 

SHULMAN, 1972)  

Mais tarde o trabalho de Anthony Kossiakoff et al., realizado com difração de 

nêutrons em tripsina bovina, mostrou que não há transferência de próton entre os resíduos 

ASP102 e HIS57. A HIS57 age como base no sítio ativo da proteína, sugerindo que só há uma 

transferência de próton entre SER195 e HIS57.(KOSSIAKOFF; SPENCER, 1981) 

Com essas informações foi possível entender e propor melhores modelos para o 

mecanismo de ação das proteases de serina. 

 

1.3.3  Mecanismo de reação 

1.3.3.1  Aspectos Gerais 

A hidrólise de ligações peptídicas é termodinamicamente favorável. Entretanto, essas 

reações de hidrólise são extremamente lentas. Tipicamente, na ausência de um catalisador e 

em pH neutro, a reação tem um tempo de vida médio entre 10 e 1.000 anos. Em processos 

biológicos, com a presença de proteases, essa reação ocorre em milissegundos. Essa 
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dificuldade com relação à parte cinética da quebra da ligação peptídica é devida à natureza 

química dessa ligação, em que a ligação C–N tem um caráter parcial de dupla ligação, não 

permitindo que a molécula rotacione nesse eixo da ligação e favorecendo uma estrutura plana. 

Os demais átomos que compõem a região da ligação peptídica, como C, N, O e H formam 

então uma estrutura plana, resultando na estabilização da ligação peptídica por ressonância. 

Outra característica importante é que o átomo de carbono do grupo carboxila é menos 

eletrofílico e menos susceptível ao ataque nucleofílico quando comparado ao mesmo grupo 

em compostos de ésteres carboxilato, por exemplo. Por conseguinte, para a quebra da ligação 

peptídica, a enzima funciona como facilitador nesse processo reacional (FARRELL, 2008). 

As proteases executam a reação de maneira muito eficiente. As taxas de hidrólise 

peptídica por proteases de serina são na ordem de 1010 vezes maiores do que as reações não 

catalisadas. Este mecanismo catalítico não é exclusivo da hidrólise de peptídeos: proteases de 

serina também catalisam a hidrólise de outros compostos como acilas, amidas, ésteres e 

tioésteres. 

 

1.3.3.2  Cavidade Oxiânion 

Durante esse período de estudo sobre protease de serina, uma região de interação 

importante da proteína foi proposta devido a sua recorrência em diversas proteínas da classe, 

chamada “cavidade oxiânion” (do inglês, oxyanion hole). Normalmente, a cavidade oxiânion 

é formada por grupos amida da cadeia principal (backbone) da enzima, por exemplo, GLY193 

e SER195, bem como moléculas de água, no caso da quimotripsina. A cavidade oxiânion é 

formada pelos grupamentos NH da cadeia principal dos resíduos GLY193 e SER195. Estes 

átomos formam uma região de carga positiva que ativa o grupo carbonila da ligação peptídica 

clivada e estabiliza o íon oxiânion carregado negativamente do intermediário tetraédrico, 

(próxima seção), Figura 9. (HEDSTROM, 2002b; MATTHEWS et al., 1967b; WARSHEL; 

RUSSELL, 1986)  
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Figura 9: Representação esquemática da região da cavidade oxiânion e sua funcionalidade durante a 
formação do intermediário tetraédrico. Tríade catalítica representada por Asp, His e Ser, onde a serina 
está formando a ligação acil com o substrato na formação do intermediário tetraédrico (carga formal 
negativa). Onde X representa átomos de nitrogênio ou de oxigênio.(WAHLGREN et al., 2011a)  

 

1.3.3.3  Mecanismo  

As principais características do mecanismo de ação das proteases de serina foram 

primeiramente resumidos por Bender e Zerner (1964)(ZERNER; BENDER, 1964) e Steitz 

(1970)(ERLANGER et al., 1970). Diversos outros trabalhos contribuíram para que hoje 

tenhamos o mecanismo das proteases de serina descrito na literatura.  
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Figura 10: Esquema para o mecanismo geral aceito das proteases de serina.(BLOW, 1976; HEDSTROM, 
2002b) a) Etapa da acilação (acil-enzima) e quebra da lição peptídica. b) Etapa da quebra da ligação acil –
enzima. Na ilustração da cavidade oxiânion, o X pode representar átomos de nitrogênio (N) ou de oxigênio 
(O).  
 

 

Depois do substrato se aproximar do sítio ativo, o primeiro passo da reação é o ataque 

nucleofílico do oxigênio da hidroxila da serina (SER195 no caso da quimotripsina) ao 

carbono da carbonila do substrato. Já o hidrogênio da hidroxila da serina é atacado pelo par de 

elétrons do nitrogênio da histidina (sítio ativo), havendo uma transferência de próton entre 

serina e histidina.  No segundo passo a ligação carbono-nitrogênio da ligação peptídica é 

quebrada e o intermediário denominado de acila-enzima é formado, composto pelo grupo 

acila (acila mais a enzima), formada pela enzima e a parte do substrato ligado ao carbono da 

carbonila, que foi atacada pela serina. O resto do substrato fica livre no meio. No terceiro 

passo, uma molécula de água presente irá hidrolisar o complexo acila-enzima, através da 

transferência de um próton da água ao grupo éster do fragmento acila. Assim, esse fragmento 

é eliminado e a serina volta à sua estrutura original, recompondo as características do sítio 

ativo. Com relação às mudanças estruturais e químicas durante a reação pode-se observar que, 
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depois do ataque nucleofílico do primeiro passo, ocorre uma alteração na geometria do 

carbono da carbonila que, antes trigonal plana, passa a ser tetraédrica. Esse intermediário 

tetraédrico é instável, devido à formação de uma carga formal negativa no oxigênio derivado 

da carbonila. A carga negativa é estabilizada por grupos NH de resíduos da proteína que 

ficam nessa região, e também estabiliza o estado de transição que precede a formação da 

estrutura tetraédrica. Para avaliar de maneira ilustrada o mecanismo geral ver a Figura 10. 

(HEDSTROM, 2002c) 

Mais recentemente, um trabalho com estruturas de alta resolução mostrou outros 

aspectos interessantes sobre a catálise. Em 2006, Fodor et al. mostraram a relevância das 

ligações de hidrogênio durante o mecanismo de reação da tripsina. Estruturas intermediárias 

de proteases de serina revelaram que as forças das ligações de hidrogênio entre a enzima e o 

substrato são alteradas durante a catálise. As ligações de hidrogênio são conservadas entre a 

estrutura folha-β da enzima e o substrato; entretanto, tornaram-se significativamente mais 

curtas no complexo de transição, de forma síncrona com o ataque nucleofílico ao átomo de 

carbono carboxílico da ligação peptídica que será quebrada. Assim o mecanismo utiliza a 

energia liberada a partir das ligações de hidrogênio fortes para superar a barreira energética do 

ataque nucleofílico pelo grupo hidroxila da serina catalítica. As ligações de hidrogênio da 

cavidade oxiânion proporcionam estabilização adicional para o complexo acil-enzima que terá 

sua ligação peptídica quebrada. No complexo de acil-enzima a distribuição de carga da 

ligação carbonílica é distorcida para o átomo de oxigênio em comparação com outras ligações 

peptídicas da estrutura, indicando um efeito de polarização da cavidade oxiânion.(FODOR et 

al., 2006)  

Outro ponto importante, é o papel do aspartato (ASP) no processo catalítico. Quando a 

tripsina é mutada de forma que o aspartato é substituído por um resíduo neutro, como a 

asparagina, a constante de velocidade da reação é reduzida na ordem de 104, suportando a 

importância da carga negativa próxima a histidina (HIS)(KOSSIAKOFF; SPENCER, 1981). 

Trabalhos experimentais e teóricos indicam que o aspartato (ASP) desprotona a histidina na 

posição delta (Nδ1, Figura 10), aumentando a basicidade da posição épsilon (Nε2, Figura 10) 

para a transferência de próton da serina para histidina, ativando a serina para a formação do 

intermediário tetraédrico(KRAUT, 1977; WAHLGREN et al., 2011b). 
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1.3.3.4  Evidência do intermediário acil-enzima 

O experimento de Hartley e Kilbey, em 1954, evidenciou pela primeira vez o 

intermediário acil-enzima. Através do estudo da cinética da reação de hidrólise do acetato de 

p-nitrofenil na presença da enzima quimiotripsina. A hidrólise do acetato de p-nitrofenil pela 

quimotripsina indica a formação de um intermediário enzima-acetato e a decomposição deste 

intermediário foi o limitante da velocidade. Esse intermediário foi isolado em várias reações 

de ésteres com a quimotripsina, e a cinética química destes intermediários foi demonstrada. 

(HARTLEY; KILBY, 1954) Os intermediários acil-enzima foram posteriormente isolados em 

várias reações de ésteres com quimotripsina, assim como a cinética destes intermediários 

foram determinadas. (HESS et al., 1970a)  

 

1.3.3.5  Evidência do intermediário tetraédrico 

Entretanto, a existência do intermediário tetraédrico ainda não foi rigorosamente 

demonstrada nessas reações, mas é inferida apenas a partir de uma solução química. 

Intermediários tetraédricos são instáveis e têm tempo de vida curto. O tempo de vida do 

estado intermediário tetraédrico está associado ao grupo de saída quando se forma o 

complexo acil-enzima: quanto melhor o grupo de saída, menor o tempo de vida do estado 

intermediário tetraédrico. Isso pode ser evidenciado no caso do grupo de saída do p-

nitrofenol, onde o tempo de vida do estado intermediário tetraédrico é menor que a menor 

vibração da molécula. A reação torna-se concertada, e o estado tetraédrico é considerado um 

estado de transição. Em solução, a hidrólise do p-nitrofenil acetato pela quimotripsina é uma 

reação concertada, e é formalmente possível que a hidrólise de peptídeos catalisada por esta 

enzima também seja concertada. (HEDSTROM, 2002c) 

 

1.3.3.6  Mecanismo de movimento da histidina 

No mecanismo geralmente aceito para a catálise de protease de serina (Figura 10), a 

HIS57 retira o próton da SER195 e transfere-o para o grupo de saída. Esta transferência de 

próton intrigou alguns pesquisadores da época, que argumentavam que, se a HIS57 retira um 

próton da SER195, formando assim uma histidina com carga positiva HIS57-H+ e se 

posicionando perto da SER195 no intermediário tetraédrico, assim favorecendo a 

reprotonação da SER195, regenerando o estado inicial dos dois resíduos, HIS57 e SER195. 

Para reação proceder, a HIS57-H+ deveria estar posicionada próxima ao grupo de saída. O 

mecanismo chamado  ring flip (inglês), um giro de 180° no anel da HIS57-H+,  foi proposto 
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para resolver esse problema: após a formação do intermediário tetraédrico, a HIS57-H+ gira, o 

que deve colocar o próton do átomo Nδ1 perto do grupo de saída (Figura 11). A conformação 

da HIS57 invertida foi observada em subtilisina em 50 % de dimetilformamida. Além disso, a 

presença da ligação hidrogênio entre os resíduos SER214-HIS57 e, a dinâmica incomum de 

HIS57 foi uma evidência para o mecanismo "His Flip".(ASH et al., 2000) 

Existem vários argumentos contrários ao mecanismo "His Flip". Primeiro, a quebra e 

formação de tantas ligações de hidrogênio num curto tempo de vida em que o intermediário 

tetraédrico é formado, parece improvável. O seu mecanismo de inversão parece violar o 

princípio de menor movimento, que sugere que as reações enzimáticas ocorrem com 

economia de movimento. Além disso, HIS57 está interagindo com resíduos do substrato, o 

que cria uma barreira estérica para giro. A dinâmica não usual do resíduo HIS57 pode ser 

explicada pelo movimento de entrada e saída do substrato e do solvente na região do sítio 

ativo, ou mesmo por uma transformação química, não necessariamente uma inversão de 

posição. (HEDSTROM, 2002c) 

 

 
Figura 11: Esquema do mecanismo "His Flip". Depois da formação inicial do intermediário tetraédrico, o 
Nϵ1-H estará formando uma ligação de hidrogênio com o átomo γO da SER195. A rotação do His57 
supostamente coloca o Nϵ1-H perto do grupo de saída NH. Embora as ligações de hidrogênio entre Nδ1-H e 
ASP102 e, entre Cϵ1 e Ser214 sejam rompidas, novas ligações de hidrogênio irão se formar para substituí-
las (HEDSTROM, 2002c). 

 

Alguns movimentos são inevitáveis, como do substrato e da protease para que a reação 

de hidrólise prossiga. Para a formação do intermediário tetraédrico, o resíduo SER195 da 

protease deve se movimentar de pelo menos 1 Å, assim como pequenos movimentos do 

substrato são requeridos para que o carbono da carbonila mude de uma hibridização sp2 para 

uma sp3, permitindo a formação do intermediário. Portanto, a HIS57 pode não ser orientada 

para a direção da SER195 no intermediário tetraédrico como assumida, anteriormente. 

Mesmo se HIS57 estiver posicionada de modo que SER195 seja protonada no intermediário 

tetraédrico, a reação não está destinada a entrar em colapso, e voltar aos reagentes, pois a 

protonação da amina é favorecida em geral, e o próton necessita apenas se transferir para a 

amina antes da quebra do intermediário tetraédrico. Além disso, as várias estruturas dos 
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complexos análogos do estado de transição indicam que HIS57-H+ pode interagir com a 

posição do grupo de saída, mantendo a ligação de hidrogênio ASP102-HIS57.(HEDSTROM, 

2002b) 

 
 

1.3.4  Aspectos Teóricos 

Compreender o mecanismo detalhado de catálise enzimática é um dos problemas 

fundamentais em bioquímica. Uma das famílias de enzimas mais estudada experimentalmente 

e teoricamente são as proteases de serina que catalisam a hidrólise de ligações peptídicas. As 

características gerais do mecanismo de reação são amplamente aceitas, no entanto, alguns 

detalhes importantes ainda são controversos, como a transferência de próton entre o aspartato 

e a histidina do sítio ativo, assim como se o mecanismo de formação do intermediário acil-

enzima ocorre em um mecanismo sincronizado ou em etapas, o movimento flip da histidina 

durante a reação,  e estão sujeitos a pesquisa extensiva (HEDSTROM, 2002b). 

Embora a função da tríade catalítica e da cavidade de oxiânion possa ser pensada em 

termos de estabilização eletrostática das cargas no estado de transição, a catálise e a 

especificidade não são simplesmente controladas por alguns resíduos, mas são uma 

propriedade de toda a estrutura da proteína, controlada através da distribuição de carga por 

uma rede de ligações de hidrogênio e, talvez, também pelo acoplamento do movimento do 

domínio da protease para que haja a transformação química. Proteases de serina apresentam 

uma oportunidade única para o estudo teórico desses sistemas. 

Compreender o funcionamento de enzimas em nível atomístico é uma questão central 

que vem sendo abordada por diversos estudos teóricos sobre estrutura e função de enzima 

(WANG; HU; ZHANG, 2007; WARSHEL; LEVITT, 1976a; WARSHEL; PAPAZYAN; 

KOLLMAN, 1995; WARSHEL; RUSSELL, 1986; ZHOU; ZHANG, 2011a).  

Grande parte dos trabalhos teóricos se concentra em modelos em fase gás 

(DAGGETT; SCHROEDER; KOLLMAN, 1991; SCHROEDER; DAGGETT; KOLLMAN, 

1991; TOPF; RICHARDS, 2004; TOPF; VÁRNAI; RICHARDS, 2002a; UMEYAMA; 

HIRONO; NAKAGAWA, 1984; UMEYAMA; IMAMURA; NAGATA, 1973; WARSHEL; 

LEVITT, 1976a; ZHOU; ZHANG, 2011a) do sítio ativo enzimático, isso devido ao menor 

poder computacional que até pouco tempo atrás era disponível. Estes modelos podem dar uma 

ideia qualitativa da atividade da enzima. Entretanto, devido à ausência do meio solvente, não 

são capazes de quantificar o efeito do ambiente enzimático sobre os processos. A utilização 
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de um modelo de solvente implícito (FEIG; BROOKS, 2004; ROUX; SIMONSON, 1999) 

pode superar essa limitação, mas também será deficiente em tratar o microambiente presente 

na região do sítio ativo da enzima, tornando necessário muitas vezes o tratamento explícito do 

solvente e outros resíduos do ambiente reacional. No entanto, tudo isso demanda maior poder 

computacional.  

O estudo teórico de reações enzimáticas teve uma grande mudança depois da 

publicação do trabalho de Warshel e Levitt, em 1976, que tiveram uma abordagem pioneira 

para simular reações enzimáticas(WARSHEL; LEVITT, 1976a). Este foi o primeiro estudo 

que combinou fatores internos da reação com questões do ambiente reacional, por meio de um 

modelo que combinava mecânica molecular e mecânica quântica (semi-empíricos) para 

avaliar energeticamente a quebra de ligação química durante a reação enzimática. Os 

resultados mostraram que os efeitos eletrostáticos são importantes para a estabilização do íon 

carbânion que é formado no intermediário dessa reação. A partir desse trabalho tornou-se um 

momento propício para o desenvolvimento de uma nova abordagem no estudo de reações 

enzimáticas (WARSHEL; LEVITT, 1976b). Alguns estudos teóricos usaram essa 

metodologia para melhor entender o mecanismo reacional das proteases de serina. 

Como já mencionado anteriormente por trabalhos experimentais (BLOW, 1976; 

BLOW; BIRKTOFT; HARTLEY, 1969b; HESS et al., 1970b; KRAUT, 1977; SPENCER; 

STURTEVANT, 1959), existia uma questão que levantava muita controvérsia no caso das 

proteases de serina: a de que existia uma dupla transferência de próton no sítio ativo durante o 

mecanismo reacional. Isso também foi estudo na época por trabalhos teóricos (DAGGETT; 

SCHROEDER; KOLLMAN, 1991; SCHROEDER; DAGGETT; KOLLMAN, 1991; TOPF; 

RICHARDS, 2004; TOPF; VÁRNAI; RICHARDS, 2002a; UMEYAMA; HIRONO; 

NAKAGAWA, 1984; UMEYAMA; IMAMURA; NAGATA, 1973; WARSHEL; LEVITT, 

1976a; ZHOU; ZHANG, 2011a). O primeiro estudo questionando essa conclusão foi o de 

Hayes e Kollman apontando que, ao serem realizadas correções para os erros nos cálculos de 

afinidade de próton, e quando são incluídas ligações de hidrogênio no ácido aspártico, os 

cálculos ab initio mostram que só deve haver uma transferência de próton, que se dá entre 

serina e histidina (KOLLMAN; HAYES, 1981). Esta análise foi apoiada depois por 

Umeyama  et al.  e Kollman e Hayes, com um modelo de química quântica (QM) de nível 

superior.(KOLLMAN; HAYES, 1981; UMEYAMA; IMAMURA; NAGATA, 1973) A 

primeira resposta experimental definitiva à esta questão foi dada por Kossiakoff e 

Spencer.(KOSSIAKOFF; SPENCER, 1981) Por estudo de difração de nêutrons da tripsina na 
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presença de um inibidor análogo ao substrato, observou-se a protonação dos resíduos do sítio 

ativo, indicando que o hidrogênio Hδ1 (Figura 10) está posicionado no Nδ1 da histidina. 

Concluíram assim, portanto, que a eficácia catalítica da tríade ASP-HIS-SER não é devida a 

algum efeito químico perpetuado através do sistema de ligação de hidrogênio tal como 

proposto na troca de carga (charge-relay),(BLOW; BIRKTOFT; HARTLEY, 1969b) e nem 

pelo mecanismo de dupla transferência de prótons,(HUNKAPILLER et al., 1973) mas em 

função das características químicas destes grupos (ASP, HIS, SER) que maximizam a 

eficiência e eficácia pelo posicionamento estereoquímico no complexo enzima-substrato. 

Estudos espectroscópicos por RMN-H1 mostram que o Hδ1 estaria fazendo uma ligação de 

hidrogênio entre o Oδ2 e o Nδ1, como também, indicam que essa ligação de hidrogênio 

apresenta uma baixa barreira de energia para a transferência do próton (Hδ1) entre Nδ1 

(histidina) e o Oδ2 (aspartato), deste modo facilitando a formação do intermediário 

tetraédrico.(BACHOVCHIN, 2001; CLELAND; KREEVOY, 1994; FREY; WHITT; TOBIN, 

1994) 

Warshel et al. também mostraram que a reação em fase gás é caracterizada por uma 

barreira grande de ativação (associada com a formação do nucleófilo carregado a partir de 

fragmentos neutros), embora o ataque nucleofílico seja essencialmente por barreiras menores 

nas enzimas. Por outro lado, as reações enzimáticas e em solução apresentam um perfil 

energético reacional semelhante, com uma barreira mais baixa para a reação enzimática. Eles 

concluem que os sítios ativos das enzimas proporcionam ambientes polares específicos que 

não se assemelham a fase gás, mas que são projetados para a estabilização eletrostática de 

estados de transição iônicos, e que solvatam esses estados mais do que só o 

solvente.(WARSHEL; AQVIST; CREIGHTON, 1989) 

Schroeder et al. examinaram uma outra questão sobre a catálise em protease de serina: 

qual é o passo limitante para a velocidade global da hidrólise de amida e de éster? 

Descreveram cálculos semi-empíricos de orbitais moleculares da hidrólise de amida e ésteres 

catalisados pela tripsina, observando que o ataque da serina ao substrato, na formação do 

intermediário tetraédrico, foi a etapa limitante com ambos os substratos. Assim, o caminho 

reacional de menor energia para formação do intermediário tetraédrico se realizou pela 

aproximação da serina ao substrato, em seguida pelo movimento acoplado de átomos pesados 

e, da transferência de próton para completar a reação. Esse trabalho foi um dos poucos onde 

todo o caminho da catálise foi simulado e o passo limitante da velocidade foi sugerido. O 

efeito do meio sobre a catálise também foi estimado por cálculos de mecânica molecular, 
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usando um modelo não covalente entre o peptídeo e a tripsina, mostrando a importância do 

ambiente na estabilização do intermediário tetraédrico. Uma simulação de dinâmica 

molecular do complexo não covalente também foi realizada, observando a importância do 

movimento local do sítio ativo nas fases iniciais da catálise. Ficou evidente a necessidade de 

cálculos precisos de química quântica, assim como uma representação do ambiente químico 

para definir o caminho da catalise enzimática.(SCHROEDER; DAGGETT; KOLLMAN, 

1991) 

Em 2002, um trabalho de simulação de dinâmica QM/MM foi utilizado para examinar 

a estabilidade do intermediário tetraédrico durante a etapa de desacilação da hidrólise de um 

peptídeo simples, que foi catalisada pela enzima elastase.(TOPF; VÁRNAI; RICHARDS, 

2002b) A região quântica incluía a tríade catalítica, a estrutura tetraédrica, e a cavidade 

oxiânion. Os cálculos indicaram que o intermediário tetraédrico é uma espécie estável na 

escala de tempo de picossegundos, além de outras observações como a mobilidade do anel 

imidazol entre dois dos átomos de oxigênio da estrutura tetraédrica, que mostra como o 

intermediário pode proceder para o estado dos produtos sem um “mecanismo de inversão de 

anel”. Além da proposta de ligação de hidrogênio entre o anel de imidazol e da cadeia 

principal da SER214, observa-se uma ligação de hidrogênio alternativa com a cadeia principal 

do resíduo THR213, que pode estabilizar o intermediário durante o movimento do anel 

imidazol. O próton se desloca entre ASP102 e HIS57 durante a simulação. Entretanto, o 

próton fica grande parte do tempo localizado no átomo de nitrogênio da histidina. (TOPF; 

VÁRNAI; RICHARDS, 2002b) 

Ishida e Kato, em 2003, estudaram o mecanismo de reação da tripsina por dinâmica 

molecular QM/MM e cálculos de energia livre. Calculando o perfil de energia livre para o 

primeiro passo da reação, acilação, os cálculos mostraram que o passo determinante para a 

velocidade de acilação é a formação do intermediário tetraédrico, e a quebra desse 

intermediário tem uma pequena barreira energética. (ISHIDA; KATO, 2003a) A energia livre 

de ativação para a formação desse intermediário foi de 17,8 kcal/mol usando QM/MM 

(MP2/(aug)-cc-pVDZ//HF/6-31+G**/AMBER) combinado com Molecular Dynamics-Free 

Energy Perturbation: MD-FEP.(ISHIDA; KATO, 2003b) Já simulações de dinâmica 

molecular para o complexo enzima-substrato (ES), enzima livre, e em fase gás mostram que a 

ligação do substrato induz alterações conformacionais em torno do sítio ativo, as quais 

favorecem o alinhamento dos fragmentos reativos (HIS57, ASP102 e SER195) que ficam 

numa orientação reativa. Observou-se também que a etapa de transferência do próton entre a 
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serina e a histidina, e o ataque nucleofílico da serina ocorrem de maneira concertada. Como 

relação ao ambiente, os resultados mostraram que ele desempenha maior estabilização no 

intermediário tetraédrico quando comparado ao complexo enzima-substrato. O fator mais 

importante de estabilização do intermediário tetraédrico é a interação eletrostática entre o sítio 

ativo e algumas regiões específicas da proteína: os grupos NH da cadeia principal dos 

resíduos GLY193 e SER195 (cavidade oxiânion) estabilizam a carga negativa gerada no 

oxigênio da carbonila quando forma o intermediário,  e os grupos carbonila da cadeia 

principal dos resíduos ILE212 e SER214 estabilizam uma carga positiva gerada no anel 

imidazol da histidina (His57).(ISHIDA; KATO, 2003a) 

Ishida e Kato, em 2004, fizeram um estudo teórico sobre o papel do ASP102 no 

sistema catalítico de protease de serina, quimotripsina, calculando o perfil da energia livre de 

reação da transferência de um próton para esse resíduo, usando cálculos de estrutura 

eletrônica QM/MM (HF/6-31+G**/AMBER) combinadas com dinâmica molecular e o 

método da perturbação para energia livre. (ISHIDA; KATO, 2004) O ASP102 desempenha 

dois papéis importantes no processo catalítico: um é para estabilizar a HIS57 protonada, e o 

outro é o de manter a configuração em torno do sítio ativo, pois favorece o processo catalítico. 

Esses dois fatores estão intimamente relacionados entre si e são indispensáveis para uma 

catálise eficiente. Além disso, os cálculos apresentados sugerem a importância da interação 

entre a HIS57 e os resíduos SER214-VAL213 no estado de transição da etapa de acilação 

(numeração dos resíduos referente à quimotripsina).(ISHIDA; KATO, 2004) 

Em 2006, Ishida publicou um outro trabalho que analisava de maneira teórica o RMN 

para a tríade catalítica da tripsina, observando a correlação entre a variação dos 

deslocamentos químicos e o rearranjo estrutural do sítio ativo no processo de acilação do 

mecanismo. (ISHIDA, 2006) Para isso fez cálculos de dinâmica molecular QM/MM (HF/6-

31+G**/AMBER). Os deslocamentos químicos obtidos foram consistentes com os 

experimentos, mostrando que o próton entre a ASP102 e HIS57 fica localizado próximo a 

HIS57, existindo uma forte interação eletrostática entre os dois resíduos ASP102 e HIS57. 

Quando o intermediário se formou se observou uma interação eletrostática entre a HIS57 e a 

cadeia principal dos resíduos VAL213 e SER214. (ISHIDA, 2006) 

Em 2011, Zhang e Zhou determinaram o mecanismo de acilação de um protótipo de 

serina protease (tripsina) e seu perfil de energia livre por simulação de dinâmica molecular 

QM/MM e amostragem de guarda-chuva (do inglês, Umbrella Sampling). É importante 

mencionar alguns aspectos desse artigo, pois faz diversas observações sobre pontos já 
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mencionados anteriormente e polêmicos sobre a reação, além de utilizar uma metodologia 

mais recente para o tratamento de reações enzimáticas.(ZHOU; ZHANG, 2011b)  

A estrutura inicial do complexo de substrato-enzima foi modelada com base na 

estrutura de raios-X do complexo tripsina-inibidor (PDB ID: 1MCT). A sequência de 

aminoácidos para o substrato foi alinhada a partir da posição do inibidor no sítio ativo da 

enzima, e a ligação a ser quebrada entre ARG5 e ILE6. O subsistema QM (nível B3LYP/6-

31+G*) incluiu as cadeias laterais da tríade catalítica (HIS57, ASP102 e SER195) e a porção 

do substrato que teve a ligação peptídica quebrada. Deste modo, usando 41 janelas, cada 

janela com 30 ps, de Umbrela Sampling para percorrer a coordenada de reação. Eles 

obtiveram uma barreira de ativação total de 16,9 kcal/mol, em boa concordância com o valor 

experimental de 15-20 kcal/mol, dependendo do substrato e das condições 

experimentais.(ZHOU; ZHANG, 2011b)  

Os resultados desse estudo indicam que a posição do anel de HIS57 se altera pouco 

durante a reação (Figura 12).  

 

 
Figura 12: Superposição de estruturas da região sítio ativo da tripsina para ES (em vermelho), TI1 (em 
verde), TI2 (em azul) e EA1 (em laranja) no modo de palito. O átomo do tipo HG da SER195 é apresentado 
no modo de esfera. As estruturas enzima-substrato(ES), intermediário tetraédrico 1 (TI1), intermediário 
tetraédrico 2 (TI2) e acil-enzima (EA1) pode ser melhor vista na Figura 13. Adaptado da referência 
(ZHOU; ZHANG, 2011b) 

 

 

A sutil reorientação do seu anel no intermediário tetraédrico serve como uma ponte 

que liga duas etapas químicas: primeiro HIS57 atua como uma base, aceitando o próton da 

SER195, e depois age como um ácido protonando o grupo amina de saída (substrato). Esta 

troca de prótons pela histidina prossegue com uma economia de movimento atômico, 

contrariando a teoria do ‘His-Flip’ (1.3.3.6  Mecanismo de movimento da histidina ), ou 
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mesmo a inversão do nitrogênio do grupo amina de saída (substrato). Para a ligação de 

hidrogênio entre HIS57 e ASP102, ela se torna um pouco mais curta no estado de transição e 

nos intermediários do que nos estados de menor energia (ES e EA1), indicando uma interação 

mais forte devido à carga positiva no anel (HIS57), na Figura 13. Já a Figura 14 mostra o 

perfil energético para todas as estruturas, como suas barreiras de ativação. Durante a 

simulação nenhuma transferência de próton espontânea entre ASP102 e HIS57 foi observada. 

Os resultados mostram que o principal papel do resíduo ASP102 na catalise é estabilizar a 

carga positiva do anel imidazol (HIS57) nos estados TS e TI através de interações 

eletrostáticas. Isso é mais uma evidência contrária ao mecanismo de redistribuição de carga 

(do inglês, charge-relay mechanism) proposto por Blow et al.(BLOW; BIRKTOFT; 

HARTLEY, 1969a) 
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Figura 13: Ilustração das estruturas para a fase de acilação da tripsina. ES, complexo enzima-substrato; 
TI1 e TI2 duas configurações distintas intermediários tetraédricos; EA1, acil-enzima. Adaptado da 
referência (ZHOU; ZHANG, 2011b) 
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Figura 14: Perfil de energia livre para a etapa da reação de acilação da tripsina determinado pela 
simulação de dinâmica molecular QM/MM por amostragem guarda-chuva (do inglês, umbrella sampling). 
Adaptado da referência (ZHOU; ZHANG, 2011b) 

 

 

1.4  NS2B-NS3 PROTEASE DO VÍRUS DA DENGUE 

A protease viral NS3 tem uma tríade catalítica (HIS51, ASP75, SER135) que  é 

essencial para a replicação viral (como visto para as proteases de serina, caso da NS3) e é 

responsável pela clivagem das junções NS2A/NS2B, NS2B/NS3, NS3/NS4A e NS4B/NS5 na 

poliproteína.(CHAMBERS et al., 1990) 

 Li et al., em 1999, revelaram que o domínio responsável pela atividade da protease do 

vírus da Dengue é constituído por 167 aminoácidos da parte N-terminal da NS3.(LI et al., 

1999) O resíduo His51, que pertence a NS3 protease e também à tríade catalítica, sendo 

fundamental para a função da protease. (FALGOUT; MILLER; LAI, 1993)(CLUM, 

1997)(YUSOF et al., 2000)  

Experimentos in vitro (YUSOF et al., 2000) mostraram que a NS3 protease por si só 

apresenta uma atividade limitada para vários substratos peptídicos sintéticos enquanto, para 

processar os substratos naturais, o domínio da protease da NS3 é co-expressa com um cofator, 

a proteína NS2B.(YUSOF et al., 2000) 

Falgout et al., em 1993, mostrou que preservar um fragmento central de 40 

aminoácidos (resíduos 53-92 da NS2B) no precursor NS2B é suficiente para produzir um 

produto ativo junto com a NS3 (NS2B-NS3). A atividade desse complexo NS2B-NS3 foi 

demonstrada em sistemas de expressão tanto eucarióticas quanto procarióticas.(FALGOUT; 

MILLER; LAI, 1993; YUSOF et al., 2000)   

Erbel et al., em 2006, relatou as estruturas cristalinas de um complexo NS2B-NS3pro 

do vírus da Dengue (DENV) e, um complexo NS2B-NS3pro com um inibidor do vírus do 

Nilo Ocidental (WNV). Cristais de alta qualidade pra NS2B-NS3pro da Dengue (1,5 Å) e 

para o Nilo Ocidental (1,68 Å), e o complexo WNV NS2b-NS3pro com inibidor baseado em 
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modelo de substrato benzoil-norleucina (P4) - lisina (P3) - arginina (P2) - arginina (P1) - 

aldeído (Bz-NLE-LYS-ARG-ARG-H) foram obtidos e as estruturas foram resolvidas. Com 

essas estruturas foi possível identificar resíduos importantes para o reconhecimento do 

substrato na NS3pro e esclarecer a importância do cofator NS2B para estrutura ativa da 

protease no caso do WNV. (ERBEL et al., 2006) 

Os domínios NS3pro em ambas as estruturas adotaram a conformação semelhante à da 

quimotripsina, ou seja, dois barris-β, cada um formado por seis folhas-β, com a tríade 

catalítica (HIS51-ASP75-SER135) localizada na fenda entre barris (Figura 15). Os dois vírus 

apresentam 50 % de identificação das sequências dos aminoácidos para a NS3pro, e a 

superposição das estruturas apresenta um r.m.s de apenas 1.37 Å. (ERBEL et al., 2006) 

A conformação adotada pela parte C-terminal da NS2B revelou diferenças marcantes 

entre os complexos cofator-protease com inibidor ligado e não ligado. Na estrutura da NS2B-

NS3pro da Dengue (Figura 15), a densidade de elétrons para resíduos além do resíduo 76 é 

descontinua, o que sugere que a parte C-terminal do cofator para essa estrutura adota diversas 

conformações quando em solução. NS2B não interage com o local de ligação do inibidor, e a 

atividade da NS2B-NS3pro não pode ser explicada por esta estrutura. Em contraste, para o 

caso da estrutura do Nilo Ocidental (Figura 15), o complexo NS2B-NS3pro com inibidor 

revela interações diretas da NS2B (ASP82-PHE85) com o sítio ativo da NS3pro. (ERBEL et 

al., 2006) 

A NS2B não só estabiliza ambos os barris de N-terminal e C-terminal, fornecendo 

folhas-β adicionais, como também completa o local de ligação ao inibidor com a sua região 

C-terminal. As estruturas apresentadas proporcionaram, pela primeira vez, uma explicação 

para o aumento na atividade da NS3pro na presença de NS2B. (ERBEL et al., 2006) As 

coordenadas para essas estruturas estão no PDB (Protein Data Bank) com os códigos: 2FOM 

(DENV NS2B-NS3pro) e 2FP7 (WNV NS2B-NS3pro-Bz-NLE-LYS-ARG-ARG-H).(ERBEL 

et al., 2006) 
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Figura 15: Ilustração das estruturas de NS2B-NS3pro na ausência e na presença de um inibidor. (a) DEN 
NS2B-NS3pro. Cinza, NS3pro; amarelo, NS2B. Não foi observada densidade de elétrons dos resíduos NS2B 
77-84. (b) WNV NS2B-NS3pro em complexo com Bz-Nle-Lys-Arg-Arg-H (laranja). Adaptado da referência 
(ERBEL et al., 2006) 
 

Wichapong et al., em 2010, geraram e validaram um modelo de homologia da forma 

ligada do inibidor com protease NS2B-NS3pro para o vírus da Dengue (DV). O modelo DV-2 

por homologia foi construído com base unicamente na estrutura de Raio-X do homólogo do 

complexo NS2B-NS3pro com inibidor, e apresentou resultados que se encontram em bom 

acordo com os dados experimentais. Dessa maneira, sugeriram que o modelo DV-2 

representava a protease NS2B-NS3 para Dengue na forma ativa. O modelo obtido e as 

simulações dinâmica molecular (DM) revelaram elevada similaridade com os resultados 

obtidos para o cristal de protease do caso do vírus do Nilo Ocidental (WNV). As simulações 

DM revelaram a existência de fortes interações entre o domínio C-terminal da NS2B e a NS3, 

ajudando na estabilidade das regiões de loop da NS3 protease. Os resultados indicam que o 

domínio C-terminal da NS2B não é apenas importante para a ligação com a NS3 protease, 

mas também desempenha um papel importante para a interação com o resíduo da posição P2 

do inibidor, além de mostrar outras interações importantes entre a NS2B-NS3 com os resíduos 

do inibidor e outros resíduos da proteína. Assim, este trabalho descreve pela primeira vez a 

interação do inibidor peptídico com NS2B-NS3 protease da Dengue utilizando uma 

abordagem de simulação DM. (WICHAPONG et al., 2010b) 

Foi apenas em 2012 que uma estrutura cristalina para o complexo formado por um 

peptídeo ligado covalentemente a NS2B-NS3pro do vírus da Dengue (sorotipo 3, DEN-3), 
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bem como o inibidor de serina-protease aprotinina ligado à mesma enzima, foram obtidas. 

(Noble et al., em 2012) Estas estruturas revelaram, pela primeira vez, uma conformação 

fechada que é cataliticamente ativa para a protease do DENV. Na presença do peptídeo, a 

protease do DENV-3 constitui a conformação fechada, em que a região hidrófila do grampo-β 

da NS2B fica em torno da NS3 protease, de uma maneira análoga à da estrutura da protease 

do vírus do Nilo Ocidental (WNV). Os resultados confirmaram que a protease (NS2B-NS3) 

para o vírus da Dengue forma uma conformação fechada durante proteólise, como 

anteriormente proposto para a WNV. A Figura 16, mostra a estrutura para o complexo NS2B-

NS3 protease da Dengue tipo 3 com inibidor Bz-nKRR-H (benzoila-norleucina-LYS-ARG-

ARG-aldeído).  (NOBLE et al., 2012) 

 

 
Figura 16: Ilustração da estrutura NS2B-NS3 protease da Dengue ligada ao Bz-nKRR-H. A estrutura é 
mostrada na representação de cartoon, NS3 em verde e NS2B em azul, com o Bz-nKRR-H em 
representação stick. Adaptada da referência (NOBLE et al., 2012). 

 

 

1.4.1  Inibição da NS2B-NS3 do vírus da Dengue 

1.4.1.1  Generalidades 

Compostos que agem inibindo ou modulando a atividade das proteases tem efeitos nos 

processos biológicos em que essas proteases atuam. Muitos desses inibidores naturais se 

assemelham aos substratos com relação à estrutura.(FERSHT; REQUENA, 1971; HIROARA; 
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BENDER; STARK, 1974) O fato de a enzima estabilizar o estado de transição vem sendo 

demonstrado muitas vezes através da utilização de análogos do estado de 

transição(SCHRAMM, 2011), que são moléculas que mimetizam o estado de transição de 

substrato. No caso das proteases de serina é comum construir inibidores que se pareçam com 

a estrutura tetraédrica observada no mecanismo da reação. (HEDSTROM, 2002c) 

Estudos mostram um padrão de interação dos resíduos que compõem o inibidor ou 

substrato com regiões específicas da enzima. Os locais de reconhecimento do substrato 

incluem o próprio sítio ativo da enzima, como também, regiões de bolsões de interação que 

acomodam as cadeias laterais dos peptídeos do substrato.(HEDSTROM, 2002c) 

Os estudos normalmente focam em uma interação especifica da protease com o 

substrato. Com base na nomenclatura proposta por Harper e Berger, (HARPER; BERGER, 

1972) a interação mais focada é a P1-S1, onde P1 e P1’ (Figura 17) indicam resíduos 

peptídicos no grupo acila, em que um ficará ligado a serina e outro sairá como grupo de saída 

pela clivagem da ligação peptídica. S1 é a região da proteína com a qual P1 interage. A 

numeração é dada segundo a Figura 17, e os sítios de interação Sn interagem com Pn 

correspondente. Cada bolsão tem características químicas diferentes para interagir com 

resíduos distintos: uns acomodam melhor resíduos com cargas negativas, outros com carga 

positiva, outros ainda interagem melhor com resíduos neutros, hidrofílicos, ou também com 

hidrofóbicos.  Isso deve ser levado em consideração quando se cria modelos para se estudar a 

interação do substrato com a proteína(HEDSTROM, 2002c) 

 
Figura 17: Os potenciais sítios de interação do substrato com a enzima são designados P (mostrados em 
vermelho), e os correspondentes locais de ligação à enzima são designados S (subsítio). A ligação 
peptídica (em vermelho) é o ponto de referência. Adaptado da referência (HEDSTROM, 2002c) 

 

 

Para as posições P1’ e P2’, a protease do WNV mostra uma preferência por GLY 

(P1’)-GLY(P2’) (SHIRYAEV et al., 2007), ao passo que no caso do DENV, há preferência 

pela SER  na posição P1’, como também mostra uma fraca preferência para os resíduos ácidos 

na posição P2’ (LI et al., 2005). No caso da DENV, a posição P3’ do substrato mostra uma 
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forte preferência para SER (LI et al., 2005). A DENV também exibe preferência para GLY na 

posição P4’ do substrato.(LI et al., 2005)  

Com relação ao estudo da preferência da clivagem da ligação peptídica do substrato, 

estudos mostram que a NS2B-NS3pro do vírus da dengue apresenta uma preferência para 

clivar ligações peptídicas com uma sequência de aminoácidos característica. (SHIRYAEV et 

al., 2007)Representando a sequência de um substrato peptídico por -P4-P3-P2-P1-P1’-P2’-

P3’-P4’-, na qual a ligação peptídica clivada ocorre entre P1 e P1’, a díade (LYS/ARG)-ARG 

é comumente encontrada nas posições P2 e P1 em várias sequencias na poliproteína 

precursora. Em estudos com modelos de substrato de oito aminoácidos de comprimento, a 

sequência que apresentou maior eficiência catalítica foi GKKRR↓PVR (a seta para baixo 

indica a região da quebra da ligação entre os resíduos).(SHIRYAEV et al., 2011) 

 

 
Figura 18: Detalhe das interações entre NS2B-NS3 protease da DEN-3 e a aprotinina (inibidor). Diagrama 
dos resíduos da aprotinina (mostrado como stick amarelo) na superfície da protease NS2B-NS3 da DEN-3 
(cinzento). As possíveis ligações de hidrogênio estão indicadas por linhas tracejadas. Outros resíduos que 
revestem os bolsões são mostrados com stick verdes, com a tríade catalítica com stick azuis. Imagem em 
estéreo, adaptada da referência (NOBLE et al., 2012) 

 

 

Em ambas as estruturas da protease da DENV-3 com Bz-nKRR-H ou com aprotinina 

(Figura 18), a cavidade oxiânion é formada pelos resíduos G133, T134, e S135. A cavidade 

oxiânion é uma região para acomodar o intermediário tetraédrico carregado negativamente, e 
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que é formada durante a reação do substrato com a protease. No caso da protease da DENV-3 

com a Bz-nKRR-H, a região da cavidade oxiânion foi ocupada por uma molécula de água e 

um sulfato. Quando a ligação peptídica GLY133 é invertida, leva a estrutura da cavidade 

oxiânion “fechada” (uma conformação inativa). Foi proposto anteriormente que o fechamento 

da cavidade oxiânion é devido à ausência de um resíduo na posição P1. (NOBLE; SHI, 2012) 

Entretanto, no caso da Figura 19(a) vemos uma conformação ativa da cavidade oxiânion, 

mesmo sem a presença do resíduo P1 do Bz-nKRR-H. Este resultado indica que um resíduo 

em P1’ não é necessário para esta conformação ativa.(NOBLE et al., 2012) 

Na estrutura da protease (DENV-3) com aprotinina, existem fortes interações do tipo 

de ligação de hidrogênio entre os resíduos da tríade catalítica (HIS51, ASP75, e SER135); 

todas as ligações de hidrogênio estão dentro de uma distância de 2,7 Å (Figura 19a). O grupo 

carboxílico do resíduo LYS (P1) na aprotinina está posicionado na cavidade oxiânion (Figura 

19b), indicando que a cavidade oxiânion está na conformação ativa. Uma conformação 

semelhante foi observada num complexo protease-aprotinina para o WNV.(ALESHIN et al., 

2007) Estes resultados indicam fortemente que as estruturas representam conformações 

cataliticamente competentes.(NOBLE et al., 2012) 

 

 
Figura 19: Ilustração detalhada da estrutura da região catalítica para a protease (NS2B-NS3) da DENV-3 
na presença de inibidores, (a) Bz-nKRR-H e (b) aprotinina. (a) representação em stick para a cavidade 
oxiânion (verde), para a tríade catalítica (H51, D75, e S135) (azul) e do inibidor Bz-nKRR-H (rosa). Apenas 
resíduos na posição P1 e P2 são mostrados por motivos de clareza. A água e o sulfato são mostrados como 
uma esfera e stick (vermelho), respectivamente. As possíveis ligações de hidrogênio (até 3,2 Å) são 
indicadas pelas linhas tracejadas. (b) A representação para a tríade e para a cavidade oxianion é a mesma 
do (a). Os resíduos P1 a P2 da aprotinina são mostrados como stick de cor amarela, e o grupo carbonilo do 
resíduo P1 ocupa a cavidade oxiânion. Adapatada da referência (NOBLE et al., 2012) 

 

Inibidores de NS2B/NS3pro contêm uma sequência de peptídeos altamente 

carregados, com elemento dibásico P1-P2 acoplado a uma variedade de grupos eletrofílicos 

(aldeídos, trifluorometil cetonas, e ácidos borônicos).(ERBEL et al., 2006; YIN et al., 2006a, 

2006b) Inibidores não peptídicos como α-acetamidas,(STEUER et al., 2011), derivados à base 

de ftalazina,(BODENREIDER et al., 2009) acil-ciano-acrilamidas,(NITSCHE; STEUER; 
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KLEIN, 2011) peptídeos híbridos,(NITSCHE et al., 2012) derivados de benzo [d] isotiazol-3 

(2H)-ona(TIEW et al., 2012), e outros tem sido relatados.(PARKINSON; PRYDE, 2010) 

(ARAVAPALLI et al., 2012) 

Muito se tem discutido sobre as proteases de serina. Entretanto, existem algumas 

proteínas dessa classe para as quais temos poucas informações, mesmo sendo importantes 

devido ao impacto na saúde de milhões de pessoas, como é o caso da protease NS2B-NS3 do 

vírus da Dengue. 

Logo, além das questões dinâmicas relacionadas a esse sistema, há muitos desafios a 

respeito da protease NS2B-NS3 do vírus da Dengue, a começar pela necessidade de um 

modelo estrutural ativo, e a elucidação do mecanismo da reação de quebra da ligação 

peptídica do substrato durante replicação viral. 

Este trabalho pretende contribuir para cobrir esse espaço, estudando a protease do 

NS2B-NS3 do vírus da Dengue por métodos de química teórica e computacional. 
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2. OBJETIVO 

2.1 Objetivos Gerais 

O objetivo deste trabalho é o estudo teórico do mecanismo reacional da replicação 

viral da NS2B-NS3, elucidando cada etapa da reação para a quebra da ligação peptídica do 

substrato. Com a elucidação do mecanismo será possível usar a estrutura do estado de 

transição como molde na varredura de potenciais inibidores em um banco de substâncias.  

2.1.1 Objetivos Específicos 

Para o estudo reacional é necessário um preparo que inclui a construção de um modelo 

para estrutura da NS2B-NS3 protease na forma ativa, e o estudo do comportamento dos 

sistemas através de dinâmica molecular da NS2B-NS3 na estrutura inativa (fechada), do 

modelo para estrutura ativa, e o modelo na presença de inibidor ou substrato, a fim de 

conhecer as peculiaridades de cada sistema e validar o modelo estrutural ativo da NS2B-NS3 

protease do vírus da Dengue. As etapas estão divididas deste modo: 

 

1. Dinâmica Molecular: DENV2a (2FOM) – estrutura inativa da NS2B-NS3 (aberta) 

2. Criação do modelo estrutural: DENV2f (molde) – estrutura ativa da NS2B-NS3 

(fechada) 

3. Dinâmica Molecular: DENV2f  

4. Dinâmica Molecular: DENV2f com inibidor (BZO-NLE-LYS-ARG-ARG-H). 

5. Dinâmica Molecular: DENV2f com substrato (ALA-GLY-ARG-LYS-SER-ILE) e 

(CH3OC-VAL-PRO-ARG-ARG-NHCH3). 

6. Validação do modelo estrutural DENV2f para estudo reacional. 

7. Estudo reacional da NS2B-NS3 protease ativa (DENV2f) na quebra da ligação 

peptídica do substrato (NHCH3–ARG–ARG–PRO–VAL-CH3OC). 

8. Busca por novos inibidores para a replicação viral da NS2B-NS3 protease do 

vírus da Dengue 

 

A metodologia usada para alcançar esses objetivos será apresentada a seguir.  
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3. METODOLOGIA 

Essencial para o sucesso de qualquer abordagem computacional no estudo de sistemas 

químicos é a qualidade do modelo matemático utilizado para calcular a energia do sistema 

como uma função da sua estrutura. Para sistemas químicos menores estudados na fase gás, 

abordagens da mecânica quântica (QM) são apropriados. Estes métodos, no entanto, são 

tipicamente limitados a sistemas de aproximadamente centenas de átomos ou 

menos.(JENSEN, 2007; YOUNG, 2004) Abordagens para o tratamento sistemas grandes têm 

sido desenvolvidas (LEACH, 2001). Sistemas de interesse em áreas como a bioquímica ou 

biofísica tipicamente envolvem macromoléculas que contêm 1000-5000 (KOLLMAN, 1987) 

ou mais átomos, além do seu ambiente de fase condensada. Isto pode levar a sistemas que 

chegam a conter dezenas de milhares de átomos. Além disso, a natureza dinâmica inerente 

desses sistemas e do ambiente químico exige a amostragem de um grande número de 

conformações, que podem ser geradas através de diferentes métodos de amostragem, 

envolvendo cálculos de energia para cada conformação. Assim, há necessidade de uma função 

de energia que permita a realização de um grande número de cálculos de energia em sistemas 

que contêm na ordem de >105 átomos.  

Funções de energia empíricas podem atender a tais demandas exigidas para estudos 

computacionais de sistemas bioquímicos e biofísicos. As equações matemáticas em funções 

de energia empíricos incluem termos relativamente simples para descrever as interações 

físicas que determinam a estrutura e propriedades dinâmicas de moléculas biológicas. Além 

disso, os campos de forças empíricos, em que a energia eletrônica é descrita como uma 

função paramétrica das coordenadas nucleares, e ajustam os parâmetros para dados 

experimentais ou dados computacionais de nível mais elevado, (JENSEN, 2007) usam um 

modelo atomístico no qual os átomos são as menores partículas do sistema, em vez de os 

elétrons e núcleos usados na mecânica quântica. Estas duas simplificações permitem a 

velocidade computacional necessária para executar o grande número de cálculos de energia 

em biomoléculas nos seus ambientes exigido e, mais importante, através da utilização de 

parâmetros devidamente otimizados nos modelos matemáticos, a precisão necessária pode ser 

alcançada (MACKERELL, 2004). O uso de funções de energia empíricas foi inicialmente 

aplicado a pequenas moléculas orgânicas (ALLINGER, 1977; LII; ALLINGER, 1989) e, nas 

últimas décadas, para os sistemas biológicos (CORNELL et al., 1995; WEINER et al., 1984). 
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3.1  SUPERFÍCIE DE ENERGIA POTENCIAL 

Uma superfície de energia potencial (PES, do inglês Potential Energy Surface)  

descreve a energia potencial do sistema, especialmente um conjunto de átomos, em função de 

determinados parâmetros, normalmente, as posições dos átomos. Se existe um conjunto de 

átomos, a PES é uma superfície definida pela energia potencial de todos os arranjos atômicos 

possíveis desse conjunto de átomos. Assim, a PES tem dimensões de 3N – 6, onde N é o 

número de átomos. A energia potencial do sistema será uma função das posições dos N 

átomos interagentes. Essa energia potencial pode ser descrita tanto por métodos clássicos, 

quanto por métodos quânticos de química teórica.  

A PES é uma ferramenta conceitual para auxiliar a análise da geometria molecular e 

dinâmica de reação química. Os pontos estacionários têm significado físico, podem ser 

mínimos de energia que corresponde a espécie fisicamente estável, como também os pontos 

de sela que correspondem estados de transição.  

3.2  CAMPOS DE FORÇAS 

 Quando se tem o interesse de estudar estrutura e interação em sistemas moleculares 

muito grandes, compreendendo centenas ou mesmo milhares de átomos, as técnicas de 

modelagem molecular mais sofisticadas exigem também, maior recurso computacional. 

Portanto, cálculos de mecânica molecular (campo de força), podem ser de grande utilidade na 

descrição desses sistemas. Neste tipo de modelagem, o aspecto estrutural é mais relevante e 

não se tem informação sobre as propriedades eletrônicas e/ou espectroscópicas, pois baseia-se 

num modelo matemático, onde o sistema molecular é descrito por um conjunto de esferas (o 

que corresponde aos átomos) que são mantidas juntas por meio de “molas” (correspondentes 

as ligações e ângulos), assim como interações de carga e van der Waals para as interações 

intermoleculares. 

Deste modo, modelos atômicos de campos de forças são baseados em potenciais 

empíricos com uma forma funcional específica, representando as propriedades físicas e 

químicas dos sistemas de interesse. Parâmetros ajustáveis são escolhidos de tal modo que o 

potencial empírico represente um bom ajuste para as regiões relevantes da superfície de 

energia potencial, ou podem basear-se em dados experimentais. Um campo de forças típico, 

utilizado nas simulações de biossistemas, tem a forma mostrada na equação 1.  
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𝑈(𝑟1, … , 𝑟𝑁) = ∑
𝑎𝑖

2
(𝑙𝑖 − 𝑙𝑖0)2

𝑙𝑖𝑔𝑎çã𝑜

+ ∑
𝑏𝑖

2
(𝜃𝑖 − 𝜃𝑖0)2

â𝑛𝑔𝑢𝑙𝑜

+ ∑
𝑐𝑖

2
𝑡𝑜𝑟çã𝑜

[1 + (𝑛𝜔𝑖 − 𝛾𝑖)]

+ ∑ 4𝜀𝑖𝑗 [(
𝜎𝑖𝑗

𝑟𝑖𝑗
)

12

− (
𝜎𝑖𝑗

𝑟𝑖𝑗
)

6

]

𝑝𝑎𝑟𝑒𝑠 á𝑡𝑜𝑚𝑜𝑠

+ ∑ 𝑘
𝑞𝑖𝑞𝑗

𝑟𝑖𝑗
𝑝𝑎𝑟𝑒𝑠 á𝑡𝑜𝑚𝑜𝑠

 

[1] 

 

Os três primeiros termos da soma estão relacionados a todas as ligações, ângulos e 

ângulos de torção definidas pela estrutura covalente do sistema, enquanto que os dois últimos 

termos somam os pares de átomos (ou locais ocupados por ponto de carga qi), separados por 

distâncias rij = | ri-rj | e não ligados quimicamente. 

Fisicamente, os dois primeiros termos descrevem energias de deformações do 

comprimento de ligação li e ângulos θi em relação aos seus respectivos valores de equilíbrio 

li0 e θi0. A forma harmônica desses termos (com constantes de força ai e bi) garante a estrutura 

química correta, mas impede que aconteçam alterações químicas na modelagem, do tipo 

quebra e formação de ligações. O terceiro termo descreve rotações em torno da ligação 

química, que são caracterizadas por termos energéticos periódicos (com periodicidade 

determinada por n e alturas de barreiras de rotação definidos pelas ci). O quarto termo 

descreve forças interatômicas repulsivas e atrativas de van der Waals (dispersão) na forma do 

potencial de Lennard-Jones 12-6. Finalmente, o último termo é o potencial eletrostático de 

Coulomb.  

O potencial deve ter uma forma simples e funcional para facilitar a avaliação das 

forças. Idealmente, os potenciais empíricos também devem ser transferíveis e aplicáveis a 

muitos sistemas e em diferentes condições. A abordagem padrão combina dados 

experimentais e os resultados de cálculos ab initio em sistemas modelo que podem ser 

utilizados como blocos de construção para uma macromolécula. Por exemplo, parâmetros 

estruturais, tais como o comprimento de ligação de equilíbrio pode ser feita a partir de estudos 

de cristalografia e a estimativa inicial das cargas parciais atômicas pode basear-se em 

densidades eletrônicas de cálculos ab initio. Os campos de força disponíveis, como o 

AMBER (Cornell et al., 1995), CHARMM (Brooks et al., 1983) ou GROMOS (van 

Gunsteren et al., 1996), têm-se revelado suficientemente precisos em termos de propriedades 

cinéticas e termodinâmicas obtidas por meio de simulações de dinâmica molecular para 

proteínas ou ácidos nucleicos. 
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3.3  DINÂMICA MOLECULAR 

A simulação de dinâmica molecular é uma ferramenta importante para a compreensão 

da base física da estrutura e função de macromoléculas biológicas. A visão inicial de 

proteínas como estruturas relativamente rígidas tem sido substituída por um modelo dinâmico 

em que os movimentos internos e mudanças conformacionais resultantes desempenham um 

papel essencial na sua função.(KARPLUS; KURIYAN, 2005; KARPLUS; MCCAMMON, 

2002) 

Simulações dinâmicas monitoram processos dependentes do tempo em sistemas 

moleculares, bem como suas propriedades estruturais, dinâmicas e termodinâmicas, através da 

resolução numérica de uma equação de movimento, que é a formulação das regras que 

governam o movimento executado pela molécula. Ou seja, a amostragem através de dinâmica 

molecular (MD) fornece informações sobre a dependência do tempo e magnitude das 

flutuações em ambas as posições e velocidades (JENSEN, 2007; LEACH, 2001) 

Simulações por dinâmica molecular de macromoléculas biológicas têm fornecido 

muitas informações sobre os movimentos internos desses sistemas, desde a primeira proteína 

estudada a mais de 25 anos atrás.(MCCAMMON; GELIN; KARPLUS, 1977) Com os 

avanços contínuos na metodologia e a velocidade dos computadores, que ainda está dobrando 

a cada 18 meses ou menos, os estudos de dinâmica molecular estão sendo estendidos para 

sistemas maiores, com maiores mudanças conformacionais e as escalas de tempo cada vez 

mais longas. Isso torna possível a investigação de movimentos que têm particulares 

implicações funcionais e a obtenção de informações que não são acessíveis a partir de 

experimento. Os resultados disponíveis hoje deixam claro que as aplicações de dinâmica 

molecular irão desempenhar um papel ainda mais importante para a nossa compreensão da 

biologia no futuro. (FRENKEL; SMIT, 2001) 

3.3.1  Formulação 

Nas simulações de dinâmica molecular a evolução temporal de um conjunto de 

partículas que interagem é acompanhada através da solução das equações do movimento de 

Newton, equação  2, onde 𝑟𝑖(𝑡) = (𝑥𝑖(𝑡), 𝑦𝑖(𝑡), 𝑧𝑖(𝑡)) é o vetor posição da partícula i e 𝐹𝑖 é a 

força que age sobre a partícula i no tempo t e, 𝑚𝑖 é a massa da partícula. 

 

𝐹𝑖 = 𝑚𝑖

𝑑2𝑟𝑖(𝑡)

𝑑𝑡2
 [2] 
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"Partículas" geralmente correspondem a átomos, embora possam representar quaisquer 

entidades distintas (por exemplo, grupos químicos específicos ou cargas pontuais) que podem 

ser convenientemente descritos em termos de uma determinada lei de interação(JENSEN, 

2007; LEACH, 2001). Para integrar as equações diferenciais das forças instantâneas que 

atuam sobre as partículas, as suas posições iniciais e velocidades precisam ser especificadas, 

pois a equação de movimento de Newton é de segunda ordem em relação a r (posição). 

Devido à natureza de muitos corpos do problema as equações de movimento são discretizadas 

e resolvidas numericamente(JENSEN, 2007; LEACH, 2001). As trajetórias da dinâmica 

molecular são definidas por ambos vetores das posições e das velocidades, e assim descrevem 

a evolução temporal do sistema no espaço de fase. Deste modo, as posições e velocidades são 

propagadas com um intervalo de tempo finito utilizando integradores numéricos, por 

exemplo, o algoritmo de Verlet (VERLET, 1967). A posição instantânea de cada partícula no 

espaço é definida por 𝑟𝑖(𝑡), enquanto que as velocidades instantâneas 𝑣𝑖(𝑡) determinam a 

energia cinética e a temperatura do sistema em um determinado momento. Como as partículas 

se movem, suas trajetórias podem ser exibidas e analisadas, proporcionando propriedades 

médias. Os eventos dinâmicos que podem influenciar as propriedades funcionais do sistema 

podem ser diretamente relacionados ao nível atômico, tornando dinâmica molecular 

especialmente valiosa em biologia molecular.(FIELD, 2007) 

 

3.3.1.1 Integração numérica das equações de movimento 

O objetivo da integração numérica das equações do movimento de Newton é encontrar 

uma expressão que defina as posições 𝑟𝑖(𝑡 + Δ𝑡)   no momento 𝑡 +  Δ𝑡   em termos das 

posições já conhecidas no tempo 𝑡. As coordenadas e velocidades moleculares no tempo 𝑡 +

 Δ𝑡 são obtidos a partir das coordenadas moleculares em um momento anterior t. A posição no 

tempo 𝑡 +  Δ𝑡 pode ser representada como uma expansão de Taylor para as posições 𝑟𝑖(𝑡), 

que está escrita na equação [3]: 

 

𝑟𝑖(𝑡 + Δ𝑡) ≅ 2𝑟𝑖(𝑡) − 𝑟𝑖(𝑡 − Δ𝑡) +
𝐹𝑖(𝑡)

𝑚𝑖
Δ𝑡2 [3] 

 

Na equação [3] pode se incluir termos até quarta ordem em Δ𝑡.  

As trajetórias exatas correspondem ao limite de um passo de integração ( Δ𝑡 ) 

infinitamente pequeno. É, no entanto, desejável utilizar passos de tempo maiores para 

amostrar trajetórias mais longas. Na prática Δ𝑡 é determinado por rápidos movimentos no 
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sistema. Ligações envolvendo átomos leves (por exemplo, a ligação O-H) vibram com 

períodos de alguns femtosegundos, implicando que Δ𝑡  deve estar numa escala de sub-

femtosegundos para garantir a estabilidade da integração. Embora as vibrações mais rápidas e 

não cruciais podem ser eliminadas mediante a imposição de restrições sobre o comprimento 

de ligação no algoritmo de integração, um passo de tempo de mais que 2,0 fs raramente pode 

ser conseguida em simulações de biomoléculas.(FIELD, 2007) 

 

3.3.1.2 Cálculos das Forças e das Interações de Longo Alcance 

A atualização passo a passo das posições e velocidades no processo de integração 

numérica requer que as forças que atuam sobre os átomos (que mudam suas posições relativas 

a cada período de tempo) sejam recalculadas a cada passo. Campos de força de biomoléculas 

incluem interações de longo alcance eletroestáticas e de dispersão. Assim, um somatório de 

ordem N2 precisa ser realizado em uma implementação simples para abranger todos os pares 

não ligados. Portanto, o cálculo repetido das forças define a complexidade geral do algoritmo 

de MD pois,  com o aumento no tamanho do sistema, e pela inclusão de moléculas de água 

explícita, o cálculo de todas as interações possíveis, levaria mais de 90% do tempo 

computacional(LEACH, 2001), muitas técnicas têm sido desenvolvidas para lidar com o 

problema das forças de longo alcance.  

Uma solução aquosa é o ambiente típico para macromolécula biológica que deve ser 

considerada numa simulação realista, de preferência usando uma representação atomística do 

solvente. Devido à memória computacional limitada e, também, para acelerar os cálculos, 

apenas uma amostra finita do sistema estendido (infinito) pode ser representada de forma 

explícita em um modelo no computador. O tratamento das forças de longo alcance está 

relacionado com a escolha das condições de fronteira impostas a um sistema para lidar com os 

efeitos de tamanho finito e superfície. Duas abordagens comuns são baseadas em condições 

periódicas e o método de Ewald ou em condições de contorno esféricas e no método de 

campo de reação. Algoritmos recentes, por exemplo, o método chamado de particle meshed 

Ewald, permitem o cálculo eficiente das interações de longo alcance, sem recorrer à 

aproximação de corte abrupto, em que as contribuições de partículas separadas por uma 

distância maior do que certo limite são negligenciadas.(FRENKEL; SMIT, 2001) 
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3.3.1.3 Breve introdução sobre condições periódicas de contorno  

Num sistema realístico teríamos que atingir o limite termodinâmico de 1023 moléculas. 

Entretanto, isso não ainda não é viável, e o número N de moléculas que constituem o sistema 

não pode ser maior que algumas centenas. Porém esse problema é contornado, usando-se as 

condições de contorno periódicas (Figura 20), em que se define uma célula de referência com 

N moléculas e, esta célula, cujas paredes são fictícias, é então envolvida por um número 

infinito de réplicas nas três dimensões. Nessas condições de contorno, caso uma molécula, 

sob o efeito das forças que atuam sobre os átomos, escape da célula de referência, a saída será 

compensada pelo movimento de outra molécula proveniente da célula imagem oposta. 

Utilizando esse método, as moléculas do sistema (célula principal) sentem um ambiente 

equivalente ao de dentro do volume e não mais da superfície. Assim o número de partículas 

dentro da caixa central se mantem constante. Algo que pode parecer estranho é a interação da 

molécula com ela mesma em outra célula, entretanto, isso não acontece se for introduzido um 

“raio de corte” menor que o comprimento da célula, garantindo a não repetição das interações. 

Importante dizer que só a coordenada e parâmetros dos átomos da célula principal são 

considerados na configuração do sistema.(FRENKEL; SMIT, 2001)  

 

 

Figura 20: Condições de contorno periódicas. Quando uma partícula se move para fora da caixa (célula) 

de simulação, uma partícula se move na imagem para substituí-lo. Ao calcular as interações das partículas 

dentro do raio de corte, os vizinhos reais e imagem estão incluídos. 

 

3.4 MECÂNICA ESTATÍSTICA 

De acordo com a mecânica estatística, quantidades físicas são representadas por 

médias sobre os estados microscópicos (configurações) do sistema, distribuídos de acordo 

com um determinado conjunto estatístico(JENSEN, 2007; LEACH, 2001). Um exemplo 

importante é o ensemble micro canônico, em que apenas os diferentes estados que 

correspondem a uma energia E específica tem probabilidade não nula de ocorrência. Outro 
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exemplo é o ensemble canônico, em que a temperatura T é constante, enquanto que a energia 

pode ser trocada com o ambiente (banho térmico) e a distribuição de estados é dado pela 

função de Boltzmann. 

A Dinâmica newtoniana implica na conservação da energia(LEACH, 2001), e 

trajetórias de MD fornecem um conjunto de configurações distribuídas de acordo com o 

ensemble micro canônico. Generalizações de MD podem ser usadas para provar outros 

ensembles estatísticos. Por exemplo, através da introdução de um acoplamento com o banho 

térmico, podemos obter um conjunto de trajetórias que representam o ensemble canônico. 

Verificou-se que a energia não é estritamente conservada(JENSEN, 2007), mesmo na 

simulação micro canônica, por causa dos erros que se acumulam na integração numérica 

(estimar a variação de energia é um bom teste para a qualidade das simulações de DM). 

Entretanto, o reescalonamento das velocidades pode ser usado para ajustar a energia.  

Observada sob o ponto de vista da mecânica estatística, MD é apenas um método de 

amostragem conformacional que produz propriedades estruturais e termodinâmicas médias. A 

hipótese da ergodicidade garante que todos os microestados acessíveis são igualmente 

prováveis, ao longo de um período de tempo prolongado. Ou seja, a média de uma 

propriedade sobre o tempo é igual a média sobre o conjunto (ensemble)(JENSEN, 2007). Na 

prática, uma dada propriedade termodinâmica será obtida computando-se médias sobre as M 

configurações do sistema definidas pelas trajetórias de dinâmica molecular, 

independentemente do tipo de ensemble utilizada: 

 

〈𝐴〉 =
1

𝑀
∑ 𝐴𝑡(𝑟𝑁, 𝑝𝑁)

𝑀

𝑡=1

 [4] 

 

Portanto, uma quantidade física pode ser medida por meio de simulação MD, tendo 

uma média aritmética de valores instantâneos ao longo das trajetórias. No limite de tempo de 

simulação infinito tais médias convergem para o valor real das propriedades termodinâmicas: 

 

〈𝐴〉 = lim
𝑀→∞

1

𝑀
∑ 𝐴𝑡(𝑟𝑁, 𝑝𝑁)

𝑀

𝑡=1

 [5] 
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3.5 HOMOLOGIA 

O objetivo da modelagem comparativa estrutural de proteínas ou homologia(JOHN; 

SALI, 2003; SALI; BLUNDELL, 1993) é de construir um modelo tridimensional (3D) de 

uma proteína de estrutura desconhecida (o alvo), com base em uma ou mais proteínas 

relacionadas de estrutura conhecida (os moldes). As condições necessárias para a obtenção de 

um modelo útil são que a semelhança entre a sequência do alvo e das estruturas de modelo 

seja grande o suficiente, e que o alinhamento correto entre elas possa ser construído (JOHN; 

SALI, 2003). Esta abordagem para estruturar a predição é possível porque uma pequena 

alteração na sequência de proteína resulta normalmente numa pequena mudança na sua 

estrutura 3D(SALI; BLUNDELL, 1993). Modelagem comparativa da estrutura de proteínas 

continua a ser o método de previsão mais preciso(ERAMIAN et al., 2008; JOHN; SALI, 

2003).  

Todos os métodos atuais de modelagem comparativa consistem em quatro passos 

sequenciais. O primeiro passo é identificar as proteínas com estruturas 3D conhecidas que 

estão relacionados com a sequência alvo. A segunda etapa é alinhá-los com a sequência alvo e 

escolher aquelas estruturas conhecidas que serão usados como modelos. O terceiro passo é 

construir o modelo para a sequência alvo dado o seu alinhamento com as estruturas de 

modelo. No quarto passo, o modelo é avaliado utilizando uma variedade de critérios. Se 

necessário, a seleção do modelo, alinhamento, e modelo de construção são repetidas até que 

um modelo satisfatório seja obtido. A principal diferença entre os métodos de modelagem 

comparativa está na forma como o modelo 3D é calculado a partir de um determinado 

alinhamento (terceira etapa). Para cada uma das etapas do processo de modelagem, existem 

programas e servidores disponíveis, por exemplo, Modeller (JOHN; SALI, 2003), Swiss-

model (ARNOLD et al., 2006) e JACKAL(PETREY et al., 2003). 

3.6 ENERGIA LIVRE 

 

A energia livre é frequentemente considerada uma das quantidades termodinâmicas 

mais importantes, usualmente expressa como uma função de Helmholtz, A, ou pela função de 

Gibbs, G. A energia livre de Helmholtz é apropriadamente usada para sistemas que o número 

de partículas, volume e temperatura são constantes (NVT), enquanto que a função de Gibbs é 

adequadamente usada quando o sistema apresenta número de partículas, pressão e 

temperatura constantes (NPT). A maioria dos experimentos são realizados sob as condições 
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de pressão e temperatura constante, onde a função de Gibbs é função adequada para 

quantificação da energia livre. 

 A função de partição canônica Q de um sistema pode ser calculada por uma integral 

que inclui todo o espaço de fase, isto é, o espaço de configuração e de momento. Se a energia 

potencial, E, é independente do momento, a integral do mesmo é uma constante multiplicativa 

de Q, que pode ser ignorada. Então, Q é obtida por: 

 

𝑄 = ∫ exp[−𝛽𝐸(𝑟)]𝑑𝑟𝑁 [6] 

 

 

Com 𝛽 = 1
𝑘𝐵𝑇⁄ , kB é a constante de Boltzmann, T a temperatura absoluta, e N o número de 

graus de liberdade do sistema. 

 A energia livre de Helmholtz A é relacionada com Q por 𝐴 = − 1
𝛽⁄ ln 𝑄. Se a pressão 

for mantida constante, então a energia livre de Gibbs, G, é obtida. Em fase condensada, que é 

relevante para a maioria das aplicações, os sistemas são dificilmente compressíveis, logo ∆A e 

∆G são numericamente similares. 

Entretanto, existe uma dificuldade para obter a energia livre em sistemas líquidos ou 

macromoléculas flexíveis que apresentam muitas configurações que são separadas por 

pequenas barreiras de energia. Quantidades associadas como entropia e potencial químico são 

também dificilmente calculados. A energia livre não pode ser determinada com acurácia por 

simulações padrão de Monte Carlo e dinâmica molecular, pois essas simulações não fazem 

amostragem adequada das regiões de fase que tem contribuições importantes para a energia 

livre. Uma maneira de contornar esse problema é usando técnicas de amostragem do tipo 

amostragem guarda-chuva (Umbrella Sampling). 

 

3.6.1  Amostragem guarda-chuva (Umbrella Sampling) 

Essa técnica de amostragem modifica a função potencial para que os estados não 

favoráveis sejam amostrados suficientemente. O método pode ser usado com ambos os 

métodos de simulação Monte Carlo e dinâmica molecular.(TORRIE; VALLEAU, 1974, 

1977) A modificação da função potencial pode ser escrita como uma perturbação: 

𝒱′(𝑟𝑁) =  𝒱(𝑟𝑁) +  𝒲(𝑟𝑁) [7] 

 

Onde 𝒲(𝑟𝑁) é uma função peso, que frequentemente tem uma forma quadrática (harmônica): 
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𝒲(𝑟𝑁) = 𝑘𝒲(𝑟𝑁 − 𝑟0
𝑁)2 [8] 

Onde 𝑘𝑤 é a constante de força da função; quanto maior essa constante, maior o valor do 

potencial.  Para configurações que estão distantes do estado de equilíbrio 𝑟0
𝑁 a função terá um 

peso maior, então uma simulação que usa essa função de energia modificada ( 𝒱′(𝑟𝑁)) levará 

a um caminho relevante na direção de configurações longe da distância de equilíbrio, 𝑟0
𝑁. Por 

exemplo, se aplicada a um sistema para garantir uma boa amostragem ao longo de uma 

coordenada de reação (Figura 21). Isso pode ser feito em uma única simulação ou em 

diferentes simulações, chamadas de janelas (Figura 21), em que as distribuições em cada 

janela se sobrepõem.  O potencial de restrição, 𝒲𝑖(𝑟𝑁), da janela i é um termo de energia 

adicional, que só depende da coordenada de reação.  

 

 

Figura 21: Separação da coordenada de reação entre dois estados em janelas distintas (linha entre A e B), 
aqui representados por dois mínimos da superfície de energia potencial. O sistema é principalmente 
amostrado na região perpendicular a coordenada de reação de cada janela. 

 

O resultado dessa distribuição de configuração será não Boltzmann. Entretanto, as 

médias correspondentes a distribuição do tipo Boltzmann podem ser extraídas da distribuição 

não Boltzmann, pelo método desenvolvido por Torrie e Valleau em 1977.(TORRIE; 

VALLEAU, 1977) O resultado é: 

〈𝐴〉 =
〈𝐴(𝑟𝑁) exp [+ 𝑊(𝑟𝑁)

𝑘𝐵𝑇⁄ ]〉𝑊

〈exp [+
𝑊(𝑟𝑁)

𝑘𝐵𝑇⁄ ]〉𝑊

 [9] 

Onde, 𝐴 é a energia livre de Helmholtz, o W subscrito na equação (9) é para indicar que as 

médias são baseadas na probabilidade, 𝑃𝑊(𝑟𝑁), que por sua vez é determinado pela função de 

energia modificada, 𝑉′(𝑟𝑁).(KÄSTNER, 2011)  

 Quando o sistema está sobre restrição por uma função peso (bias), 𝒲𝑖(𝑟𝑁) , a 

distribuição de probabilidade do sistema com restrição (biased), 𝑃𝑖 (𝑟𝑁), para cada janela é 

(KÄSTNER, 2011): 
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𝑃𝑖 (𝑟𝑁) =  𝑒
−𝒲𝑖(𝑟𝑁)

𝑘𝐵𝑇
⁄  

𝑃𝑖
𝑢(𝑟𝑁) 〈𝑒

−𝒲𝑖(𝑟𝑁)
𝑘𝐵𝑇

⁄  〉−1 
[10] 

 

 Onde 𝑃𝑖
𝑢(𝑟𝑁) é a distribuição de probabilidade sem restrição (unbiased), e 𝒲𝑖(𝑟𝑁) é a 

função peso que se refere a restrição (bias)(KÄSTNER, 2011). 

 Assim a energia livre de Helmholtz da janela i sem a restrição (unbiased) dada por:  

 

𝐴𝑖
𝑢(𝑟𝑁) = −

1

𝛽
ln 𝑃𝑖 (𝑟𝑁) − 𝒲𝑖(𝑟𝑁) − 𝐹𝑖 [11] 

Onde 𝐴𝑖
𝑢é o potencial de força média referente a simulação sem a perturbação, assim como 

𝑃𝑖 é a probabilidade dessas configurações com a perturbação (bias), e 𝒲𝑖 é a função peso 

que se refere a perturbação do sistema. E os valores de 𝐹𝑖 correspondem a energia livre 

introduzida devido a introdução da função peso. Apesar de ser independente da variável 𝑟𝑁, o 

𝐹𝑖  depende do perfil global de energia livre (equação 12)(KÄSTNER, 2011): 

𝐹𝑖 =
1

𝛽
∫ exp{−𝛽[𝐴𝑢(𝑟𝑁) + 𝒲𝑖(𝑟𝑁)]} 𝑑𝑟𝑁 [12] 

 

O método é exato, a aproximação é para o tempo finito. Para combinar as janelas, pode-se 

calcular o 𝐹𝑖 , usando o método do histograma ponderado (WHAM).  

As equações do WHAM apresentam duas quantidades não conhecidas, 𝐹𝑖  e 𝑃𝑖
𝑢 . O 

programa WHAM consiste em ajustar as curvas 𝐴𝑖
𝑢 pela equação 11, calculando a média para 

as diferentes janelas, até a convergência ser atingida(HUB; DE GROOT; VAN DER SPOEL, 

2010).  

 

3.7 MÉTODO HÍBRIDO QM/MM 

 

 Os métodos híbridos que combinam cálculos de química quântica com mecânica 

molecular (QM/MM, Figura 22) tem sido usados para modelagem de processos reacionais em 

sistemas biomoleculares (WARSHEL; LEVITT, 1976a; WEINER; SINGH; KOLLMAN, 

1985). Os métodos de química quântica são necessários para os processos de reações 

químicas, transferência de carga e excitação eletrônica. Entretanto, os métodos QM estão 

limitados a sistemas de até algumas centenas de átomos. No entanto, o tamanho e a 

complexidade conformacional de biopolímeros exige métodos capazes de tratar um número 

de átomos na ordem de 106, assim como permitir simulações em escalas de tempo de dezenas 
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de nanosegundos. Isto é possível com alta eficiência pelo método de mecânica molecular 

baseado em campos de força. A abordagem lógica para tratar sistemas biomoleculares é 

combinar as duas técnicas, ou seja, usando o método QM para a região quimicamente ativa 

(por exemplo, substrato e cofator numa reação enzimática), e um tratamento por método de 

mecânica molecular (MM) para tratar a vizinhança (proteína e solvente). Eles permitem a 

modelagem de sistemas biomoleculares reativos com esforço computacional plausível, e 

proporcionando a precisão necessária. 

 

 

Figura 22: Ilustração da divisão do sistema onde será tradado pelo método hibrido QM/MM. A maior 
parte será tratada por mecânica molecular e a menor parte calculada por química quântica. 

 

Assim, a partir dessa perspectiva de modelagem, pode-se considerar o tratamento do 

sistema como descrito resumidamente na Figura 22. Dentro de uma região limitada, faz-se 

uso das ferramentas da mecânica quântica para modelar com precisão um problema de 

estrutura eletrônica, enquanto que no entorno dessa região a representação explícita do resto 

do sistema é importante, mas o nível de modelo aplicado pode ser reduzido em sua 

complexidade, pois essa região é mais externa ao sistema onde ocorre o processo, aplicando a 

essa vizinhança o método MM. O Hamiltoniano completo para o sistema deve ser um híbrido 

que inclua a parte QM e MM, assim como a região de fronteira QM/MM. De maneira 

simples: 

𝐻̂ =  𝐻̂𝑀𝑀 + 𝐻̂𝑄𝑀 +  𝐻̂𝑄𝑀/𝑀𝑀 [13] 

 

 Onde 𝐻̂𝑄𝑀 representa o operador da energia total de as interações entre as partículas 

quânticas, 𝐻̂𝑀𝑀 é o operador da energia total de interação de todas as partículas clássica, e 

𝐻̂𝑄𝑀/𝑀𝑀 representa a energia de todas as interações entre as partículas quânticas e as 

partículas clássicas. 
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Uma das principais diferenças entre os vários métodos QM/MM é o tipo de tratamento 

para a região de fronteira QM/MM, ou seja, na forma como são tratadas as interações (se 

existirem) entre os átomos QM e MM. Um método mais simples de tratar a ligação entre a  

parte QM e MM, envolve uma interação direta da parte QM e o ambiente MM. Em que as 

interações entre as regiões QM e MM são tratadas puramente classicamente, isto é, o sistema 

QM é representado por cargas pontuais (MM) na sua interação com o ambiente MM. Para o 

caso em que não existem ligações covalentes entre as regiões QM e MM, este termo é o 

somatório da contribuição eletrostática e do termo Lenard-Jones. 

A partição do sistema é caracterizada por um Hamiltoniano efetivo, que opera sobre a 

função de onda do sistema, que é dependente das posições dos núcleos QM e MM, para se 

obter a energia efetiva do sistema, 𝐸𝑒𝑓𝑓 (WALKER; CROWLEY; CASE, 2008):   

 

𝐸𝑒𝑓𝑓 =  ⟨Ψ|𝐻̂𝑄𝑀 + 𝐻̂𝑄𝑀/𝑀𝑀|Ψ⟩ + 𝐸𝑀𝑀 [14] 

 

Na implementação QM/MM no sander (WALKER; CROWLEY; CASE, 2008), 

programa do pacote de programas Amber, a 𝐸𝑀𝑀 (energia da parte MM) é calculada 

classicamente a partir das posições atômicas da região MM, utilizando a equação e os 

parâmetros campo de força Amber, enquanto a região QM é avaliada através do método QM 

escolhido(WALKER; CROWLEY; CASE, 2008). 

O termo de interação 𝐻̂𝑄𝑀/𝑀𝑀   é mais complicado. Por padrão, o sander usa um 

esquema de incorporação eletrostática (também referida como esquema aditivo), em que a 

interação das cargas pontuais MM com os elétrons da região QM, bem como, a interação 

entre as cargas pontuais MM e os núcleos da região QM (núcleos atômicos para os métodos 

semiempíricos) é explicitamente calculado. Deste modo, a região MM polariza a densidade de 

eletrônica da região QM. Para o caso onde não existem ligações covalentes entre os átomos da 

região QM e região MM, o Hamiltoniano de interação é a soma de um termo eletrostático e 

um termo Lennard-Jones (VDW).(WALKER; CROWLEY; CASE, 2008) 

Há uma variedade de abordagens para lidar com o problema dos limites da região 

QM/MM nas ligações covalentes.(AMARA et al., 2000; GAO et al., 1998; GARCIA-

VILOCA; GAO, 2004) O mais comum é o uso da metodologia átomo de ligação (link atom) 

(WALKER; CROWLEY; CASE, 2008) para satisfazer a valência da região QM, deste modo, 

a ligação covalente do limite da região QM é saturado por um átomo adicional QM, mais 

comumente um átomo de hidrogênio, colocados ao longo da ligação entre os limites da 
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fronteira QM/MM. Compartilhando a mesma lista de pares para as interações QM/MM como 

átomos reais QM. Os átomos de ligação estão presentes apenas no cálculo QM, e são 

invisíveis para os átomos MM. Em princípio, cada link atom apresenta três graus de liberdade 

adicionais para o sistema. No entanto, na prática, o link atom é colocado numa posição fixa ao 

longo da ligação que separa o átomo QM do MM na ligação covalente, em cada passo da 

simulação, de modo que estes graus de liberdade adicionais são removidos de novo. Em cada 

passo, a força que atua sobre o link atom está distribuída ao longo dos átomos QM e MM da 

ligação.  

 O método QM que foi empregado no estudo será brevemente comentado na próxima 

secção.   

 

3.7.1 MÉTODO SEMI-EMPÍRICO 

 

        Os métodos semi-empíricos são baseados em aproximações das equações de Hartree-

Fock-Roothaan (HFR)(ROOTHAAN, 1951), introduzindo nestas equações funções com 

parâmetros empíricos. Esses parâmetros são ajustados a certos conjuntos de dados 

experimentais para melhorar a qualidade dos resultados. O custo real de cálculo HF deve-se 

ao cálculo das integrais de dois-elétrons que são simplificadas e/ou desprezadas nos métodos 

semi-empíricos. A maioria dos métodos semi-empíricos possui três aproximações básicas. 

 

3.7.1.1 Eliminação dos elétrons internos 

  Elétrons internos ou de caroço não contribuem significativamente para atividade 

química, o que torna possível remover as funções que descrevem estes elétrons da matriz de 

Fock. Normalmente, o caroço inteiro (o núcleo e os elétrons de caroço) de um átomo é 

substituído por uma função parametrizada. Isto reduz a complexidade do cálculo 

drasticamente sem muito impacto na precisão do cálculo. No caso dos métodos semi-

empíricos, em geral, a simplificação é ainda maior, pois simplesmente subtrai-se o número de 

elétrons de caroço da carga nuclear.(THIEL, 2005)  

3.7.1.2 O uso do conjunto de funções de base mínimo 

  Assim como no método HFR, são introduzidas funções de base para descrever os 

elétrons valência, entretanto apenas um número mínimo de funções base é utilizado. Em 

geral, todos os métodos semi-empíricos utilizam funções do tipo Slater (STO – Slater Type 



68 

 

 

 

Orbitals)(SLATER, 1968) em seu conjunto de base mínima, pois as integrais de dois-elétrons 

e dois-centros têm soluções analíticas. Para integrais com mais de dois-centros não soluções 

analíticas, mas os métodos semi-empíricos desprezam estas integrais, e, portanto, não causam 

problemas computacionais. A utilização de funções STO é relevante, pois elas apresentam as 

mesmas condições assintóticas e de cúspide que as funções de onda exatas.(THIEL, 2005)  

3.7.1.3 A redução de integrais de dois elétrons  

 Dada a grande demanda computacional do cálculo de integrais, 𝑀4 , uma das 

principais aproximações dos métodos semi-empíricos está na redução do número de integrais 

de dois elétrons calculadas. A aproximação de maior importância com relação à redução do 

custo computacional, para o cálculo das integrais de dois-elétrons, é conhecida como 

aproximação ZDO (Zero Differential Overlap)(THIEL, 2005) que anula todas as integrais que 

contém produtos de funções de base diferentes no seu integrando. O nível de aplicação da 

aproximação ZDO leva aos três métodos básicos semi-empíricos em ordem crescente de 

sofisticação e demanda computacional: CNDO, INDO e NDDO.(THIEL, 2005) Destas 

aproximações, a CNDO praticamente não é mais utilizada e a INDO está presente em alguns 

poucos métodos semi-empíricos como ZINDO (ou INDO/S-CIS)(ZERNER, 1991) e 

SINDO(NANDA; JUG, 1980). A maioria dos métodos semi-empíricos é baseada nas 

equações e aproximações NDDO e a família de métodos desenvolvida por Dewar e 

colaboradores(DEWAR; THIEL, 1977), a saber, MNDO(DEWAR; THIEL, 1977), 

AM1(DEWAR et al., 1985), PM3(STEWART, 1989), PDDG-PM3(REPASKY; 

CHANDRASEKHAR; JORGENSEN, 2002) e, mais recentemente, RM1(ROCHA et al., 

2006). 

3.7.1.4 Interações intermoleculares  

Sabe-se que os métodos semi-empíricos não descrevem tão bem as interações 

intermoleculares como ligações de hidrogênio. Os modelos mais populares têm sido derivados 

da aproximação MNDO, que não consegue descrever complexos formados por ligações de 

hidrogênio, devido à sua tendência a superestimar a repulsão entre os átomos que estão 

separados por distâncias próximas à soma dos seus raios de van der Waals. Muito tem se feito 

para corrigir a deficiência da aproximação MNDO, por exemplo, AM1, PM3, PDDG-PM3.  

Todos esses propõem uma modificação no termo de repulsão núcleo-núcleo. Nesses casos, 

tem aproximações e equações semelhantes ao método MNDO com relação a integrais de dois 

elétrons, mas usa uma expressão modificada para repulsão caroço-caroço com a inclusão de 
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funções Gaussianas para aprimorar as energias de interação intermoleculares, assim, 

proporcionando uma contribuição extra para estabilizar a distância de equilíbrio dessa 

interação. Essas funções são parametrizadas para reproduzir valores experimentais de calores 

de formação para pequenos complexos formados por ligações de hidrogênio.  

3.7.1.5 Estudo com proteases  

 Em estudo de  Schroder et al. (SCHROEDER; DAGGETT; KOLLMAN, 1991) afim 

de determinar o melhor método semi-empírico (AM1 e PM3) para representam compostos 

modelo pertinentes à catalise da protease de serina pela hidrólise de amidas e ésteres.  Tendo 

como resultado que o PM3 obteve melhores resultados para as geometrias de ligação de 

hidrogênio do que o AM1, obtendo-se geometrias que foram muito semelhantes aos 

encontrados na estrutura cristalina da tripsina.(SCHROEDER; DAGGETT; KOLLMAN, 

1991) O PM3 foi o melhor semi-empírico para sistemas de ligação de hidrogênio, onde é 

claramente importante e onde o processo de interesse está a ocorrer no local ativo da enzima. 

A comparação com um maior nível de cálculo ab initio mostrara que as energias relativas a 

catalise da reação de transferência de prótons estão em uma escala 

comparável.(SCHROEDER; DAGGETT; KOLLMAN, 1991) 

 Além disso, valores de barreiras de energia para transferência de prótons em sistemas 

contendo ligações de hidrogênio, em geral, são sobrestimados por PM3.(MORPURGO; 

BOSSA; MORPURGO, 1998) 

A modificação Pairwise Distance Directed Gaussian (PDDG) fornece uma boa 

descrição da van der Waals atração entre átomos, deste modo, e o modelo PDDG-PM3 mostra 

ser apropriado para cálculos de complexos intermoleculares. PDDG-PM3 produz as energias 

ligação de hidrogênio mais confiáveis para um conjunto de geometrias de dímeros de água e 

melhor energia para dímero de benzeno.(REPASKY; CHANDRASEKHAR; JORGENSEN, 

2002; TUBERT-BROHMAN et al., 2004).Uma combinação desses métodos foi utilizada para 

estudar os sistemas de interesse. No próximo capítulo veremos os métodos sendo aplicados 

aos sistemas. 
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4. PROCEDIMENTO COMPUTACIONAL 

Para simular um sistema de partículas através de dinâmica molecular são necessárias 

algumas etapas, de preparação do sistema, execução dos cálculos, controle e análise dos 

resultados. Nesta seção será apresentada a metodologia utilizada em cada etapa do processo.  

Em resumo: 

▪ Gerar a configuração inicial das moléculas  

▪ Ensemble e controles de simulação  

▪ Análise das configurações (trajetórias) 

 

4.1 ESCOLHA DA ESTRUTURA INICIAL 

A estrutura da proteína NS2B-NS3 protease na sua forma inativa foi obtida através do 

banco de dados de proteínas, Protein Data Bank – PDB. Na busca procuramos a NS2B-NS3 

do vírus da Dengue para o sorotipo tipo 2, sorotipo de grande circulação no Brasil. Na época 

(2010), a estrutura com a melhor resolução (1,50 Å) foi 2FOM (ID, identificador), obtido por 

técnica de difração de Raio-X (Figura 23).(ERBEL et al., 2006)  

 

 

 
Figura 23: Estrutura da 2FOM (DENV2a protease). Em azul a NS3, e em vermelho a NS2B. 
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4.1.1 Complementação de regiões da proteína 

Dependendo da técnica de elucidação de estrutura, nem todas as posições atômicas são 

solucionadas, podendo haver regiões sem definição estrutural, até mesmo por características 

próprias da proteína. Entretanto, é possível utilizar-se programas que comparam estrutura de 

proteínas e, por similaridade, completem as regiões não elucidadas por técnicas 

experimentais. 

A região da protease que precisou ser adicionada compreende os resíduos 183-194 da 

NS2B. Esses resíduos fazem parte de uma região altamente móvel da NS2B e, para 

reconstruir essa região, utilizamos um programa de comparação estrutural. Neste caso, 

utilizamos o programa Swiss-Model (ARNOLD et al., 2006), onde se submete online a 

sequência para a qual se deseja a estrutura, e o PDB ID (2FOM)(ERBEL et al., 2006) da 

sequência na qual se deseja completar regiões não solucionadas. O programa, por um método 

de comparação (similaridade), completa as regiões e fornece um novo arquivo de coordenadas 

(Figura 24). 

 

Figura 24: Estrutura da 2FOM (DENV2a) com acréscimo dos resíduos 183-194. Em azul a NS3 (1-150), 
em vermelho a NS2B (151-204), e em verde os resíduos adicionados à estrutura (183-194). 
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4.1.2 Estado de Protonação de Resíduos Ionizáveis 

Para verificar os estados de protonação dos resíduos ionizáveis da proteína usamos o 

programa MolProbity. (CHEN et al., 2010) 

Ao entrar com o ID:PDB da proteína no servidor do MolProbity 

(http://molprobity.biochem.duke.edu), o programa oferece uma opção de adicionar 

hidrogênios, que é feito a partir do cálculo de pKa dos resíduos. Depois verificamos o estado 

de protonação das histidinas, aspartato e glutamatos calculadas pelo programa, foi possível 

verificar quais mudanças seriam necessárias no arquivo PDB original. A única alteração que 

efetuamos foi a mudança da histidina do sitio ativo, que apresentou uma protonação delta; as 

demais histidinas têm sua protonação épsilon. No PDB mudamos a chamada HIS do sitio 

ativo para HID, para posteriormente os hidrogênios serem adicionados corretamente por um 

outro programa. Assim, não salvamos as coordenadas dos hidrogênios fornecida pelo 

MolProbity, essa etapa foi realizada pelo utilitário LEaP do AmberTools11 (CASE et al., 

2010a), que adiciona os hidrogênios a partir de moldes, ou seja, ao ler no PDB o molde HID, 

automaticamente a histidina é protonada na posição delta, o padrão é a protonação na posição 

épsilon 

4.1.3 Arquivos de entrada 

A etapa seguinte é adicionar os átomos de hidrogênios dos resíduos, moléculas do 

solvente e contra íons. Se o sistema a ser simulado for um sistema isotrópico homogêneo 

(fluido), o procedimento mais usual é a criação de uma “caixa de simulação” ortorrômbica 

onde se encerram as N moléculas do sistema.  

Para começar os cálculos no programa pmemd do pacote de programas Amber (CASE 

et al., 2010a) é necessário que se tenha as coordenadas da estrutura, assim como um arquivo 

com os dados de parâmetros do campo de força utilizado, e outro arquivo contendo os 

comandos de controle da simulação. 

O programa utilizado para gerar a estrutura inicial e o arquivo com os parâmetros foi o 

utilitário LEaP, parte do pacote AmberTools (CASE et al., 2010a). Ao final se tem o arquivo 

de coordenadas que inclui a proteína, íons e solvente (H2O) e, o arquivo de parâmetros.  

O campo de força usado para a proteína foi o Amber ff99SB, (HORNAK et al., 2006) 

e o modelo para as moléculas de H2O o TIP3P.(JORGENSEN et al., 1983) Em todos os 

casos, os tamanhos das caixas de simulação foram tais que a distância entre qualquer átomo 

da proteína e qualquer parede da caixa seja de, no mínimo, 10 Å. Condições periódicas de 

contorno foram utilizadas para simular o sistema.  
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4.2 CRIAÇÃO DO MODELO ATIVO DA NS2B-NS3 (DENV2f) 

Como no início desses trabalhos ainda não havia sido determinada a estrutura 

cristalina para a forma ativa da NS2B-NS3 protease, criamos um modelo para a estrutura 

ativa a partir de um molde da mesma proteína de outro vírus, o Vírus do Nilo Ocidental, 

(WNV, PDB ID:2FP7(ERBEL et al., 2006)). O modelo foi criado utilizando o programa 

Swiss-Model (ARNOLD et al., 2006), em que se forneceu a sequência FASTA*(LIPMAN; 

PEARSON, 1985) do vírus da Dengue (2FOM), e o molde da estrutura da protease do vírus 

do Nilo Ocidental (2FP7).  

O objetivo de modelar a estrutura de proteínas por comparação ou homologia é a 

construção de um modelo tridimensional (3D) para proteínas de estrutura desconhecida (o 

alvo) com base na similaridade de sequência de proteínas de estrutura conhecida (o molde) 

(MARTÍ-RENOM et al., 2000). Usualmente, uma maior similaridade de sequência entre o 

alvo e o molde produz um modelo melhor. Portanto, a maior precisão estrutural do modelo 

depende de quão próximos seja a sequência de identidade entre o alvo e molde, estudos 

indicam que uma sequência de identidade > 30% gera modelo estrutural de alta similaridade 

entre as estruturas alvo e molde (BORDOLI et al., 2009; MARTÍ-RENOM et al., 2000).  

A alta sequência de identidade entre WNV e DENV, sendo de 57% para o domínio 

NS3 e 40% para o domínio NS2B (WICHAPONG et al., 2010a), indica uma alta similaridade 

entre estas duas estruturas, ou seja, um modelo estrutural confiável para o estudo.  

 

 

                                                 
* O formato FASTA, em bioinformática, é um formato baseado em texto para identificar, através de códigos de 

uma única letra, sequencias de nucleotídeos ou sequencias de aminoácidos. 
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Figura 25: Modelo para a estrutura ativa da NS2B-NS3 (DENV2f). Em azul a NS3, e em vermelho a NS2B.
  

 

A partir desse modelo (Figura 25) foram criados também mais dois sistemas: um na 

presença de um inibidor e outro na presença de um modelo de substrato, como descrito a 

seguir. 

4.3 DENV2f-INIB 

Usamos  o modelo DENV2f para protease, enquanto a posição do inibidor (Bz-NLE-

ARG-ARG-LYS-H, Figura 26) foi a mesma posição do caso do WNV (2FP7).(ERBEL et al., 

2006) Utilizamos o programa VMD (Visual Molecular Dynamics)(HUMPHREY; DALKE; 

SCHULTEN, 1996) para alinhar as estruturas da DENV2f e WNV, assim adicionar as 

coordenadas do inibidor na estrutura da DENV2f, tornando o arquivo de coordenadas 

DENV2f-INIB. A estrutura da DENV2f com inibidor pode ser vista na Figura 27. 
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Figura 26: Inibidor Bz-NLE-ARG-ARG-LYS-H.  

 

 

Figura 27: DENV2com inibidor (DENV2f-INIB). Em azul a NS3, em vermelho NS2B, canudo a tríade 
catalítica (HIS33, ASP57 e SER117), e as bolas representam o inibidor. 
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4.4 DENV2f-SUBS 

4.4.1 Substrato ALA-GLY-ARG-LYS-SER-ILE-NME (DENV2f-SUBS1) 

Neste sistema o modelo DENV2f também foi usado, e a posição do substrato (Figura 

28) foi alinhada à posição do inibidor, alinhando os átomos da espinha dorsal (backbone) do 

substrato aos átomos do backbone do inibidor, com o programa VMD (HUMPHREY; 

DALKE; SCHULTEN, 1996). (Figura 29).  

 

 

Figura 28: Substrato ALA-GLY-ARG-LYS-SER-ILE-NME. NME é um resíduo para completar a valência, -
NHCH3. 
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Figura 29: DENV2 com o substrato (DENV2-SUBS1). Em azul a NS3, em vermelho NS2B, canudo a tríade 
catalítica (HIS33, ASP57 e SER117), e as bolas representam o substrato. 

 

4.4.2 Substrato CH3NH-ARG-ARG-PRO-VAL-COCH3(DENV2f-SUBS2) 

A escolha desse substrato foi baseada em estudos experimentais que analisaram a 

eficiência da catálise da protease NS2B-NS3 para várias pequenas sequências de 

aminoácidos.(SHIRYAEV et al., 2007) A sequência de resíduos com melhor eficiência 

catalítica foi GKKRR↓PVR (SHIRYAEV et al., 2007). Com base nesse substrato escolhemos 

a sequência de quatro aminoácidos CH3NH-RRPV-COCH3 (Figura 30). 

 

 
Figura 30: Substrato CH3NH-RRPV-COCH3, onde os grupos CH3NH e COCH3 são para completar a valência 
da sequência de aminoácidos do modelo do substrato. 
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 Para posicionar esse substrato no sítio ativo da enzima, usamos o programa VMD 

(HUMPHREY; DALKE; SCHULTEN, 1996), alinhando os átomos do backbone do substrato 

aos átomos do backbone dos resíduos do inibidor Bz-Nle-Lys-Arg-Arg-H, presente na 

estrutura obtida por raios-X,(ERBEL et al., 2006) o que deixou a região -Pro-Arg- (ligação 

peptídica a ser quebrada) próxima ao sítio ativo. 

 

 

4.5 PARAMETRIZAÇÃO DO INIBIDOR 

Houve a necessidade de parametrizar dois resíduos do inibidor (Bz e NLE, Figura 31). 

Para que o programa possa gerar os parâmetros de campo de força para o inibidor são 

necessárias a geometria e as cargas, que foram calculadas utilizando-se o programa 

Gaussian09 (M. J. FRISCH, G. W. TRUCKS, H. B. SCHLEGEL, G. E. SCUSERIA, M. A. 

ROBB, J. R. CHEESEMAN, G. SCALMANI, V. BARONE, B. MENNUCCI, G. A. 

PETERSSON, H. NAKATSUJI, M. CARICATO, X. LI, H. P. HRATCHIAN, A. F. 

IZMAYLOV, J. BLOINO, G. ZHENG, J. L. SONNENBERG, M. HAD, 2009) e, depois, 

ajustados no programa Antechamber (CASE et al., 2010b) utilizando o método RESP 

(BAYLY et al., 1993). Os parâmetros utilizados pelo Antechamber são do campo de força 

GAFF (WANG et al., 2004), que já inclui parâmetros para moléculas orgânicas ( C, N, O, S, 

P, H, F, Cl, Br e I). 

  

 

Figura 31: Resíduos que foram parametrizados. a) Bz (benzoil) e b) NLE  (norleucina) tem um grupo –CH3 
a mais quando comparado com a ILE. 

 

4.6 MINIMIZAÇÃO DA ESTRUTURA 

O objetivo desta fase é ajustar a estrutura em função dos campos de forças, em 

particular a distribuição das moléculas do solvente, e relaxar possíveis impedimentos estéricos 
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criados durante a preparação da estrutura inicial, em especial a adição de moléculas de 

solvente. 

Em primeiro lugar, é feita uma minimização de energia com 100 passos com o 

algoritmo steepest descente (JENSEN, 2007, p. 383–385), seguidos de 900 passos de 

gradiente conjugado (conjugate gradient) (JENSEN, 2007, p. 383–385) mantendo a restrição 

em todo sistema (proteína e/ou inibidor e/ou substrato) constante de força de 100 kcal mol-1 Å-

2 , exceto nas moléculas de água, assim relaxando a posição dos seus átomos.  Um raio de 

corte (cuttoff) para as interações não ligadas de 10 Å. Essa etapa é importante para deixar 

as moléculas de água mais bem distribuídas. 

Posteriormente, minimizamos todo o sistema, deste modo, retiramos a retrição de 

coordenada sobre o sistema (proteína e/ou inibidor e/ou substrato), com 100 passos com 

algoritmo steepest descente, seguidos de 900 passos de conjugate gradient. E um raio de corte 

(cuttoff) para as interações não ligadas de 10 Å.   

 

4.7 DINÂMICA MOLECULAR 

 

Depois que o sistema passou pela etapa de minimização, o aquecimento foi feito com 

uma simulação a volume constante e temperatura de 100 K por 1 ns, seguido de 1 ns a 300 K, 

a volume e temperatura constantes (ensemble NVT). Uma vez que o sistema é aquecido 

(NVT), então continuamos a dinâmica em pressão constante (NPT) para permitir que a 

densidade atinja o equilíbrio, por 20 ns à pressão e temperatura constantes de 1 bar e 300 K, 

verificando a convergência por meio do monitoramento das propriedades energéticas do 

sistema, densidade e RMSD. Por último, depois que o sistema entrou em equilíbrio, a etapa de 

produção foi realizada num ensemble NPT, importante para garantir que o sistema líquido 

esteja com a densidade correta durante a simulação. O sistema foi finalmente submetido a 

200 ns de simulação a uma temperatura de 300 K e uma pressão constante de 1 bar para 

estabilização. Todas as simulações usaram condições periódicas de contorno.  

No ensemble NVT, usamos termostato de Langevin (UBERUAGA; ANGHEL; 

VOTER, 2004) com frequência de colisões 2,0 ps-1, raio corte (cutoff) de 10 Å para interações 

não ligadas, e o método de Particle Mesh Ewald (PME)(DARDEN; YORK; PEDERSEN, 

1993) para as interações eletrostáticas e de longa distância. O algoritmo SHAKE 

(RYCKAERT; CICCOTTI; BERENDSEN, 1977) foi utilizado para restringir as ligações 

envolvendo átomos de hidrogênio, permitindo um passo de simulação de 2 fs. 
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Em um ensemble NPT utilizamos os mesmos parâmetros anteriores, somados ao 

barostato isotrópico de Berendsen (BERENDSEN et al., 1984) com constante de acoplamento 

1,0 ps para manter a pressão em 1 atm. Novamente, algoritmo SHAKE (RYCKAERT; 

CICCOTTI; BERENDSEN, 1977) foi utilizado para restringir as ligações envolvendo átomos 

de hidrogênios. Detalhes dos protocolos de simulação, com os arquivos utilizados, estão 

reproduzidos no Apêndice A.  

Portanto, todos os sistemas DENV2a (2FOM) (ERBEL et al., 2006), DENV2f 

(modelo), DENV2f-INIB e DENV2f-SUBS1/2 (substrato 1 e substrato 2) passaram pelas 

mesmas etapas de minimização e dinâmica molecular (ensembles NVT e NPT).                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                            

O programa pmemd que está no pacote de programas Amber11 foi utilizado para os 

cálculos.(CASE et al., 2010a)  

 

4.8 Cálculos Híbridos (QM/MM) 

 Para as simulações que envolvem quebra ou formação de ligações, utilizamos o 

hamiltoniano híbrido QM/MM (WARSHEL; LEVITT, 1976a; WEINER; SINGH; 

KOLLMAN, 1985). Ou seja, O sistema foi dividido em duas regiões: a parte QM definida 

pelo substrato (CH3OC-V-P-R-R-NHCH3) e pelos resíduos catalíticos (HIS51, ARG75 e 

SER135), e mais doze átomos de resíduos vizinhos (N e CO da espinha dorsal) que fazem 

ligação peptídica com os resíduos do sitio ativo, evitando substituir uma ligação peptídica por 

uma ligação com hidrogênio, totalizando 148 átomos QM, descrito pelo método PM3PDDG 

(REPASKY; CHANDRASEKHAR; JORGENSEN, 2002) (Figura 32). Link Atoms do tipo 

hidrogênio foram utilizados para completar as valências das ligações que atravessam a 

fronteira entre as regiões QM e MM. O algoritmo SHAKE não foi utilizado para a região QM. 

A região MM incluía todo o resto do sistema (proteína, moléculas de água e íons) sendo 

descritos pelos parâmetros de campos de força mencionados anteriormente. 

Escolhemos uma geometria inicial para o estudo reacional, vinda da simulação de 

dinâmica molecular (MM) do sistema DENV2f-SUBS2 descrita acima, uma estrutura com a 

geometria apropriada, ou seja, em que os resíduos que teriam sua ligação peptídica quebrada 

ficassem próximo ao sitio ativo da protease. Assim, optamos por selecionar uma configuração 

em que d1 e d2 tivessem os menores valores, d1 = 1,85 Å e d2 = 2,51 Å, respectivamente 

(Figura 32, Página 81). Assim, tendo a melhor condição para o estudo da reação.   



81 

 

 

 

 

Figura 32: (a) Ilustração de algumas das distâncias usadas para esse estudo, na qual, d1(Hγ1 – Nε2), d2(Cγ2 
– Oγ1), d3(Nε2 – Hγ1), d4(Cγ2 – Nγ2), d5(Oδ1 – Nδ1) e d6(Nδ1 – Hδ1). (b) Ilustração da região QM, os átomos de 
hidrogênio em vermelho são átomos para completar a valência da região QM. 

 

4.8.1 Coordenada de Reação  

 Para explorar a coordenada de reação utilizamos o método de amostragem de guarda-

chuva (Umbrella Sampling).(KUMAR et al., 1992) A reação foi dividida em dois passos: o 

primeiro passo, caracterizado pela formação da ligação acil-enzima (intermediário tetraédrico, 

Figura 10, Página 32), e o segundo passo a quebra da ligação peptídica a partir do 

intermediário tetraédrico.  
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Para o primeiro passo, fizemos uma varredura bidimensional. Um potencial de 

restrição foi utilizado para controlar a transferência de próton (d1 na Figura 32, Página 81), 

com distância variando de 1.90 Å a 0.90 Å, e outro para o ataque nucleofílico (d2 na Figura 

32), variando de 2.40 Å a 1.35 Å. 

Na segunda etapa, as restrições utilizadas na etapa anterior foram removidas. A 

transferência do próton da histidina (Hγ1) para o nitrogênio da amina (Nγ2) no substrato, foi 

controlada através da restrição da coordenada d3 na Figura 32, com valores variando de 

2.60 Å a 0.85 Å. Essa aproximação leva naturalmente à quebra da ligação peptídica (d4 na 

Figura 32), de forma que o controle de uma única coordenada de reação foi suficiente. 

Um potencial quadrático foi utilizado em todas as restrições. As distâncias foram 

varridas em intervalos de 0.1 Å, e as constantes de força entre 200 e 1500 kcal mol-1 Å-2. 

Assim, foram utilizadas 120 janelas para a primeira etapa, e 16 para a segunda etapa da 

reação. Necessitou-se de 136 janelas de simulação para a obter os perfis completos de energia. 

A simulação de cada janela foi realizada em três etapas. Em primeiro lugar, é feita 

uma minimização de energia com 100 passos com o algoritmo steepest descent, seguidos de 

900 passos de gradiente conjugado (conjugate gradient) mantendo as restrições e relaxando a 

posição dos demais átomos. O sistema é então aquecido à 300 K por 5 ps a volume constante, 

seguidos de 35 ps à pressão e temperatura constantes de 1 bar e 300 K, sempre mantendo as 

restrições. O termostato de Langevin foi usado para controle da temperatura, com uma 

frequência de colisão de 2.0 ps–1,(UBERUAGA; ANGHEL; VOTER, 2004) e o controle da 

pressão com o barostato de Berendsen, (BERENDSEN et al., 1984) com tempo de relaxação 

1 ps. Assim, usou-se 10 Å de raio de corte (cutoff) para as interações não ligadas. As análises 

foram realizadas utilizando-se apenas os últimos 30 ps de simulação. Os pontos críticos da 

reação foram ainda submetidos a mais 50 ps de simulação para os pontos da etapa de acilação, 

e 30 ps para os pontos críticos da etapa da quebra da ligação peptídica, para melhor 

caracterizar os estados. Todas as simulações QM/MM foram realizadas utilizando o programa 

sander (CASE et al., 2010b) e um passo de simulação de 1 fs. 

As energias livres foram obtidas com o Weighted Histogram Analysis Method 

(WHAM),(KUMAR et al., 1992) utilizando uma temperatura de 300 K, 110 e 85 bins para as 

etapas de acilação e quebra da ligação peptídica, respectivamente, e tolerância de 

convergência de 0.01. 
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4.9 ANÁLISE DOS RESULTADOS 

Uma parte crucial dos estudos de simulação é a análise das trajetórias obtidas. No 

nível mais básico, a análise de uma trajetória dinâmica consiste em calcular uma propriedade 

para cada quadro da trajetória e ver como ela muda em função do tempo. Como a simulação 

de dinâmica molecular gera um número grande de dados é necessário o uso de programas, e 

por vezes, criar pequenos programas (scripts) para a análise desejada. 

 

4.9.1 RMSD e RMSF 

O deslocamento quadrático médio ou RMSD (root mean square deviation) é uma 

medida da mobilidade relativa do sistema.(CRAMER, 2004)  

A evolução temporal do RMSD é usada em dinâmica molecular para avaliar o quanto 

a estrutura molecular de interesse se modifica durante a simulação, em relação à uma 

estrutura de referência.(CRAMER, 2004) . Assim se faz o RMSD para um conjunto de 

átomos específicos a cada passo de simulação. Desta maneira, esse cálculo pode ser analisado 

fazendo um gráfico RMSD vs. tempo, para avaliar quais mudanças estruturais ocorrem ao 

longo da simulação. Variações pequenas em torno da posição de equilíbrio indica baixa 

mobilidade, enquanto, mudanças bruscas, durante a dinâmica molecular pode indicar uma 

mudança na conformação da proteína, equação 6. 

 

𝑅𝑀𝑆𝐷(𝑡𝑖) = √
∑ [𝑟𝑗(𝑡𝑖) − 𝑟0]

2𝑁
𝑗=1

𝑁
 

[6] 

Onde N é número total de átomos considerados. Normalmente, usa-se os átomos da cadeia 

principal dos resíduos. E  𝑟𝑗(𝑡𝑖) é a posição do átomo j num tempo 𝑡𝑖, e 𝑟0 é a coordenada de 

referência. 

 A flutuação quadrática media ou RMSF é uma medida do desvio entre a posição da 

partícula i e a posição da referência com relação ao tempo (t), equação 7.(CRAMER, 2004) 

 

𝑅𝑀𝑆𝐹𝑖 = √
∑ [𝑟𝑖(𝑡𝑗) − 𝑟0]

2𝑡
𝑗=1

𝑡
 

[7] 

  

RMSD é uma medida refletindo desvio de todas as coordenadas de referência para as 

coordenadas em cada quadro, enquanto RMSF reflete o movimento global de átomos (ou 
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resíduos depender do seu tipo de saída) ao longo de todos os quadros. (VOTANO; PARHAM; 

HALL, 2004) 

O programa cpptraj (parte do pacote AmberTools11) (CASE et al., 2010b) foi 

utilizado para os cálculos de RMSD e RMSF. 

 

4.9.2 Análise dos vizinhos 

Usando o programa VMD (Visual Molecular Dynamics)(HUMPHREY; DALKE; 

SCHULTEN, 1996) selecionamos os resíduos os quais desejávamos avaliar os vizinhos 

próximos, dentro de um raio de 5,0 Å (Figura 33), contando isso a cada configuração da 

trajetória da simulação. Deste modo, gerando um histograma a partir dessa informação. 

 
Figura 33: Definição dos vizinhos a uma região da proteína. Onde R é o raio que inclui a vizinhança. 

 

4.9.3 Ligações de Hidrogênio 

Para determinar se existe uma ligação de hidrogênio entre um átomo doador D e um 

aceitador A, utilizamos um critério geométrico (Figura 34): 𝑟 ≤ 3,5 Å 𝑒 𝛼 ≤ 30°. Este é o 

critério padrão, entretanto, o programa cpptraj (parte do pacote AmberTools) permite que os 

critérios sejam alterados.   
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Figura 34: Definição para a ligação de hidrogênio. Onde r é a distância entre doador e aceitador de ligação 
de hidrogênio, e α é o ângulo. 

 

4.9.4 Número de moléculas de H2O 

Para avaliar quantas moléculas de água estavam próximas ao um grupo de resíduos, 

usamos uma opção do programa cpptraj (incluso do pacote Ambertools) que realiza a 

contagem do número médio de moléculas de H2O que se encontram dentro de um raio de 

5,0 Å do centro de massa de um grupo de resíduos, para cada quadro de simulação. 

 

4.10 Performance dos Cálculos 

 Existe um custo computacional na execução do estudo, tanto nos cálculos de dinâmica 

molecular clássica (MM), quanto para a dinâmica molecular usando o método híbrido 

QM/MM.  

 Ao usarmos 64 processadores Xeon 2,67 GHz, CENAPAD-PE, o desempenho da 

dinâmica molecular clássica (MM) foi de 2,2 ns/dia. Mas ao usar 128 processadores AMD 

Opteron 2.2GHz (supercomputador TITAN), Oak Ridge National Laboratory (EUA), a 

performance passou para 8,5 ns/dia. Entretanto, ao usarmos uma GPU Geforce GTX 780, a 

performance passou para 34 ns/dia. 

 Já os cálculos de dinâmica molecular QM/MM em uma máquina com 8 processadores 

Intel Xeon 1,80 GHz, a performance foi 0,02 ns/dia. Pois o cálculo QM exige maior demanda 

computacional para sua execução.  
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5. RESULTADOS e DISCUSSÃO 

Estudos estruturais sugeriram que as proteases tanto da DENV (Dengue) quanto WNV 

(Nilo Ocidental) existam em equilíbrio entre as formas aberta e fechada, assim como outras 

conformações, e que este equilíbrio é deslocado para a forma fechada, na presença de um 

inibidor ou substrato.(KIM et al., 2013) Em solução, a forma fechada da protease do WNV é a 

conformação predominante, independentemente da presença ou ausência de inibidores. 

Entretanto, o mesmo estudo indica que a conformação aberta é a forma predominante na 

ausência de inibidores para a protease do DENV. (NOBLE et al., 2012)(SU et al., 2009)  

Para entender o funcionamento da NS2B-NS3 protease, realizamos cálculos de dinâmica 

molecular tanto para estrutura fechada quanto a estrutura aberta, na presença do inibidor e do 

substrato. 

Realizamos ainda o estudo da reação enzimática de quebra da ligação peptídica do 

substrato-2 pela NS2B-NS3 protease do vírus da Dengue (DENV2f). Os resultados indicam 

que a formação do intermediário tetraédrico deve ocorrer em duas etapas claramente distintas, 

sendo a primeira a ativação da Ser135 pela transferência do próton entre a serina e a His51 e, 

posteriormente, o ataque nucleofílico da Ser135 ao carbono da carbonila no substrato. Esse 

intermediário tetraédrico tem seu ânion estabilizado por moléculas de água formando a 

cavidade oxiânion. 

 

5.1  SISTEMA DENV2a: NS2B-NS3 (2FOM) 

Nessa secção serão apresentados os resultados da simulação para a estrutura aberta da 

NS2B-NS3 protease (DENV2a), que foi modelada baseada na estrutura cristalográfica 

retirada do banco de dados de proteína (PDB ID: 2FOM) (NOBLE et al., 2012). 

A Figura 35 representa uma conformação da NS2B-NS3 durante a simulação num 

ensemble NPT. Essa estrutura mostra que o sítio ativo da protease se encontra numa região 

externa, e que a NS2B (cofator) se localiza próxima a uma pequena região da NS3, e a outra 

parte do cofator fica imersa na região do solvente. 
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Figura 35: Conformação da NS2B-NS3 obtida de uma simulação de dinâmica molecular num ensemble 
NPT. As moléculas de água da caixa de simulação foram omitidas para melhor visualização. Em Azul NS3, 
vermelho a NS2B, e representado em canudo estão os resíduos do sítio ativo (Asp, His e Ser). 

 

 

Os dados de RMSD (Figura 36), podemos ver mostram que a simulação atinge o 

equilíbrio após os 75-100 ns inicias. Entretanto, quando separamos os RMSDs das regiões da 

proteína, observamos uma flutuação maior do cofator (NS2B – em vermelho na Figura 36), já 

um comportamento de pouca flutuação para a NS3 protease (gráfico azul da Figura 36). Essa 

maior flutuação observada no cofator já era esperada, uma vez que o mesmo se encontra mais 

livre no meio solvente, além de interagir pouco com a NS3. Assim, a NS2B passa maior parte 

do tempo procurando outras conformações.  
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Figura 36: RMSD para DENV2a (preto), assim como, o RMSD só para a NS3 (azul) e para o cofator NS2B 
(vermelho). 

 

 

Essa maior mobilidade do cofator (NS2B) pode ser vista na Figura 37, em que há 

superposição de 700 conformações da NS2B da simulação de dinâmica molecular NPT. Essa 

superposição evidencia as regiões do cofator que possuem maior mobilidade que são, como 

seria esperado, as regiões terminais e a região que fica mais exposta ao solvente e tem menos 

contato com a NS3. Já as regiões com maior contato com a NS3, apresentam menor 

mobilidade. Por outro lado, na superposição das 700 conformações da NS3 (Figura 37), fica 

evidente a estabilidade conformacional da proteína. 
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Figura 37: Superposição para as 700 conformações extraídas a intervalos regulares da simulação de 
dinâmica molecular da DENV2a.  a) superposição da NS3; b) superposição da NS2B. Em Azul tem-se a NS3, 
e em vermelho a NS2B. 

 

 

 Um exame mais detalhado das regiões de maior mobilidade da NS2B pode ser feito 

analisando-se separadamente algumas regiões, como mostrado na Figura 38. Em preto, o 

RMSD do NS2B inteiro mostra, como já se viu anteriormente (vermelho na Figura 36), uma 

maior amplitude entre os tempos de 70 a 130 ns, que também é vista para a região dos 

resíduos 196 a 204 (em vermelho), ou seja, a maior mobilidade é devida a esses resíduos.  A 

Figura 39 mostra que esses resíduos correspondem à região terminal da NS2B. Segundo a 

literatura, esta é a região que precisa se ajustar para a ativação da proteína, formação de uma 

conformação fechada. (NOBLE et al., 2012) 
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Figura 38: RMSD para NS2B completo (preto), e para algumas regiões do cofator: resíduos 151 a 156 em 
azul; 196 a 204 em vermelho, e 182 a 196 em verde. Em todos os casos, a referência foi a estrutura inicial 
da simulação. 
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Figura 39: Ilustração da DENV2a mostrando os resíduos da NS2B analisados por RMSD na Figura 38. Em 
cinza está a NS3, já a NS2B tem seus resíduos divididos em: azul os resíduos 151 a 156, vermelho claro os 
resíduos 157 a 181, resíduos 182 a 196 em verde, resíduos 196 a 204 em vermelho. 

  

A mesma informação pode ser obtida a partir das flutuações relativas dos resíduos 

(RMSF na Figura 40). Como esperado, a maior mobilidade ocorre com os resíduos terminais 

da NS2B 151 a 156 e 186 a 192. Isso está de acordo com experimento de difração de Raios-X, 

(ERBEL et al., 2006) que encontraram uma descontinuidade na densidade eletrônica nessa 

região, indicando que essa última região assume múltiplas conformações em solução.  
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Figura 40: RMSF para os resíduos da DENV2a.  Onde os resíduos 1-152 são da NS3 e os resíduos 153-192 
da NS2B. 

  

O estudo da estrutura aberta (DENV2a) foi realizado para comparar com o modelo 

criado para a estrutura ativa da NS2B-NS3 protease (fechada), uma vez que até meados de 

2013 não havia sido publicada a elucidação da estrutura cristalográfica dessa protease ativa 

para o vírus da Dengue.  

A simulação mostrou que a estrutura aberta é estável em solução. Entretanto, existe 

uma grande mobilidade do cofator por causa da exposição ao solvente e sua baixa interação 

com a NS3.  

 

5.2 MODELO DA ESTRUTURA FECHADA (ATIVA) DA NS2B-NS3 PROTEASE DO VÍRUS DA 

DENGUE (DENV2f) 

Havia a necessidade da estrutura na sua forma ativa. Para o WNV era conhecida a 

estrutura com inibidor e (ERBEL et al., 2006) desta mesma protease, que apresenta uma 

interação maior do cofator com a NS3. Como essas proteínas são homólogas, criamos um 

modelo por homologia para a estrutura ativa da NS2B-NS3 protease do vírus da Dengue, 

chamado aqui de DENV2f. 
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O modelo DENV2f (Figura 41) se mostrou estável com relação a sua estrutura durante 

a simulação de dinâmica molecular (246 ns). Não se observa alterações significativas no 

RMSD (Figura 42), indicando uma estabilidade estrutural mesmo a estrutura ativa na ausência 

de inibidor ou substrato. 

A NS3 e a NS2B apresentam também estabilidade quando se observa o RMSD 

separadamente (Figura 42), indicando que tanto NS3, quanto NS2B se encontram numa 

região amostral de mínimo local.  

 

 

Figura 41: Uma conformação da DENV2 extraída de uma simulação de dinâmica molecular num ensemble 
NPT. As moléculas de água da caixa de simulação não estão representadas na figura para melhor 
visualização. Em Azul NS3, vermelho a NS2B, e representado em canudo estão os resíduos do sítio ativo 
(HIS33, ASP57 e SER117). 
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Figura 42: RMSD para NS2B-NS3 do modelo DENV2f completa (preto), apenas NS3 (resíduos 1 a 152) em 
azul e apenas NS2B (resíduos 153 a 192) em vermelho.  

 

 

A Figura 43 mostra a superposição de 700 conformações tanto da NS3 quanto da 

NS2B. É possível notar que as duas estruturas variam pouco de posição, confirmando a 

estabilidade da estrutura. 

 

Figura 43: Superposição de 700 conformações extraídas em intervalos regulares da simulação de 
dinâmica molecular NPT da DENV2f.  a) superposição da NS3; b) superposição da NS2B. Em Azul tem-se a 
NS3, e em vermelho a NS2B. 
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A análise do RMSF (Figura 44) concorda com os dados experimentais em solução 

(analise de RMN-H) (KIM et al., 2013), em que, os resíduos 1 a 13 (N-terminal), e os 

resíduos 141 a 152 (C-terminal) da NS3 são flexíveis, assim como os três primeiros resíduos 

da NS2B (153-156).   É possível também observar que os resíduos do sítio ativo (HIS33, 

ASP57 e SER117) apresentam mobilidade limitada.  

A Figura 45 mostra os resíduos da tríade catalítica, HIS33, ASP57 e SER117, 

enquanto a Figura 46 mostra o comportamento das ligações de hidrogênio entre estes resíduos 

(r1, r2, r3 na Figura 45). As interações estão presentes em grande parte da simulação, com 

distância menor que 2,5 Å em mais que 50% do tempo, fazendo com que os resíduos tenham 

sua mobilidade diminuída. As distâncias médias durante a simulação foram 2,089 Å, 1,965 Å 

e 2,017 Å para r1, r2 e r3, respectivamente. A ligação de hidrogênio entre HIS33 e ASP57 se 

alterna entre os oxigênios da cadeia lateral da ASP57 (OD1 e OD2 na Figura 46), de forma 

que as médias das distâncias r2 e r3 são basicamente equivalentes. 

 

 

 

Figura 44: RMSF para os resíduos da DENV2f. Os resíduos HIS33, ASP57 e SER117, do sítio ativo, estão 
indicados. Onde os resíduos 1-152 são da NS3 e os resíduos 153-192 da NS2B. 
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Figura 45: Resíduos da tríade catalítica (HIS33, ASP57 e SER117) na DENV2.  

 

 

 
Figura 46: Distância entre átomos do sítio ativo, conforme ilustrado na Figura 45. Preto: r1 (SER117 HG 
– NE2 HIS33); azul: r2 (HIS33 HD1 – OD1 ASP57); Vermelho: r3 (HIS33 HD1 – OD2 ASP57) 

 

 

Com relação às possíveis interações dos que os resíduos 153 a 156 (resíduos da 

NS2B) possam fazer com a NS3, o histograma na Figura 47 mostra os resíduos da NS3 

encontrados dentro de um raio de 5.0 Å em torno desses primeiros resíduos, que podem ser 

visualizados na mesma figura. Os resíduos vizinhos ao N-terminal da NS2B (153-158) que 
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tiveram contagem maior que 90% neste histograma foram ILE7, LYS8, GLN9, LYS10, 

ILE18, HIS33 (sítio ativo), ALA34, THR35 E MET41. Algo interessante nesse gráfico é a 

presença da porção N-terminal da NS2B (153-158) próxima à região do sítio ativo (HIS33) na 

maior parte do tempo, podendo também interagir com inibidor ou substrato. 

 

 

Figura 47: Resíduos encontrados dentro de um raio de 5.0 Å dos resíduos 153-156. Os resíduos vizinhos 
estão no eixo da abscissa, enquanto a frequência da contagem dos frames que aparecem está no eixo da 
ordenada.  

 

O histograma na Figura 48 mostra os resíduos da NS3 encontrados dentro de um raio 

de 5.0 Å em torno dos resíduos 182 a 192 da NS2B, que podem ser visualizados na mesma 

figura. Os resíduos vizinhos ao C-terminal da NS2B (182-192) que tiveram contagem maior 

que 90% no histograma foram VAL54, LYS55, LYS56, ASP57, LEU97, THR100, ASN101, 

THR104, ASN134, GLY135, VAL136, VAL137, THR138, ARG139 E ALA146. O ambiente 

químico dos resíduos 182 a 192 da NS2B estão em conformidade com os dados experimentais 

para a mesma região no caso do vírus da Dengue tipo 3. (KIM et al., 2013)  
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Figura 48: Resíduos que estão num raio de 5.0 Å dos resíduos 182-192. Os resíduos vizinhos estão no eixo 
da abscissa, enquanto a frequência da contagem dos frames que aparecem está no eixo da ordenada. 

 

O histograma na Figura 49 mostra os resíduos encontrados dentro de um raio de 5.0 Å 

dos resíduos do sítio ativo (HIS33, ASP57 e SER117), que podem ser visualizados na 

mesma figura. Os resíduos vizinhos ao sítio ativo (HIS33, ASP57 e SER117) que tiveram 

contagem maior que 90% no histograma foram ILE8, GLY19, ALA20, TYR132, GLY133, 

ASN134 e GLY187. O resíduo ASN134 forma ligação de hidrogênio com o ASP57 do sítio 

ativo, e essa ligação de hidrogênio é observada em 40% dos frames da simulação de dinâmica 

molecular. Os demais resíduos dessa região são importantes, pois essa região irá receber o 

inibidor, e alguns desses resíduos poderão interagir com os resíduos do inibidor ou substrato. 
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Figura 49: Resíduos que estão num raio de 5.0 Å dos resíduos 33 57 e 117. Os resíduos vizinhos estão no 
eixo da abscissa, enquanto a frequência da contagem dos frames que aparecem está no eixo da ordenada. 

 

A Tabela 1 mostra as principais ligações de hidrogênio entre a proteína (NS3) e o 

cofator (NS2B). Na análise de ligações de hidrogênio se pode escolher o conjunto de resíduos 

que serão doadores ou aceitadores de ligação de hidrogênio, para melhor observar as 

interações entre NS3 e NS2B no modelo DENV2f. A primeira parte da Tabela 1 tem os 

resíduos da NS3 como aceitadores de ligação de hidrogênio e os resíduos da NS2B como 

doadores, já a segunda parte da Tabela 1 os papéis se invertem.  
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Tabela 1: Dados das ligações de hidrogênio entre a NS3 e a NS2B, onde os resíduos da NS3 estão como 
aceitadores de ligação de hidrogênio, e os resíduos da NS2B estão como doadores de ligação de hidrogênio. 

Aceitador Doador % Tempo Média da distância (Å) 

NS3 NS2B  

ALA4 ALA161 73 2,87 

LYS99 ILE181 65 2,87 

ASP2 ARG160 64 2,85 

GLN78 GLU167 63 2,87 

MET41 LEU158 62 2,87 

LYS8 GLU157 57 2,88 

GLN92 SER173 51 2,88 

PRO95 SER176 49 2,72 

ASP2 ARG160 44 2,81 

NS2B NS3   

GLU159 ARG6 94 2,81 

SER173 THR93 92 2,73 

GLU171 GLN92 89 2,82 

ALA162 ALA4 85 2,84 

GLU157 LYS8 84 2,84 

GLU167 GLN78 78 2,84 

LEU179 LYS99 64 2,87 

LEU156 MET41 62 2,87 

SER175 SER109 61 2,73 

LYS192 ARG139 46 2,80 

 

Os resíduos ALA4, LYS8 e GLU157, MET41 e LEU158 aparecem fazendo ligação de 

hidrogênio nas duas partes da tabela, mostrando que atuam tanto como doadores de ligação de 

hidrogênio quanto aceitadores.  As ligações de hidrogênio presentes na maior porcentagem de 

tempo são as que estão na segunda parte da tabela, ou seja, quando os resíduos da NS3 são 

definidos como doadores de ligação.  Algumas ligações de hidrogênio são entre regiões 

terminais das proteínas como: GLU159-ARG6, ALA162-ALA4, GLU157-LYS8, ALA4-

ALA161. Entretanto, não se observa ligações de hidrogênio envolvendo os resíduos do sítio 

ativo. Todas essas interações apresentadas na Tabela 1 são importantes para manter a 
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estrutura fechada (ativa), no modelo DENV2f, que se mostrou estável mesmo na ausência do 

inibidor. 

 Os resultados revelam que a protease NS2B-NS3 pode existir também na conformação 

fechada em solução, mesmo na ausência do inibidor. O DENV2f revelou-se um modelo 

realístico para o estudo de modelagem para triagem de inibidores, assim como para o estudo 

do mecanismo de reação durante a replicação viral. Portanto, servirá como uma ferramenta 

valiosa para o desenvolvimento de inibidores para a protease do vírus da Dengue (DENV). 

 

5.3  MODELO DENV2f COM INIBIDOR (DENV2f-INIB) 

A observação do sistema DENV2f na presença do inibidor (Figura 50) dará uma 

melhor compreensão das interações que mantém o inibidor na região do sítio ativo da 

DENV2f, assim como o entendimento de questões dinâmicas da protease, fundamentais para 

validação também do modelo DENV2f, já que essa estrutura “fechada” se dá na presença do 

inibidor (Bz-nKKR-H). 

A análise do RMSD (Figura 51) obtido a partir de uma simulação de 246 ns de 

dinâmica molecular para estrutura da DENV2f na presença do inibidor (Figura 50) revela a 

estabilidade da estrutura, com RMSD médio de 1,65 Å, em relação a estrutura inicial do 

modelo, e sem grandes variações do valor em torno dessa média, indicando baixa mobilidade 

da estrutura durante esse tempo de simulação.  
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Figura 50: Uma conformação do sistema DENV2f-INIB extraída da simulação de dinâmica molecular com 
ensemble NPT. As moléculas de água da caixa de simulação não estão representadas na figura para 
facilitar a visualização. Em Azul NS3, vermelho a NS2B, representado em canudo estão os resíduos do sítio 
ativo (HIS33, ASP57 e SER117), e a representação em bola são do inibidor sem os hidrogênios para a 
melhor visualização. 
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Figura 51: RMSD para o sistema DENV2f-INIB, tendo como referência a estrutura inicial para toda as 
etapas de simulação. 
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Figura 52: RMSF para os resíduos da DENV2f-INIB, região delimitada com seta azul são os resíduos da 
NS3, a seta em vermelho são os resíduos da NS2B, já a seta em verde delimita os resíduos do inibidor. 
Onde os resíduos 1-152 são da NS3 e os resíduos 153-192 da NS2B. 
 

A Figura 52 mostra o RMSF para o sistema. Os resíduos que apresentam maior 

flutuação na proteína são os mesmos observados no modelo DENV2f sem inibidor. Já os 

resíduos do C-terminal e N-terminal da NS2B apresentam menor amplitude do RMSF na 

presença do inibidor quando comparados com DENV2f sem inibidor, assim, menor 

mobilidade.  Esta mudança é devida a interações do inibidor com essas extremidades da 

NS2B. Na região do inibidor na Figura 52 (resíduos 193 a 197), o resíduo 193 que é terminal 

apresenta maior mobilidade, e interage menos com a proteína.  

A Figura 53 mostra a superposição de 700 frames da simulação, permitindo analisar 

de maneira visual a mobilidade da cadeia principal de cada porção da proteína, NS3 e NS2B. 

Na presença do inibidor a estrutura se apresenta com pouca variação da posição dos átomos 

da cadeia principal tanto para NS3 quanto para a NS2B.  
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Figura 53: Superposição para as 700 conformações extraídas em intervalos regulares dos últimos 150 ns 
da simulação de dinâmica molecular NPT do sistema DENV2f-INIB.  a) superposição da NS3; b) 
superposição da NS2B. A região da NS3 (azul), em vermelho a NS2B e representado com bolas o inibidor.  
 

 

Com relação às possíveis interações que inibidor possa fazer com a protease, o 

histograma na Figura 54 mostra os resíduos encontrados dentro de um raio de 5.0 Å em torno 

do inibidor. Os resíduos da tríade catalítica (HIS33, ASP57 e SER117) aparecem dentro desse 

raio durante todo o tempo de simulação, assim como resíduos terminais da NS2B (186-190). 

Essas interações mantêm o inibidor aprisionado ao sítio ativo da DENV2f.   

Na Figura 55 se observa a região dos resíduos 186 a 190 (região 7 na Figura 55b) da 

NS2B próxima ao inibidor, que está interagindo com alguns resíduos do inibidor. Nenhuma 

ligação de hidrogênio estável foi localizada entre esses resíduos da NS2B e o inibidor (Tabela 

4), porém eles podem interagir através de interações do tipo eletrostáticas ou de van der 

Waals. Essa interação é confirmada através de dados experimentais mostrando também esse 

tipo de interação do inibidor com os resíduos da NS2B.(NOBLE et al., 2012)  
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Figura 54: Resíduos que estão num raio de 5.0 Å dos resíduos do inibidor. Os resíduos vizinhos estão no 
eixo da abscissa, enquanto a frequência da contagem dos frames que aparecem está no eixo da ordenada.  

 

Observando-se a região 4 na Figura 55 (resíduos 111 a 117) e comparando com os 

dados da Tabela 2, identifica-se que essa região é a que mais faz ligações de hidrogênio com o 

inibidor. Como já mencionado anteriormente, o resíduo SER117 faz parte do sítio ativo, e o 

inibidor além de estar próximo a esse resíduo, também forma ligação de hidrogênio com 

mesmo durante a simulação. Esse resíduo é fundamental para a quebra da ligação peptídica 

durante a replicação viral, atuando no ataque nucleofílico ao substrato.(HEDSTROM, 2002b) 
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Figura 55: Ilustração dos resíduos que estão num raio de 5.0 Å dos resíduos do inibidor. a) os resíduos 
estão representados por uma superfície, com o inibidor sobre essa superfície. b) os resíduos estão 
representados em verde na imagem, e a numeração se refere à região que está representada no gráfico da 
Figura 54. Representado em azul a NS3, em vermelho a NS2B, em bolas o inibidor, e em verde os resíduos 
que estão num raio de 5.0 Å do inibidor. No inibidor não há a representação dos hidrogênios para a 
melhor visualização.  

 

 

Os resíduos da DENV2f que formam ligações de hidrogênio com inibidor são ASP57, 

ASP111, GLY115, SER117, GLY135 e TYR143, (Tabela 2). A Figura 56 mostra esses 

resíduos que fazem ligação de hidrogênio com os resíduos 195, 196 e 197 do inibidor. Na 

Figura 56 tem-se o sítio ativo próximo ao inibidor, mostrando que o ASP57 a SER117 

formam ligação de hidrogênio com inibidor, enquanto, a HIS33 forma ligação de hidrogênio 

com o ASP57. 

As simulações também mostram a formação da cavidade oxiânion pelos resíduos 

GLY135, TYR143 e SER117 (átomos de N e H desses resíduos) interagindo com inibidor, 

em concordância com dados experimentais (NOBLE et al., 2012). Essa interação é importante 

para a estabilização do intermediário tetraédrico formado durante a primeira etapa da reação 

de replicação viral.(HEDSTROM, 2002b)  

 

Tabela 2: Ligações de hidrogênio entre a DENV2 e o inibidor. Resíduos do inibidor estão destacados em 
negrito. 

Doador Aceitador % Tempo Média da distância (Å) 

SER117 ARG197  64 2,62 

ARG197 ASP111  53 2,79 

SER117 ARG197  44 2,85 

GLY135 LYS195  43 2,88 

GLY115 ARG197 41 2,86 

ARG196  ASP57  36,5 2,80 

TYR143  LYS195 36,2 2,79 

 

a) b) 
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Figura 56: Ilustração do inibidor com a cadeia lateral dos resíduos do sítio ativo (HIS33, ASP57 e 
SER117). O inibidor só está representado nessa imagem pelos resíduos 195, 196 e 197, que são os 
resíduos da tabela 3. Os postos tracejados se referem a ligações de hidrogênio entre resíduos do inibidor e 
os indicados na figura da proteína. Os átomos de hidrogênio ligados a átomos de carbono foram retirados 
para melhorar a visualização.   
 

 

Ao monitorar as distâncias das ligações de hidrogênio (Tabela 2) durante a simulação 

(Figura 58), observa-se que as ligações de hidrogênio que apresentam maior contagem 

durante a simulação para valores de distância menores que 2,5 Å foram as ASP111–ARG197 

(r4), ARG197–GLY115 (r7), ASP57–LYS196 (r6) e ARG195–TYR143 (r8). Monitorou-se 

também as ligações de hidrogênio entre os resíduos do sítio ativo, neste caso SER117–HIS33 

(r1) e ASP57–HIS33 (r2). A ligação de hidrogênio ASP57–LYS196 (r6) e a ASP57–HIS33 

(r2) são as que apresentam maior estabilidade dessa ligação durante a dinâmica molecular, ou 

seja, o resíduo ASP57 (carga negativa) tem sua carga estabilizada por essas interações, além 

de manter o inibidor mais próximo ao sítio ativo. Tudo isso mostra a importância dos resíduos 

GLY115, TYR143, ASP57 e ASP111 (Figura 57) para a estabilização do inibidor na região 

do sítio de reação.  
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Figura 57: Ilustração do inibidor com os resíduos ASP111, GLY15, GLY135 e TYR143, todos estão 
indicados na figura. O inibidor só estar representado nessa imagem pelos resíduos 195, 196 e 197, que são 
os resíduos da Tabela 2. Representações em azul são os hidrogênios, em amarelo os carbonos, em rosa os 
nitrogênios, e em vermelho, os oxigênios. Os postos tracejados se referem a ligações de hidrogênio entre 
resíduos do inibidor e os indicados na figura da proteína.  
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Figura 58: Distâncias de ligação de hidrogênio versus os frames da simulação. As distâncias r1 (SER117-
HIS33); r2 (ASP57-HIS33); r3 (197-SER117); r4 (ARG195-GLY135); r5 (ARG195-GLY135); r6 (ARG197-
GLY115); r7 (ASP57-LYS196) e r8 (ARG195-TYR:143). Esses frames são referentes aos 150 ns finais da 
dinâmica molecular.  
 

 

Algo que deve ser avaliado durante a simulação é o número médio de moléculas de 

água próximas ao sítio ativo (HIS33, ASP57 e SER117), pois a água pode participar de uma 

das fases de reação da quebra da ligação peptídica do substrato.(HEDSTROM, 2002b) 

Analisou-se também o número de moléculas de água próximas a cada resíduo do sítio ativo 

separadamente, avaliando assim qual dos resíduos interagem mais com moléculas de água. A 

Figura 59 mostra o número de moléculas de água encontradas dentro de um raio de 5,0 Å em 

torno dos resíduos da tríade catalítica durante a simulação. Pode-se ver que existe um grande 

número de moléculas de água próximas ao sítio ativo (média de 9 moléculas de H2O), sendo o 

resíduo HIS33 (média de 7 moléculas de H2O) que apresenta maior quantidade quando 

comparada com os demais resíduos do sítio ativo, ASP57 e SER117, com em média 4 e 1 

moléculas de água, respectivamente. A presença de água nas proximidades, que pode 

participar em ligações de hidrogênio, explica a ausência desse tipo de interação entre o HIS33 

e o inibidor, apesar da proximidade.  
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Figura 59: Número de moléculas de H2O que estão a uma distância de 5.0 Å dos resíduos do sítio ativo. 
Em preto são as águas que estão próximas a tríade do sítio ativo, em azul ao resíduo HIS33, em vermelho 
ao resíduo ASP57 e verde ao resíduo SER117. Esses frames são referentes aos 150 ns finais da dinâmica 
molecular 
 

 

A cadeia lateral do resíduo ARG197 (inibidor) forma uma ponte salina com os 

resíduos ASP57 da NS2B e ASP111 da NS3. Essas duas interações colaboram para manter o 

NS2B-NS3 na conformação fechada, com NS2B próximo ao sítio ativo, em acordo com os 

dados experimentais. (NOBLE et al., 2012)  

Os resultados dessa simulação confirmam a importância da região de grampo-β da 

NS2B para a atividade, devido à interação com inibidor.(NOBLE et al., 2012) Essa região 

tinha sido proposta como um potencial local de alvo para inibidores.(CHAPPELL et al., 

2008) Além disso, as simulações evidenciam a importância de vários resíduos da NS3 para a 

inibição, e mostram as interações entre os resíduos do sítio ativo, e as moléculas de água 

presentes na região reacional da protease.  

Um dado experimental de extrema importância para a validação do modelo DENV2f 

foi publicado em meados de 2012, apresentado a estrutura cristalina da NS2B-NS3 do vírus 

da Dengue (sorotipo 3) com inibidor (Bz-NLE-ARG-ARG-LYS-H), (PDB ID: 

3U1I).(NOBLE et al., 2012) A Figura 60 mostra a superposição da última estrutura da 

simulação de dinâmica molecular do modelo DENV2f com a estrutura cristalográfica da 

NS2B-NS3 com inibidor para o vírus da Dengue (PDB ID: 3U1I).(NOBLE et al., 2012) Fica 
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claro que o modelo DENV2f está em concordância  com a estrutura ativa da NS2B-NS3 

protease do vírus da Dengue.  

 

 

Figura 60: Superposição da última estrutura da simulação de dinâmica molecular da DENV2 com a 
estrutura cristalográfica da NS2B-NS3 (PDB ID: 3U1I). Em azul, a NS3 da (PDB ID: 3U1I); azul claro a NS3 
da DENV2; em vermelho a NS2B da (PDB ID: 3U1I); em rosa a NS2B da DENV2; verde os resíduos do sítio 
ativo para as duas estruturas. 

 

Quando fizemos o RMSD da simulação do modelo DENV2f usando como referência a 

estrutura cristalográfica do PDB ID: 3U1I, o valor foi de 1,3 Å, evidenciando que o modelo 

utilizado durante o estudo é apropriado para estudar a replicação viral (Figura 60), bem como, 

varredura de inibidores para a protease.  

 

5.4  MODELO DENV2f COM O SUBSTRATO 1 (DENV2f-SUBS1) 

A observação do sistema DENV2f na presença do substrato (ACE-ALA-GLY-ARG-

LYS-SER-ILE-NME) (Figura 61) dará uma melhor compreensão das interações que mantém 

o substrato na região do sítio ativo da DENV2f, assim como a análise dos resíduos que são 

importantes para a reação de quebra do substrato, já que na próxima etapa do trabalho será 

necessário saber o ambiente reacional para a construção do modelo reacional QM/MM. 
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Figura 61: Uma conformação da DENV2f-SUBS retirada da simulação de dinâmica molecular num 
ensemble NPT. As moléculas de água da caixa de simulação não estão representadas na figura para melhor 
visualização. Em Azul NS3, vermelho a NS2B, representado em canudo estão os resíduos do sítio ativo 
(HIS33, ASP57 e SER117), e a representação em bola são do inibidor sem os hidrogênios para a melhor 
visualização. 
 

 

A Figura 62 mostra o RMSD obtido para a simulação de 237 ns de dinâmica 

molecular para estrutura da DENV2f-SUBS1. Nos primeiros 8 ns de simulação, em que o 

substrato estava preso por uma restrição com constante de força de 200 kcal mol-1 Å-2), o seu 

RMSD (gráfico verde da Figura 62) se mantém numa região com pouca oscilação, como 

esperado. Retirada a restrição, o substrato se estabiliza oscilando uma região próxima a 2,0 Å. 

Já o comportamento do DENV2f, assim como das porções NS3 e NS2B é de um RMSD 

maior, mas estabilizado depois dos 50 ns de dinâmica molecular. Na Figura 62, os gráficos 

em preto, azul e vermelho tem o mesmo comportamento, evidenciando que as duas poções da 

protease contribuem da mesma maneira para um RMSD médio de 1,95 Å, mostrando que 

houve uma variação maior com relação a estrutura de partida.  
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Figura 62: RMSD para DENV2f (preto), assim como, o RMSD só para a NS3 resíduos 1 a 152 em azul, NS2B 
resíduos 153 a 192 em vermelho e para o substrato em verde. 
 

 

Observa-se que também existe uma maior variação em torno da média do RMSD 

quando comparamos com o caso DENV2f-INIB (Figura 51, Página 103), mostrando uma 

maior mobilidade da protease, assim como também do substrato (gráfico verde da Figura 62).  

O tamanho do substrato pode ser responsável por essa maior mobilidade da DENV2f, já que 

esta precisa se ajustar a uma molécula muito maior (7 resíduos) do que no caso anterior 

(DENV2f-INIB, apenas 5 resíduos).   

Analisando o gráfico de RMSF, na Figura 63, observa-se que os resíduos 12, 72, 86, 

101, 153 e 185 da protease apresentam maior mobilidade, além dos resíduos 198 e 199 do 

substrato. Os resíduos 72, 86 e 101 não apresentavam essa mobilidade no caso da DENV2f-

INIB (Figura 52, Página 104). Entretanto, esses resíduos estão em regiões da proteína que não 

apresentam estrutura, assim é natural que resíduos dessa região sejam mais móveis. Essa 

maior mobilidade já tinha sido observada pelo RMSD da proteína. Os resíduos do sítio ativo 

apresentam os mesmos valores para RMSF (Figura 63) quando comparados com os obtidos 

para o DENV2f-INIB (Figura 52). Os resíduos 72, 86, 101 e 185 ganharam mobilidade, 

mostrando que o substrato não interage com esses resíduos como o inibidor. No sistema livre, 

DENV2f (Figura 44, Página 95), esses resíduos também apresentam menor mobilidade, 
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indicando que a presença do substrato gera uma perturbação na região, fazendo com que eles 

fiquem mais flexíveis. Já os resíduos das regiões terminais como 1-12, 150-152, 153-156 e 

190-192 (Figura 63) se comportam da mesma maneira como no sistema DENV2f (Figura 44, 

Página 95). Entretanto, o caso DENV2f-INIB (Figura 52) essa mobilidade das extremidades é 

diminuída com relação ao DENV2f (Figura 44, Página 95) livre.  

 

 
Figura 63: RMSF para os resíduos da DENV2f-SUBS1, região delimitada com seta azul são os resíduos da 
NS3, a seta em vermelho são os resíduos da NS2B, já a seta em verde delimita os resíduos do substrato. A 
numeração é para os resíduos que apresentam maior mobilidade. 

 

 

A Figura 64 mostra que tanto a NS3 quando a NS2B oscilou mais em suas posições do 

que no caso DENV2f-INIB (Figura 53, Página 105), como dito anteriormente, o número 

maior de resíduos no substrato faz com que a proteína tenha que se ajustar mais, provocando 

uma maior mobilidade dos seus átomos. Algo interessante é a região grampo-β da NS2B que 

oscila bastante quando comparamos com o caso DENV2f-INIB, e sabe-se que no caso do 

inibidor com poucos resíduos, essa região da proteína interage tanto com inibidor quanto com 

a região do sítio ativo.   
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Figura 64: Ilustração da superposição para as 700 conformações retiradas da simulação de dinâmica 
molecular NPT da DENV2f-SUBS.  a) superposição da NS3; b) superposição da NS2B. A região da NS3 
(azul), em vermelho a NS2B e representado com bolas o substrato.  

 

 

Na Figura 65 em que as imagens da estrutura DENV2f-INIB e DENV2f-SUBS1 estão 

superpostas é possível ver a diferença de tamanho entre os peptídeos do inibidor e substrato. 

Parte do substrato fica sob uma região flexível da proteína (resíduos 112-116), prendendo o 

substrato nessa região por efeitos estéricos.  

Para tirar algumas dúvidas quanto à mobilidade da proteína, analisamos 

separadamente o RMSD de regiões diferentes, para que ficasse claro se havia ou não uma 

região da proteína com mobilidade muito maior, ou era um fenômeno da proteína com todo. 

Escolhemos, a partir da análise dos resíduos que apresentaram maior mobilidade pelo gráfico 

do RMSF (Figura 63) as regiões que são mostradas na Figura 66, incluindo regiões da NS3 e 

da NS2B. Essas regiões são os resíduos terminais da NS2B, e resíduos da NS3 que interagem 

com os resíduos terminais da NS2B (Figura 66).  
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Figura 65: Ilustração da superposição das estruturas da DENV2f-INIB e DENV2f-SUBS, onde o inibidor 
estar representado em lilás, e o substrato em verde. NS3 em azul escuro parte da DENV2f-INIB; NS3 em 
azul claro parte da DENV2f-SUBS; NS2B em vermelho da estrutura DENV2f-INIB; NS2B em laranja da 
estrutura DENV2f-SUBS.  

  

O RMSD (Figura 67) das regiões amarela e laranja da Figura 66 apresentaram maior 

variação em torno da média, variação de 1,3 Å e 1.1Å, respectivamente. Portanto, foram que 

mais oscilaram, o que a princípio não se esperaria, pois no caso do DENV2f-INIB isso não é 

observado, e também pela região ser bem estruturada. Como visto na Figura 66, essas duas 

porções ficam próximas ao sítio de reação. A região em vermelho apresentou uma variação 

em seu RMSD de 2,0 Å (Figura 67), essa região fica próxima à região em laranja (Figura 66). 

Isso tudo mostra que a presença de uma molécula maior provoca um comportamento diferente 

quando comparado a uma molécula menor.  
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Figura 66: Ilustração para algumas regiões da proteína. Em amarelo os resíduos 10 a 14; azul os resíduos 
112 a 116; laranja os resíduos 138 a 141; rosa resíduos 153 a 158 e rosa escuro os resíduos 182 a 192. 
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Figura 67: RMSD para algumas regiões da proteína (Figura 66). RMSD: amarelo para os resíduos 10 a 14; 
azul os resíduos 112 a 116; laranja os resíduos 138 a 141; rosa resíduos 153 a 158 e vermelho os resíduos 
182 a 192.  

 

 

Ao analisar a Figura 66, nota-se que os resíduos 10 a 14 (amarelo) e os resíduos 138 a 

141 (laranja) se posicionam de maneira oposta um ao outro. Assim, avaliamos a distância 

entre dois resíduos, sendo um o resíduo ILE12 e outro o resíduo SER140, na Figura 68. 
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Figura 68: Distância entre os resíduos ILE12 e SER140.  

 

A distância (Figura 68) entre os resíduos ILE12 (amarelo na Figura 66) e SER140 

(laranja na Figura 66) apresentou variação de até 21,0 Å. Isso indica que durante a dinâmica 

molecular essas regiões fizeram um movimento de abrir e fechar. Como as duas regiões ficam 

próximas a região de acesso ao sítio ativo, uma molécula maior pode ter maior dificuldade de 

aproximação ao sítio ativo.  

Esse resultado é de grande importância, especialmente em trabalhos de docking 

molecular, pois a utilização de uma única estrutura do alvo molecular pode não ser a melhor 

opção. Talvez haja a necessidade do uso de um conjunto de estruturas que melhor 

representem a dinâmica dessa proteína. Isso foi também indicado no trabalho de De Almeida 

et al., onde distinguiram quatro estados conformacionais diferentes para a NS3 do vírus da 

Dengue, através de dinâmica molecular (DE ALMEIDA et al., 2013).A Figura 69 mostra 

algumas dessas estruturas que apresentam essa mudança estrutural referente ao movimento 

das regiões amarela e laranja da Figura 66. Fica claro que o movimento observado na região 

amarela e laranja é acompanhado por outros movimentos da proteína. Possivelmente o 

substrato, por ter mais resíduos que o inibidor (caso DENV2f-INIB), provoque maiores 

perturbações no sistema, e apresente maiores dificuldades para alcançar sua posição ideal no 

sítio ativo da proteína.  
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Figura 69: Ilustração de algumas estruturas da DENV2f-SUBS em que as regiões dos resíduos 112-116 e 
os 138-141 estão fazendo um movimento de se afastar e se aproximar uns dos outros, relativamente. 
Distância relativa entre as regiões amarela e laranja a) 45,3 Å; b) 35,5 Å; c) 44,5 Å e d) 34, 1 Å. Em azul a 
NS3; vermelho a NS2B; verde o substrato e amarelo os resíduos 112-116 e, laranja os resíduos 138-141. 
 

 

Com relação às possíveis interações que substrato possa fazer, observamos os resíduos 

da protease de serina que mais aparecem num raio de 5.0 Å em torno do substrato, contando 

os com maior frequência de aparecimento neste raio (Figura 70). Os resíduos do sítio ativo 

aparecem próximos ao substrato numa frequência maior que 90%, assim como os resíduos 

83,111-119, 132-137, 143, o único resíduo da NS2B que aparece com mais de 70% é o 

resíduo 188, mostrando que há pouca interação entre o substrato e a NS2B, especialmente a 

porção grampo-β terminal, que no caso anterior (DENV2f-INIB) foi responsável por várias 

interações com o inibidor. Experimentalmente se observa que em inibidores grandes não há 

interação com a NS2B.(NOBLE et al., 2012) Ou seja, esse resultado está de acordo com 

dados já observados para moléculas grandes (mais de seis resíduos).(NOBLE et al., 2012) 
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Figura 70: Resíduos que estão num raio de 5.0 Å dos resíduos do substrato. Os resíduos vizinhos estão no 
eixo da abscissa, enquanto a frequência da contagem dos frames que aparecem está no eixo da ordenada. 

 

Na Figura 71 é possível verificar a região dos resíduos que estão próximos ao 

substrato-1 num raio de 5.0 Å. Uma das regiões (região 4 na Figura 71 (b)) é aquela vista na 

Figura 66 (cor azul), uma região bastante flexível. Uma análise das ligações de hidrogênio 

será capaz de tirar algumas dúvidas sobre o tipo de interação do substrato com a proteína.  
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Figura 71: Ilustração dos resíduos que estão num raio de 5.0 Å dos resíduos do substrato. a) os resíduos 
estão representados por uma superfície, e o substrato estar sobre essa superfície. ; b) os resíduos estão 
representados em verde na imagem, e a numeração se refere à região que está representada no gráfico da 
Figura 70. Representado em azul a NS3, em vermelho a NS2B, em bolas o substrato, e em verde os 
resíduos que estão num raio de 5.0 Å do substrato. No substrato não há a representação dos hidrogênios 
para a melhor visualização.  

 

A análise das ligações de hidrogênio entre substrato e a proteína (DENV2f) (Tabela 3) 

mostra que existem poucas interações de natureza forte entre essas moléculas, o que pode 

indicar que a permanência do substrato na região do sítio ativo seja devida a efeitos estéricos, 

interações de carga e interações de van der Waals (vdW), o que já foi observado 

experimentalmente para inibidores com mais de quatro resíduos. (NOBLE et al., 2012)  

Apenas três dos sete resíduos do substrato interagem através de ligações de hidrogênio 

com a proteína, dois resíduos com carga positiva (ARG195 e LYS196) e um de carga neutra e 

apolar (ILE198) (Tabela 3). 

Os resíduos da proteína que interagem por ligação de hidrogênio com o substrato 

foram os ASP111, PHE112, GLY115, GLY133 e TYR143 (Tabela 3), ou seja, interações 

observadas também no caso DENV2f-INIB (Tabela 2 Página 107), exceto para os resíduos do 

sítio ativo que não aparecem no caso com o substrato. 

Os resíduos responsáveis pela cavidade oxiânion também são observados interagindo 

com o substrato, ASP111, GLY133 e TYR143, o que é importante para a etapa da reação na 

estabilização de uma das etapas.  

Uma maneira de melhor visualizar o comportamento dessas ligações de hidrogênio 

durante a simulação é acompanhando as distâncias dessas ligações durante a simulação de 

dinâmica molecular (Figura 72).   
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Tabela 3: Dados das ligações de hidrogênio entre a DENV2f e o substrato-1. Resíduos do substrato estão 
destacados em negrito. 

Aceitador Doador % Tempo Média da distância (Å) 

GLY133 LYS196 61 2,87 

ARG195  GLY115         56 2,85 

PHE112         ARG195  29 2,84 

ASP111  ARG195  24 2,82 

ILE198         TYR143  17 2,80 

 

Na Figura 72 é possível verificar que só r1 e r2 passam maior parte do tempo com a 

distância da ligação de hidrogênio menor que 2,5 Å. Essas duas ligações de hidrogênio são 

entre resíduos do sítio ativo, r1 (SER117-HIS33) e r2 (ASP57-HIS33).  

 

 

 
Figura 72: Distâncias de ligação de hidrogênio versus os frames da simulação. As distâncias r1 (SER117-
HIS33); r2 (ASP57-HIS33); r3 (GLY133-LYS196); r4 (ARG195-GLY115); r5 (PHE112-ARG195); r6 (ASP11-
ARG195); r7 (AILE198-TYR143). 
 

 

Já as outras ligações de hidrogênio passam pouco tempo com distância menor que 

2,5 Å, mostrando os casos r3, r4, r5, r6, e r7 com valores acima de 3,0 Å, ou seja, interações 

mais fracas entre esses resíduos. Isto evidencia que na presença desse substrato, os resíduos 
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do sítio ativo tenderam a interagir entre si ao invés de com o substrato, e mostra que as 

interações entre proteína e substrato não são fortes. Portanto, o que deve manter o substrato 

nessa região são efeitos estéricos, interações de carga e van der Waals (vdW) . 

Os efeitos estéricos podem estar relacionados aos resíduos da Figura 66 (Página 118), 

em que os resíduos 112-116 ficam sobre parte do substrato, os resíduos 10-14 e resíduos 138-

141 que fazem um movimento do tipo abertura e fechamento. Isso tudo pode estar 

relacionado ao tamanho da molécula do substrato (sete resíduos) que induz outro tipo de 

comportamento na proteína (DENV2f). 

Nesse sistema também avaliamos o número médio de moléculas de água próximas ao 

sítio ativo (HIS33, ASP57 e SER117), pois a água pode participar de uma das fases da reação 

de quebra da ligação peptídica do substrato.(HEDSTROM, 2002b) Analisamos também o 

número de moléculas de água próximas a cada resíduo do sítio ativo separadamente, 

avaliando assim quais dos resíduos interagem mais com moléculas de água. Ao observar a 

Figura 73, pode-se ver que existe um grande número de moléculas de água próximas ao sítio 

ativo (média de 12 moléculas de H2O), sendo o resíduo HIS33 (média de 7 moléculas de 

H2O) o que apresenta maior quantidade quando comparada com os demais resíduos do sítio 

ativo, ASP57 e SER117, para os quais notamos uma média de 4 e 3 moléculas de água 

próximas, respectivamente. No caso do DENV2f-INIB, o resíduo SER117 aparece com mais 

duas moléculas de água próximas, ou seja, este resíduo tende a interagir mais com as 

moléculas de água do que com o substrato, além da interação com o resíduo HIS33 que 

aparece, nesse caso, mais forte.  As moléculas de água próximas aos resíduos HIS33 e 

SER117 não interferiram na interação entre os mesmos (Figura 72). 
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Figura 73: Número de moléculas de H2O que estão a uma distância de 5.0 Å dos resíduos do sítio ativo. 
Em preto são as águas que estão próximas a tríade do sítio ativo, em azul ao resíduo HIS33, em vermelho 
ao resíduo ASP57 e verde ao resíduo SER117. 

 

 Os resultados desse sistema mostraram que o modelo DENV2f está de acordo com 

dados experimentais da proteína na presença de um inibidor com maior número de resíduos 

(mais que seis).(NOBLE et al., 2012) 

Entretanto, como não existe uma estrutura cristalina resolvida dessa protease com seu 

substrato, portanto, era necessário um sistema mais comportado do ponto de vista estrutural, e 

com dados cristalográficos para o modelo DENV2f. Deste modo, necessitava-se de um estudo 

com um modelo de substrato com um número menor de resíduos, pois o DENV2f-INIB, onde 

o inibidor tem quatro resíduos poderia servir de modelo DENV2f com um novo modelo de 

substrato.  

  

5.5 MODELO DENV2f COM SUBSTRATO 2 (DENV2f-SUBS2) 

 Observamos, na simulação anterior do modelo DENV2f com o substrato-1 (ALA-

GLY-ARG-LYS-SER-ILE-NME), que era necessário um novo modelo de substrato para o 

estudo da protease DENV2f. 
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A sequência de aminoácidos do novo modelo de substrato foi obtida de um artigo 

experimental que testou várias sequências de aminoácidos de oito resíduos,(SHIRYAEV et 

al., 2007) mostrando que a sequência que apresentava maior eficiência catalítica para a 

protease de serina (NS2B-NS3) do vírus da Dengue era GKKRR↓PVR (a seta para baixo 

indica a região da quebra da ligação entre os resíduos). (SHIRYAEV et al., 2007) . Desta 

maneira, decidimos estudar a DENV2f com um novo modelo se substrato baseado nesses 

dados. 

Então, escolhemos um segundo modelo para o substrato, aqui referenciado de 

substrato-2, com os quatro aminoácidos RRVP (CH3NH-R-R-P-V-COCH3), pois evitaria 

assim problemas com estrutura desse substrato, onde CH3NH e COCH3 são resíduos para 

completar a valência. 

 Alinhamos os resíduos desse novo substrato na estrutura de raio-X do inibidor que 

também contém quatro aminoácidos, mantendo a díade R-P próxima a região da serina do 

sítio ativo (Figura 74). Isso é fundamental para o estudo do mecanismo de reação que será 

mostrado na próxima secção (Página 133). Desta maneira, fizemos o estudo de dinâmica 

molecular desse novo sistema (DENV2f-SUBS2). 

 A Figura 75 mostra o RMSD obtido para a simulação de 125 ns de dinâmica 

molecular para a estrutura DENV2f-SUBS2. Nos primeiros 5 ns de simulação, onde o 

substrato (CH3NH-R-R-P-V-COCH3) estava preso por uma restrição com constante de força 

de 200 kcal mol-1 Å-2, o seu RMSD (gráfico verde na Figura 75), em relação a estrutura 

inicial, se mantém numa região com pouca oscilação. Depois de retirada a restrição, o 

substrato se estabiliza oscilando numa região de 1,8 Å, entretanto, na região de 80-100 ns 

percebe-se uma maior oscilação, provavelmente devido ao molde usado para o substrato-2, 

em que os resíduos do inibidor são diferentes, e o alinhamento só se deu pelo backbone da 

estrutura, portanto, as cadeias laterais acabam se movendo mais para se adaptar as regiões da 

protease. No entanto, o comportamento da protease de serina (DENVf2 na Figura 75), assim 

como das regiões NS3 e NS2B é de um RMSD de aproximadamente 2,4 Å, mas são 

estabilizados depois dos 40 ns de dinâmica molecular.  
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Figura 74: Uma conformação da DENV2f-SUBS2 retirada da simulação de dinâmica molecular numa 
ensemble NPT. As moléculas de água da caixa de simulação não estão representadas na figura para melhor 
visualização. Em Azul NS3, vermelho a NS2B, representado em canudo estão os resíduos do sítio ativo 
(HIS33, ASP57 e SER117), e a representação em bola são do inibidor sem os hidrogênios para a melhor 
visualização. 

   

 Observa-se que existe uma variação menor em torno da média do RMSD quando 

comparamos com o caso anterior (DENV2f-SUBS1), mostrando que um substrato menor 

interfere menos na estrutura da proteína.  
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Figura 75: RMSD para DENV2f (preto), assim como, o RMSD só para a NS3 resíduos 1 a 152 em azul, NS2B 
resíduos 153 a 192 em vermelho e para o substrato (2) em verde. 

 

Analisando o gráfico de RMSF (Figura 76), observa-se que a mobilidade dos resíduos 

é menor do que no sistema DENV2f-SUBS1(Figura 63, Página 115). Exceto o resíduo 153, 

pois é um resíduo terminal e tem grande mobilidade em todos os sistemas estudados até aqui.  

Ou seja, o número menor de resíduos no substrato causou uma menor perturbação no sistema, 

desse modo, fez com que o sistema se ajustasse mais rapidamente que no caso anterior 

(DENV2f-SUBS1). Ao compararmos com o sistema DENV2f-INIB (Figura 52, Página 104), 

percebe-se que o sistema DENV2f-SUBS2 (Figura 76) apresenta maior mobilidade dos seus 

resíduos, indicando que o substrato provocou uma perturbação maior no sistema.  
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Figura 76: RMSF para os resíduos da DENV2f-SUBS, região delimitada com seta azul são os resíduos da 
NS3, a seta em vermelho são os resíduos da NS2B, já a seta em verde delimita os resíduos do substrato. A 
numeração é para os resíduos que apresentam maior mobilidade. 

 

 Na Figura 77 observa-se a superposição de 700 frames de simulação, permitindo 

analisar de maneira visual a mobilidade da cadeia principal de cada parte da proteína, NS2B e 

NS3.  Quando o substrato-2 está posicionado na região do sítio ativo, a estrutura se mostra 

com pouca variação da posição dos átomos da cadeia principal para NS3 e NS2B. Não foi o 

que percebeu-se na secção anterior. Isso indica que esse substrato com quatro aminoácidos é 

um modelo melhor para o estudo do mecanismo de reação.   

 

Figura 77: Ilustração da superposição para as 750 conformações retiradas da simulação de dinâmica 
molecular NPT da DENV2f-SUBS2.  a) superposição da NS3; b) superposição da NS2B. A região da NS3 
(azul), em vermelho a NS2B. 
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A Figura 78 mostra um histograma dos resíduos da protease que estão a 

aproximadamente 5,0 Å do substrato. Dois dos resíduos da tríade catalítica (HIS33 e SER117) 

aparecem em todos os frames dentro dessa região, e o outro resíduo da tríade (ASP57) 

aparece em 60 % dos frames. Só um resíduo SER188, da região NS2B aparece em mais de  

50 % dos frames. A maior interação do substrato é com resíduos da NS3. As interações por 

podem ser ligações de hidrogênio, eletrostáticas ou de van der Waals. 

 

Figura 78: Gráfico dos resíduos que estão num raio de 5.0 Å dos resíduos do substrato (2). Os resíduos 
vizinhos estão no eixo da abscissa, enquanto a frequência da contagem dos frames que aparecem está no 
eixo da ordenada. 

 

 Observando a Tabela 4, identifica-se quais são os resíduos da protease que mais fazem 

ligações de hidrogênio com o substrato-2.  

 

Tabela 4: Dados das ligações de hidrogênio entre a DENV2f e o substrato (2). Resíduos do substrato estão 
destacados em negrito. 

Aceitador Doador % Tempo Média da distância (Å) 

GLU153  ARG197         29 2,81 

VAL34  ARG197         28 2,82 

PRO114         ARG196  11 2,88 

ARG197         TYR143  10 2,84 
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 Os resíduos da proteína que mais interagem por ligações de hidrogênio com substrato-

2 foram GLU153, VAL34, PRO114 e TYR143. Esses resíduos diferem do caso com o 

substrato-1 (Tabela 3, Página 124), exceto pelo resíduo TYR143. Sabemos que o resíduo 

TYR143 pode ser importante para estudo do mecanismo, pois o mesmo é forma uma cavidade 

oxiânion que estabiliza um dos intermediários da reação.  

 Para podermos começar o estudo da reação foi necessário avaliar duas distâncias 

específicas. Uma é definida entre o oxigênio da serina (SER117) e o carbono carboxílico de 

um dos resíduos do substrato, o que corresponde ao ataque nucleofílico da serina. A outra 

distância é definida entre o hidrogênio da serina e o nitrogênio épsilon da histidina, ambos 

resíduos do sítio ativo.  

 

 

Figura 79: Gráfico de distâncias e ilustração das mesmas na imagem ao lado. A distância d1 é definida 
entre o hidrogênio Hγ1 da serina e o nitrogênio Nε2 da histidina, e d2 é a distância entre o oxigênio Oγ1 da 
serina e o carbono carboxílico Cγ2 do substrato-2. 

 

 A média dessas duas distâncias são d1= 2,75 (± 1,18) Å e d2 = 5,65 (± 0,72) Å (Figura 

79). Como veremos na seção seguinte, essas distâncias d1 e d2 são de fundamental 

importância para o estudo do mecanismo de reação catalisado pela protease de serina. 
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Observa-se que o substrato em alguns frames fica aproximadamente a 3.0 Å da serina 

(SER117) do sítio ativo (d2). Assim como o hidrogênio da serina está sempre muito próximo 

ao nitrogênio épsilon da histidina (d1). Para a próxima etapa do trabalho, foi necessário 

escolhermos uma estrutura boa para começar o estudo da reação de quebra da ligação 

peptídica entre resíduos do substrato. Escolhemos a estrutura que apresentou menores valores 

d1(3,0 Å) e d2 (1,9 Å), simultaneamente.  

5.6 MECANISMO DE REAÇÃO 

5.6.1 Etapa de Acilação 

O perfil de energia livre (Potencial de Força Média, PMF) para o processo de 

formação do intermediário tetraédrico, calculado usando Umbrela Sampling com duas 

dimensões, está mostrado na Figura 80. A linha tracejada indica o caminho de menor energia 

para a formação do intermediário tetraédrico. Os valores de energia livre nos pontos críticos 

referentes a esse caminho estão na Figura 81. 

Figura 
80: Perfil de energia livre bidimensional (ou PMF) QM(PM3PDDG)/MM para a formação do intermediário 
tetraédrico (TI) pela reação da NS2B-NS3 protease com o substrato (VPRR). O zero da energia 
corresponde à formação do complexo enzima-substrato (ES).  A linha tracejada representa o caminho de 
menor energia para a formação do intermediário tetraédrico. Ilustração das mesmas na imagem ao lado. A 
distância d1 é definida entre o hidrogênio Hγ1 da serina e o nitrogênio Nε2 da histidina, e d2 é a distância 
entre o oxigênio Oγ1 da serina e o carbono carboxílico Cγ2 do substrato-2. 
 

 

 Essa primeira etapa da reação envolve dois eventos: a transferência do próton da 

SER117 para HIS33, representada pela coordenada d1, e o ataque nucleofílico do oxigênio da 

SER117 ao carbono carboxílico do substrato. A literatura mostra duas possibilidades: Warshel 

e colaboradores sugerem uma reação em etapas com a transferência de próton da serina para 

histidina, anterior ao ataque nucleofílico.(BENTZIEN et al., 1998; WARSHEL, 1991) Outros 
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apoiam que a transferência do próton entre SER e HIS ocorre de maneira concertada com o 

ataque nucleofílico da serina ao substrato.(ISHIDA; KATO, 2003b)  

No caso específico da quebra da ligação peptídica pela NS2B-NS3 do vírus da 

Dengue, nossos resultados mostram que o caminho de menor energia passa por um mínimo 

relacionado à esta transferência do próton entre a serina e a histidina. A barreira para a 

formação desse estado intermediário (PTP, produto da transferência de próton), é de 

24,1 kcal/mol. Entretanto, esse estado fica em um poço energético muito raso (Figura 81), 

indicativo de tempo de vida curto para a espécie, o que pode explicar a controvérsia sobre o 

mecanismo. Uma vez que o próton é transferido para a histidina, a reação segue para a 

formação do intermediário tetraédrico com uma barreira de 10,9 kcal/mol.  

 

Figura 81: Ilustração da diferença de energia livre dos pontos estacionários em relação ao complexo 
enzima-substrato (ES) que representa o caminho de menor energia observado na Figura 80. Deste modo, 
apresentando o patamar de energia para cada ponto estacionário e, uma melhor visualização das 
barreiras de energia entre os estados. 

 

 O estado de transição para a transferência do próton (Hγ1) da serina para o nitrogênio 

(Nε2) da histidina ocorre em torno de d1(Hγ1 - Nε2) = 1.19 Å e d2 (Oγ1 - Cγ2) = 2.27 Å (Tabela 

5). Isso mostra apenas uma pequena aproximação entre Oγ1 da serina ao Cγ2 do substrato com 

relação a estrutura inicial. Na formação do intermediário (PTP), d1 é encurtada enquanto d2 

permanece a mesma (d1 = 1.09 Å, d2 = 2.27 Å) (Tabela 5), indicando a transferência do 

próton antecedendo o ataque nucleofílico. Esse resultado é semelhante ao obtido por Kato e 

Ishida.(ISHIDA; KATO, 2003b) Estudando o mecanismo de reação da serina protease 

tripsina, eles observam também que, após uma pequena aproximação inicial do substrato, o 

ataque nucleofílico ocorre apenas após a transferência do próton. 
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Tabela 5: Valores médios e desvios padrão das distâncias em cada um dos pontos estacionários, na qual 
estão identificadas na Figura 80.  Médias obtidas sobre 50 ps de simulação em cada um dos pontos 
estacionários. Valores em Å. 

Estado Distância 

d1a d2a d3 d4 d5 d6 

ES 1,83 ± 0,12 2,37 ± 0,01 3,88 ± 0,68 1,42 ± 0,03 0,99 ± 0,03  3,17 ± 1,28  

TS1 1,19 ± 0,02 2,27 ± 0,01 3,14 ± 0,18 1,42 ± 0,03 1,01 ± 0,03 1,66 ± 0,07 

PTP 1,09 ± 0,02 2,32 ± 0,01 3,26 ± 0,19 1,42 ± 0,03 1,01 ± 0,03 1,67 ± 0,07 

TS2 1,05 ± 0,02 1,82 ± 0,01 2,89 ± 0,19 1,47 ± 0,03 1,01 ± 0,03 1,69 ± 0,14 

TI 0,95 ± 0,02 1,44 ± 0,01 3,55 ± 0,37 1,52 ± 0,04 0,98 ± 0,04 3,29 ± 1,31 
a Coordenadas d1 e d2 estão restritas durante esta etapa. 

 

 

Figura 82: Esquema para representar algumas das distâncias médias que estão na Tabela 5 . Os valores 
das distâncias estão em Å. 

5.6.1.1 O papel da ASP57 no mecanismo. 

Alguns trabalhos sugerem que o aumento da nucleofilicidade da serina (SER117) seja 

devido não a uma, mas a duas transferências de prótons concertadas: da SER117-

Oγ1→HIS33-Nε2 e HIS33-Nδ1→ASP57-Oδ1.(HUNKAPILLER et al., 1973; SCHOLTEN; 

HOGG; RAUSHEL, 1988; WARSHEL; RUSSELL, 1986) No nosso caso isso também é 

observado. Na Tabela 5 observa-se que, mesmo antes de ocorrer a transferência de próton 

SER117-Oγ1 → HIS33-Nε2, o hidrogênio delta ( da HIS33 (Hδ1) já foi transferido para o 

ASP57 (Oδ1). Essa transferência aumenta a nucleofilicidade da posição épsilon ( da HIS33, 

permitindo a transferência SER117-Oγ1→HIS33-Nε2, ativando a SER117 para o ataque 

nucleofílico ao substrato. 
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5.6.1.2 Cargas atômicas 

A mudança no caráter básico no nitrogênio HIS33-Nε2 pode ser acompanhada pela 

variação nas cargas de Mulliken. A Figura 83 mostra as cargas nos pontos estacionários da 

reação para os átomos envolvidos. É possível notar a mudança de caráter básico do átomo Nε2 

para uma natureza ácida após a transferência do próton SER117-Oγ1→HIS33-Nε2. Essa 

mudança de característica é fundamental para etapa de quebra da ligação peptídica, pois esse 

hidrogênio (Hγ1) será transferido para o nitrogênio do substrato (Nγ2), levando à quebra da 

ligação peptídica.   

 

 

Figura 83: Cargas de Mulliken para alguns dos átomos da região de reação no processo de formação do 
intermediário tetraédrico.  As barras coloridas são os valores médios para cada nos pontos estacionário. O 
desvio padrão é mostrado pela barra em preto em cada uma das cargas. Isso corresponde a 50 ps em cada 
um dos pontos estacionários. 

 

 A carga negativa sobre o SER117-Oγ1 aumenta após a transferência do próton 

SER117-Oγ1→HIS33-Nε2 formando o intermediário PTP, momento em que apresenta seu 

valor mais baixo de -0.714. Esse aumento de carga é importante para a ativação da SER117, 

que ataca o carbono Cγ2 do substrato para formar o intermediário tetraédrico. Após esse 

ataque, a carga negativa do Oγ1 volta a cair com a redistribuição de carga para o Oγ2 e Nγ2, já 

preparando esse último para a próxima etapa. 

No processo, o oxigênio Oγ2 (substrato) tem sua carga cada vez mais negativa durante 

o processo de ataque nucleofílico, chegando a um valor de -0.828, quando o intermediário 
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tetraédrico (TI) é formado. Essa carga negativa é estabilizada por moléculas de água próximas 

(a pelo menos 3.0 Å) do átomo Oγ2 do substrato (Figura 83).  

As cargas formais de Mulliken dos nitrogênios Nε2 e Nγ2 (Figura 83) mostram que, 

enquanto o nitrogênio HIS33-Nε2 aumenta sua natureza ácida, o nitrogênio Nγ2 (substrato) fica 

cada vez mais básico. Isto é crucial para a etapa seguinte de clivagem da ligação peptídica, 

pois a transferência do Hγ1 entre esses nitrogênios (HIS33-Nε2→Subs-Nγ2) induz a quebra da 

ligação peptídica (d4, Cγ2 – Nγ2). 

 

5.6.1.3 A cavidade oxiânion (oxiânion hole) na NS2B-NS3 é formada por moléculas de água.  

Na Figura 84 é possível notar que, nos pontos estacionários, há duas moléculas de 

água dentro de um raio de até 3.0 Å de Oγ2 em 60% dos frames, ajudando a estabilizar a carga 

negativa.  Durante o ataque nucleofílico (TS2) essa porcentagem chega a 95% dos frames. 

Quando o intermediário tetraédrico (TI) se forma completamente, essa quantia retorna a 65%, 

enquanto a porcentagem de frames onde três moléculas de água se aproximam de Oγ2 

aumenta, chegando a 35% dos frames. Como nesse sistema não há nenhum resíduo da 

proteína próximo o suficiente (3.5 Å) do oxigênio Oγ2, a cavidade oxiânion (oxianion hole) é 

formada apenas por moléculas de água, podendo ser duas ou três moléculas de água 

estabilizando a carga negativa sobre Oγ2. Daggett e colaboradores, por cálculos teóricos 

usando os métodos semi-empíricos AM1 e PM3, para modelos do sitio ativo da tripsina 

reagindo com compostos amida e ester na formação de complexos tetraédricos, mostraram a 

importância da cavidade oxiânion na estabilização do intermediário tetraédrico em até 14 

kcal/mol, utilizando duas moléculas de água na região.(SCHROEDER; DAGGETT; 

KOLLMAN, 1991)  
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Figura 84: Número de moléculas de água em percentagem dos frames de cada ponto estacionário. Cada 
uma das cores representa um número específico de moléculas de água. Esse dado foi obtido em 50 ps de 
cada um dos pontos estacionários. 

 

5.6.2 Etapa de Quebra da Ligação Peptídica  

Para esta etapa, partimos de uma das estruturas da simulação do ponto estacionário 

referente ao estado TI. Na simulação da etapa anterior, as coordenadas d1 e d2 estavam 

restritas. Dentre as estruturas geradas, escolhemos a que apresentava o menor valor para a 

coordenada que representa a transferência do próton (Hγ1) da His51 para o nitrogênio (Nγ2) do 

grupo de saída do substrato (Hγ1–Nγ2, d3=2.51 Å). Essa estrutura foi submetida à uma 

minimização de energia na qual apenas d3 foi restrito ao seu valor inicial, e todas as demais 

distâncias foram deixadas livres. À estrutura final obtida nos referimos por TI2 (intermediário 

tetraédrico 2). 

A segunda etapa da reação foi simulada controlando-se apenas a transferência de 

próton (d3), o que levou automaticamente à clivagem da ligação peptídica (d4). A estrutura 

escolhida como ponto de partida foi submetida à minimização de energia com restrição 

apenas na coordenada (d3=2.51 Å). Inicialmente, utilizamos 5 janelas para reduzir d3 até a 

distância de 2.05 Å. A partir desse ponto utilizamos 11 janelas para reduzir d3 até o valor 

final de 0.95 Å. 
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Tabela 6: Valores médios e desvios padrão das distâncias em cada um dos pontos estacionários, na qual 
estão identificadas na. Médias obtidas sobre 30 ps de simulação em cada um dos pontos estacionários. 
Valores em Å. 

Estado Distância 

d1 d2 d3a d4 d5 d6 

TI2 1,03 ± 0,03 1,49 ± 0,04 2,51 ± 0,03 1,51 ± 0,04 1,00 ± 0,04 1,72 ± 0,19 

TS3 1,20 ± 0,09 1,45 ± 0,04 1,50 ± 0,04 1,59 ± 0,05 1,61 ± 0,06 1,06 ± 0,04 

AE 3,58 ± 0,48 1,37 ± 0,02 1,00 ± 0,02  6,58 ± 0,67 1,66 ± 0,06 1,04 ± 0,03 
 a Coordenada restrita durante essa etapa da reação. 

 

Figura 85: Esquema para representar algumas das distâncias médias que estão na Tabela 6. Os valores 
das distâncias estão em Å. 

 

A Figura 86 mostra a energia livre para a reação da transferência do próton Hγ1 para o 

nitrogênio Nγ2. Conforme o próton Hγ1 é transferido para o nitrogênio Nγ2 do substrato (d3 

diminui), ocorre a quebra da ligação peptídica (d4 aumenta). Há uma pequena barreira de 

Δ1 = 3,1 kcal/mol, seguido de um pequeno mínimo (0,9 kcal/mol mol) e uma nova barreira de 

Δ2 = 2,9 kcal/mol. A primeira barreira está relacionada com um evento de rearranjo que 

acontece longe da coordenada de reação d3, onde o ASP75 momentaneamente se afasta da 

HIS33, e depois aproxima-se novamente da HIS33. Como o vale entre os picos é raso, e se 

refere ao um evento indireto, consideramos como barreira de energia para esse processo a 

diferença de energia entre os estados TI2 e TS3, que é 5,1 kcal/mol. Este valor está abaixo das 

barreiras de energia para a formação de TI, de tal forma que a formação de TI deve ser o 

passo determinante da velocidade para a reação. Com a quebra da ligação peptídica, a ligação 

entre a SER117 e o substrato se fortalece. No estado acil-enzima (AE), a ligação acil-enzima 

apresenta seu menor valor d2 = 1,37 Å (Tabela 6). Ao mesmo tempo, o próton Hδ1 é 

devolvido para a HIS33, o que pode ser notado pelo aumento de d5 e diminuição de d6. 
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Figura 86: a) Perfil de energia livre para a reação de quebra da ligação peptídica. b) Esquema da 
diferença de energia livre dos pontos estacionários em relação ao produto AE. Ambos correspondendo a 
coordenada de reação unidimensional para a transferência do hidrogênio (Hγ1) da histidina (Nε2) para o 
nitrogênio (Nγ2) do grupo de saída do substrato (ARG).  

 

 Ao observar o comportamento dos ângulos (Tabela 7), nota-se que esses sofrem maior 

mudança quando a ligação peptídica é quebrada e o intermediário tetraédrico é desfeito. O 

carbono Cγ2, que apresentava uma hibridização sp3, passa para uma hibridização sp2 na 

formação dos produtos (AE). Os ângulos que sofrem maior mudança são os que incluem o 

átomo de nitrogênio (Nγ2), pertencente à arginina do grupo de saída. 

 
Tabela 7: Valores médios e desvios padrão dos ângulos (seis ângulos que definem uma estrutura 
tetraédrica) em cada um dos pontos estacionários, na qual estão identificadas na Figura 86. Médias 
obtidas sobre 30 ps de simulação em cada um dos pontos estacionários. O carbono alpha Cγ3 pertence ao 
resíduo da prolina. 

Ângulo 

(°) 

Estado 

 

TI2 TS3 AE 

a1   108,29 (3,12) 109,76 (3,66) 119,35 (2,99) 
a2 108,29 (3,37) 107,74 (3,60) 114,09 (3,39) 
a3 94,88 (3,35) 96,37 (4,04) 98,19 (17,61) 
a4 113,13 (2,78) 112,64 (3,20) 83,81 (8,14) 
a5 114,68 (3,09) 111,52 (3,24) 90,49 (17,74) 
a6 115,11 (3,39) 116,55 (3,30) 126,22 (3,59) 

 

5.6.2.1 Cargas atômicas  

A mudança da carga atômica (Figura 87) em alguns átomos importantes para a reação 

de quebra da ligação peptídica, evidencia a importância do ASP57 na estabilização do sistema 

reacional. A carga negativa do oxigênio ASP57-Oδ1 aumenta quando a estrutura tetraédrica é 

quebrada. Nesse momento, d5 (Hδ1 - Oδ1) = 1.66 Å e d6 (Hδ1 - Nδ1) = 1.04 Å, indicando que o 

próton Hδ1 volta ao HIS33-Nδ1, regenerando a histidina. Com a clivagem da ligação peptídica, 
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o oxigênio Subs-Oγ2 volta a ter uma carga aproximadamente -0.4 (Figura 87), igual ao 

complexo ES do começo do processo (Figura 83).  

 

 

Figura 87: Cargas de Mulliken para alguns dos átomos da região de reação durante o processo de quebra 
da ligação peptídica.  As barras coloridas são os valores médios para cada nos pontos estacionário. O 
desvio padrão é mostrado pela barra em preto em cada uma das cargas. Isso corresponde a 30 ps em cada 
um dos pontos estacionários. 

 

O nitrogênio HIS33-Nε2 da histidina, também muda de característica com relação a 

carga, que está positiva (ácido) no estado TI2 e, ao final da reação com a quebra da ligação 

peptídica, volta a sua característica básica inicial (ES), com carga negativa. 

5.6.2.2 Cavidade Oxiânion 

Nesta etapa da reação também investigamos a presença de moléculas de água dentro 

de um raio de 3,0 Å do oxigênio Subs-Oγ2 (Figura 88). Observa-se que o número de moléculas 

de água nessa região diminui quando a ligação peptídica é clivada e o intermediário 

tetraédrico é desfeito. Enquanto que no início de coordenada de reação (TI2) a maioria dos 

frames apresentavam duas ou três moléculas de água nessa região, no final (AE) há 

predominantemente apenas uma molécula de água próxima ao Subs-Oγ2, e uma parte 

significativa dos frames (~5 %) não apresentam nenhuma molécula de H2O na região. Isso 



142 

 

 

 

evidencia o papel das moléculas de água funcionando como a cavidade oxiânion para 

estabilizar o estado TI2. Depois de desfeito o TI2, a carga do Subs-Oγ2 volta ao seu estado 

normal e a cavidade oxiânion é desfeita. 

 

 

 
Figura 88: Número de moléculas de água em percentagem dos frames de cada ponto estacionário. Cada 
uma das cores representa um número específico de moléculas de água. Isso corresponde a 30 ps em cada 
um dos pontos estacionários. 

 

 As ligações de hidrogênio no sítio ativo são fundamentais para a catálise da reação de 

hidrólise da ligação peptídica pela protease de serina (NS2B-NS3), pois a transferência de 

próton entre a serina (SER) e a histidina (HIS) é viável devido ao ácido aspártico (ASP) que 

estabiliza a histidina através de uma ligação de hidrogênio, proporcionando assim que a 

histidina haja como base na primeira etapa da reação, assim como, agindo como ácido na 

etapa de quebra da ligação peptídica. As ligações de hidrogênio são também importantes para 

a estabilização do intermediário tetraédrico na região da cavidade oxiânion. Portanto, ao usar 

o método aproximado PDDG-PM3, é esperado que o valor da energia de ativação para reação 

seja superestimado (3.7.1.5 Estudo com proteases, Página 69). Pois, em estudo anterior 

comparando os métodos semi-empiricos AM1 e PM3 em reações de hidrólise de amidas e 

ésteres catalisada por protease de serina, tripsina, foi mostrado que o método PM3 obteve 
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resultados superiores para geometrias de ligação de hidrogênio, obtendo-se geometrias 

semelhantes aos encontrados na estrutura do cristal (SCHROEDER; DAGGETT; 

KOLLMAN, 1991). No entanto, as barreiras de energia para sistemas de transferência de 

prótons que contêm ligações de hidrogênio são normalmente superestimadas com PM3 

(MORPURGO; BOSSA; MORPURGO, 1998). A modificação PDDG-PM3 fornece uma 

descrição melhor das interações de atração de van der Waals entre átomos, produzindo 

energias de ligação de hidrogênio compatíveis para um conjunto de dímeros de água e 

dímeros de benzeno (REPASKY; CHANDRASEKHAR; JORGENSEN, 2002). 

Deste modo, o método é capaz de indica as tendências e estimar qual etapa é 

determinante para a cinética da reação. 

 

  



144 

 

 

 

6. CONSIDERAÇÕES FINAIS  

Conforme com o que foi proposto na seção de objetivos específicos, todos os sistemas 

(DENVa2, DENV2f, DENV2f-INIB, DENV2f-SUBS1 e DENV2f-SUBS2) foram simulados 

por dinâmica molecular, e apresentaram concordância com dados experimentais.  

Os cálculos mostram que a protease NS2B-NS3, apesar de existir predominantemente 

na forma aberta (inativa), pode existir também na conformação fechada (ativa) em solução, 

mesmo na ausência de substrato ou inibidor. 

A simulação com o modelo DENV2f mostrou maior rigidez na sua estrutura quando o 

inibidor estiver aprisionado a ela. Entretanto, o mesmo comportamento não é observado no 

caso com o substrato-1, no qual a DENV2f apresenta maior mobilidade. Essa maior 

mobilidade da proteína quando na presença de moléculas maiores (mais de cinco resíduos) é 

altamente relevante, especialmente em trabalhos de docking molecular com uso de um 

conjunto de estruturas para representar a dinâmica da proteína. Ao simularmos com um 

substrato com quatro resíduos (CH3NH-RRPV-COCH3) obtivermos resultados satisfatórios 

com relação a estabilidade estrutural da DENV2f, desta maneira pudemos usar o sistema 

DENV2f-SUBS2 para a etapa do mecanismo catalítico de quebra da ligação peptídica do 

substrato-2. 

O modelo DENV2f proposto se mostrou capaz de ser usado para o estudo reacional de 

quebra da ligação peptídica entre resíduos do substrato da NS2B-NS3 protease da Dengue, 

bem como, para a modelagem na triagem de inibidores do vírus da Dengue.  

A parte fundamental desse trabalho foi o estudo do mecanismo da reação catalisada 

pela serina protease (NS2B-NS3) do vírus da Dengue, usando simulações de dinâmica 

molecular com método híbrido QM/MM, e a técnica de amostragem “Umbrella Sampling” 

para obter a energia livre do processo. O perfil energético para a reação de acilação, ou seja, 

formação do intermediário tetraédrico, está dividido em duas partes. A primeira parte é a 

ativação da SER117, através da transferência do próton (Hγ1) da serina para o nitrogênio 

épsilon da HIS33, com energia livre de 24,1 kcal/mol. Para que essa etapa ocorra, é 

necessário que o hidrogênio delta da SER117 seja transferido para o ASP57, aumentando a 

basicidade da posição épsilon da SER117. A segunda etapa é o ataque nucleofílico da serina 

ao carbono carboxílico do substrato (Cγ2), com uma barreira de energia livre de 10,9 kcal/mol. 

O TI formado é estabilizado pela região chamada de cavidade oxiânion (oxyanion hole), que 

neste caso é formado por duas a três moléculas de água. 
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Na etapa seguinte da reação o próton Hγ1 é transferido para o nitrogênio Nγ2 do 

substrato, levando diretamente à quebra da ligação peptídica. O TI é mantido até que ocorra a 

quebra da ligação peptídica (-ARG–PRO-) entre Nγ2 e Cγ2, com barreira de energia livre de 

5,1 kcal/mol. Quando a estrutura tetraédrica é desfeita a região da cavidade oxiânion também 

se desfaz. 

Durante toda a reação a redistribuição de carga entre átomos do sítio ativo, bem como 

o acesso de moléculas de água permitindo a estabilização do intermediário tetraédrico, são de 

fundamental importância para o processo catalítico.  

Os cálculos apresentados mostram que o passo determinante para o processo é a 

formação do intermediário tetraédrico, pois o processo de decomposição deste intermediário 

tem um valor pequeno para a barreira de energia livre. A energia livre de ativação calculada é 

24,1 kcal/mol, em boa concordância com os valores estimados experimentalmente e 

teoricamente para outras proteases de serina.(ISHIDA; KATO, 2003b; MARTÍNEZ-

GONZÁLEZ et al., 2015; ZHANG et al., 1997) 

A partir do conhecimento das estruturas de transição para a catalise enzimática é 

possível modelar inibidores análogos a esses estados, interferindo na reprodução do vírus da 

Dengue. 
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7. PERSPECTIVAS 

Análogos de estado de transição são compostos que se assemelham ao estado de 

transição de uma reação catalisada. Análogos do estado de transição entram no sítio catalítico 

da mesma maneira que o substrato, e interagem com sítio catalítico até localizarem uma 

estrutura intimamente relacionada com o estado de transição, mas que é quimicamente 

estável. Esses compostos podem ser inibidores potentes para processos enzimáticos. 

Portanto, a partir do conhecimento detalhado do mecanismo enzimático e das 

estruturas do estado de transição, da NS2B-NS3 protease da DENV2, será possível modelar 

inibidores analógico a esses estados, inibindo desse modo a enzima e interferindo no processo 

de replicação viral do vírus do dengue. Deste modo, é necessário gerar ainda mais 

configurações desses estados para podermos buscar nessas estruturas compostos que sejam 

quimicamente similares as essas interações, isso através de um Virtual Screening a partir de 

um banco de dados de moléculas. 

Um outro ponto que ainda não está esclarecido na literatura, é se a estrutura aberta da 

NS2B-NS3 protease da Dengue também é capaz de catalisar o processo de replicação viral. 

Assim, pretendemos estudar essa mesma reação na estrutura aberta da NS2B-NS3 protease da 

Dengue (2FOM), verificando se há alguma mudança nas barreiras de energia para o processo.  

O vírus da Zika faz parte da família Flaviviridae que incluindo o vírus da febre-

amarela (YFV), vírus da hepatite C (VHC), e vírus da encefalite japonesa (JEV), assim como 

o vírus da Dengue. Portanto, a NS2B-NS3 protease também é responsável pela replicação 

desse vírus, deste modo, será possível o estudo de possíveis inibidores através dessa 

metodologia.  
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APÊNDICE A: Protocolos de Simulação 

Aqui encontram-se reproduzidos os arquivos de controle das simulações.  

Minimização – Etapa -1 – Minimização do solvente 

&cntrl 

imin=1,   (indica que será realizado cálculo de minimização) 

maxcyc=1000,   (número de passos para a minimização) 

ncyc=100,   (mudará o método de minimização após 1000 passos de  “steepest descent”para 

gradiente conjugado) 

ntpr=1000,  (a cada 1000 passo o programa escreve no arquivo de saída) 

ntmin=1,  (comando sobre o método de minimização, neste caso, steepest  descent e 

gradiente conjugado, juntos) 

ntb=1,   (uso de condições periódicas de contorno à volume constante) 

cut=10.0,  (uso de um raio de corte, cuttoff, para as interações não ligadas) 

restraint_wt=100.0, (valor da constante de força em Kcal/mol.Å2 para a       

restrição das posição atômicas dadas em restraintmask) 

restraintmask=':1-197' (Restrição para que o soluto, proteína, fique fixa) 

/ 

 

Minimização – Etapa -2 – Minimização do sistema 

&cntrl 

imin=1, ntx=1, 

maxcyc=1000, ncyc=100, ntpr=1000, 

ntmin=1, 

ntb=1,  

cut=10.0, 

/ 

 

 

NVT-1 (Termalização 0K – 100K) 

&cntrl 

ntx=1,  (as coordenadas são lidas no arquivo de entrada, e as velocidades iniciais são   

geradas pela distribuição de Boltzmann) 

ntb=1   (uso de condições periódicas de contorno a volume constante) 

cut=10.0, 

ntpr=1000,   (intervalo de passos para escrever o arquivo de saída) 

ntwx=1000,  (intervalo de passos para escrever o arquivo da trajetória) 

ntwr=10000, (intervalo de passos para escrever o arquivo de coordenadas da   última 

configuração) 



164 

 

 

 

ntc=2,   (o algoritmo SHAKE é usado para restringir as ligações envolvendo   

hidrogênios)  

ntf=2,  (relacionada a ntc, as ligações envolvendo hidrogênio são omitidas) 

nscm=1000,  (remove os movimentos translacionais e rotacionais em intervalos regulares) 

nstlim=50000,  (número total de passos que será executado na simulação) 

dt=0.002,  (intervalo de tempo entre um passo e outro) 

tempi=0.0,   (temperatura inicial derivada da energia cinética) 

temp0=100.0,   (temperatura média final para a simulação) 

ntt=3,  (dinâmica de Langevin usada para controlar a temperatura)    

gamma_ln=1.0  (Relacionada a ntt=3, frequência de colisão de 1 ps-1) 

/ 

 

NVT-2 (Termalização 100K - 300K) 

&cntrl 

irest=1,  (leitura de coordenadas e velocidades a partir de um arquivo da simulação 

anterior) 

ntx=5,  (estar relacionado com irest=1, coordenadas e velocidades serão lidos, o 

formatado do arquivo ASCII) 

ntb=1, cut=10.0, 

ntpr=1000, ntwx=1000,ntwr=10000, 

ntc=2, ntf=2, nscm=1000, 

nstlim=50000, dt=0.002, 

ntt=3, tempi=100.0, temp0=300.0, gamma_ln=1.0, 

ig=22640  (semente para o geração de número pseudo-aleatório) 

/ 

 

NPT (Produção) 

&cntrl 

irest=1, ntx=5,  

ntb=2,  (uso de condições periódicas de contorno a pressão constante) 

pres0=1.0,  (valor médio da pressão 1 atm) 

taup=1.0,  (tempo de relaxação da pressão, 1ps)  

cut=10.0, 

ntpr=2000, ntwx=2000,ntwr=10000, 

ntc=2, ntf=2, nscm=1000, 

nstlim=5000000, dt=0.002, 

ntt=3, temp0=300.0, gamma_ln=1.0, 

ioutfm=1  (o arquivo da trajetória é escrito no formato NetCDF) 

/ 
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QM/MM-MD 

Minimização 

&cntrl 
  imin=1, maxcyc=1000, ncyc=100, ntmin=1, 

  cut=10, ntpr=100,ntwr=50, 

  iwrap=1, noshakemask='@501-521,898-913,1792-1806,2914-3003', 

  ifqnt=1, nmropt=1, 

/ 
&qmmm 
  qmmask='@501-521,898-913,1792-1806,2914-3003', 

  qmcharge=+1, 

  qm_theory='PM3-PDDG', 

  qmcut=10.0, 

  printcharges=1, 

  writepdb=1, 

/ 
&wt type='DUMPFREQ', istep1=1, 
/ 
&wt type='END', 
/ 
DISANG=restraint.rst 

DUMPAVE=restraint.rst.out 

LISTIN=POUT 

LISTOUT=POUT 

 

Aquecimento 

&cntrl 
 imin=0, irest=0, ntx=1, 

 ntb=1, ntt=3, gamma_ln=2.0, 

 temp0=300.0, tempi=0.0, nmropt=1,cut=10, 

 iwrap=1, ifqnt=1, 

 ntc=2, ntf=2, ntp=0, 

 nstlim=5000, dt=0.001, 

 ntpr=100, ntwx=100, ntwr=100, 

 noshakemask='@501-521,898-913,1792-1806,2914-3003' 

/ 
&qmmm 
  qmmask='@501-521,898-913,1792-1806,2914-3003' 

  qmcharge=+1,  

  printcharges=1, 

  qmshake=0, 

  qm_theory='PM3-PDDG', 

  qmcut=10.0, 

  writepdb=1, 

/ 
&wt 
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type='DUMPFREQ', istep1=1, 
/ 
&wt 
type='TEMP0', istep1=0, istep2=2000, 

value1=0.0, value2=300.0, 

/ 
&wt 
type='END', 
/ 
DISANG=restraint.rst 

DUMPAVE=restraint.rst.out 

LISTIN=POUT 

LISTOUT=POUT 

 
 

Produção  

&cntrl 
 irest=0, ntx=1, iwrap=1, 

 ntb=2, ntp=1, pres0=1.0, taup=1.0, cut=10.0, 

 ntpr=100, ntwx=100, ntwr=100, 

 ntc=2,ntf=2,noshakemask='@501-521,898-913,1792-1806,2914-3003', 

 nstlim=50000, dt=0.001, 

 ntt=3, temp0=300.0, gamma_ln=2.0, 

 ifqnt=1, igb=0, nmropt=1 

 / 
 &qmmm 
 qmmask='@501-521,898-913,1792-1806,2914-3003', 

 qmcharge=+1, 

 printcharges=1, 

 qmshake=0, 

 qm_theory='PM3-PDDG' 

 qmcut=10.0 

 printcharges=1, 

 writepdb=1, 

 / 

 &wt type='DUMPFREQ', istep1=1, 
 / 
 &wt type='END', 
 / 
 DISANG=restraint.rst  

 DUMPAVE=restraint.rst.out  

 LISTIN=POUT 

 LISTOUT=POUT 
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APÊNDICE C: Apresentações em Eventos 

▪ XVI Simpósio Brasileiro de Química Teórica (2011)- Ouro Preto-MG-Brasil - 

Replicação do Vírus da Dengue: Um Estudo Por Métodos Computacionais. 

▪ II Simpósio de Planejamento e Desenvolvimento de Novos Fármacos para 

Doenças Negligenciadas (2011) – São Paulo –SP-Brasil - Molecular Dynamics 

Study of the Dengue Virus NS2B-NS3 Protease 

▪ Biophysical Society 56th Annual Meeting (2012) – San Diego- CA-Estados 

Unidos - MOLECULAR DYNAMICS OF THE DENGUE VIRUS NS2B-NS3 

PROTEASE. 

▪ AMBER Workshop 2013 – Recife –PE-Brasil - MOLECULAR DYNAMICS 

OF TYPE-2 DENGUE VIRUS SERINE PROTEASE IN THE PRESENCE 

OF INHIBITOR AND SUBSTRATE. 

▪ Biophysical Society 58th Annual Meeting (2014) – San Francisco- CA-

Estados Unidos - MOLECULAR DYNAMICS OF THE DENGUE VIRUS 

NS2B-NS3 PROTEASE IN PRESENCE OF INHIBITOR OR SUBSTRATE. 

(Aceito 


