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RESUMO

A dengue ¢ uma arbovirose endémica em regides tropicais e subtropicais, representando um importante desafio de satde publica mundial, com
aproximadamente 390 milhdes de infec¢des € 22 mil mortes anuais. A proteina de envelope (prE) do DENV2, principal mediadora da entrada
viral, destaca-se como um alvo promissor para o desenvolvimento de antivirais. Neste trabalho, identificamos regides estruturais com elevado
potencial de ligagdo a compostos bioativos na superficie da particula viral madura. Nossos resultados revelaram a exposi¢ao de residuos-chave
envolvidos na interacdo com receptores celulares e a presenga de multiplos Aotspots com caracteristicas favoraveis a ligagdo de moléculas com
alta afinidade. A metodologia aplicada permitiu definir uma regido composta por Glul72, Glul74, Tyrl178, Thr180, Lys291 e Lys295,

ressaltando seu potencial como alvo para o desenvolvimento racional novos antivirais.
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Introducao

A dengue ¢ uma arbovirose endémica em regides tropicais e
subtropicais, representando um importante desafio de saude publica.
Estima-se que ocorram cerca de 390 milhdes de infec¢des anuais no
mundo, resultando em aproximadamente 22 mil mortes (1,2). No
Brasil, o ano de 2024 foi marcado pelo maior surto ja registrado, com
mais de 6,6 milhdes de casos e seis mil Obitos confirmados.
Atualmente, o tratamento permanece sintomatico devido a auséncia
de antivirais especificos.

A proteina de envelope (prE) do DENV2, principal componente da
superficie viral, desempenha papel central na entrada do virus na
célula hospedeira e ¢ um alvo promissor para o desenvolvimento de
inibidores. Embora estudos anteriores tenham explorado regides de
ligacdo em estruturas monoméricas e diméricas da prE, a organizagao
icosaédrica da particula viral madura forma bolsos tnicos, ausentes
nas formas isoladas. Neste estudo, buscamos mapear regides
druggable na superficie viral, explorando uma unidade biologica
trimérica da prE.

Experimental

Dindmica Molecular

A estrutura da particula viral do DENV2 foi obtida a partir da entrada
3J27 do PDB, com resolu¢io de 3,60 A, onde foi extraida a
conformacdo do trimero proteina E. A dinamica molecular foi

realizada com o software AMBERI16, utilizando o campo de for¢a
ff14SB. O sistema foi solvatado, neutralizado e submetidos a
minimizagdo, aquecimento, equilibrio e produ¢do (10 ns, NPT, 300
K e 1 bar), com restri¢do ao backbone.

A trajetoria foi analisada por meio do Desvio Quadratico Médio
(RMSD) e submetidas a analise hierarquica de clusters (HCA) para
a escolha de conformagdes representativas.

Mapeamento de bolsos

As estruturas selecionadas foram submetidas a mapeamento de
bolsos de ligacdo utilizando os servidores FTMap, E-FTMap e
FTSite. Devido ao tamanho da particula viral, foram utilizadas
versdes reduzidas das estruturas para maximizar a identificagdo de
bolsos acessiveis na superficie externa.

As interagdes entre as sondas e a proteina foram analisadas com o
Protein Ligand Interaction Profiler (PLIP), considerando diferentes
tipos de interagdes moleculares. Por fim, os hotspots de ligacao
foram classificados em categorias druggable (D) e borderline
druggable (B) com o plugin XDrugPy (3,4).

Resultados e Discussiao

A simulagdo de dindmica molecular do trimero permitiu a
flexibilizagdo das cadeias laterais, especialmente de Lys291, cuja
orientagdo inicial na estrutura de Cryo-EM estava voltada para o
interior da particula viral.



Durante a simulagdo, os residuos Lys291 nas cadeias A ¢ C
apresentaram conformagdes estaveis com a extremidade da cadeia
lateral orientada para fora da particula, enquanto a cadeia B adotou
um rotdmero distinto, mas também voltado para o exterior (Figura

).
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Figura 1. Dindmica conformacional do trimero de PrE: a) RSMD do
residuo de Lys291; b) destaque em superficie da regido selecionada
para o mapeamento.

O mapeamento de solvente com a estrutura completa ndo foi eficiente
devido a identificag@o de sitios internos inacessiveis. Para contornar
essa limitagdo, uma estrutura reduzida foi gerada, preservando
residuos criticos de ligagdo a glicosaminoglicanos na porgdo DIII
(Figura 1b). A andlise de RMSD desses residuos, combinada com
HCA,
suficientes para capturar a variabilidade conformacional do trimero.

indicou que dezesseis estruturas representativas foram

A analise das interagdes revelou que os residuos Lys291, Lys295,
Glul72, Glul74, Thr180 e Ser298 foram os mais frequentemente
envolvidos em interagdes ndo covalentes, incluindo ligagdes de
hidrogénio, interagdes hidrofobicas, contatos idnicos e m-cation.
Destacam-se Lys291 e Lys295 por sua capacidade de participar
simultaneamente de multiplos tipos de interagdo, incluindo aquelas
relevantes para a ligagdo a GAGs, uma etapa chave do processo de
entrada viral (5).

A classificago realizada pelo XDrugPy identificou um hotspot do
tipo druggable (Classe D), contendo 18 sondas, além de cinco
hotspots borderline (Classe B), com 14 a 15 sondas cada (Figura 2).
A analise dos resultados do FTMap pelo XDrugPy identificou um
hotspot de Classe D, PD-C16-T, com 18 sondas e cinco hotspots de
Classe B contendo 14 ou 15 sondas. A dinamica das cadeias laterais
revelou comportamento intercambidvel entre os bolsos. Por exemplo
PD-C16-T, localizado préximo a cadeia A, também aparecendo
como dois hotspots Classe B em diferentes conformagoes (PB-C2-T
e PB-C6-T).
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Devido a simetria do sistema, um bolso equivalente ao PD-C16-T,
foi identificado em outra cadeia, apresentando uma similaridade de
0,89 (PB-C11-T). Esse bolso também compartilha caracteristicas
estruturais com PB-C2-T e PB-C6-T. Por fim, os bolsos PB-C2-T,
PB-C3-T e PB-C10-T também ocuparam a mesma regido, com alta
similaridade (0,88—1,00).

Figura 2. Sobreposicdo dos hotspots mapeados na PrE. Em
vermelho o hotspot druggable e em salmao os hotspots borderline.

A sobreposic¢do dos resultados dos diferentes protocolos indicou uma
regido consenso, composta por Glul72, Glul74, Tyrl78, Thr180,
Lys291 e Lys295, com caracteristicas estruturais e funcionais
favoraveis a ligacdo de compostos bioativos, racionalizando o
potencial dessa regido como alvo para o desenvolvimento racional
de antivirais contra 0 DENV2.

Conclusoes

O wuso de estruturas de Cryo-EM da particula viral permitiu
identificar regides de ligacdo previamente inacessiveis na prE do
DENV2. Os residuos mapeados apresentam alto potencial para
interagdo com pequenas moléculas, sendo consistentes com regides
j& descritas como criticas para entrada viral. Esses resultados
oferecem uma base estrutural para o desenvolvimento de modelos
farmacoforicos e a aplicagdo de triagens virtuais, além de possibilitar
futuros estudos com inibidores conhecidos de entrada viral.
Coletivamente, os resultados apresentados contribuem para o avango
de estratégias terapéuticas direcionadas a dengue.
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