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Resumo

A dengue ¢ uma arbovirose com alta incidéncia em regides tropicais e subtropicais,
para a qual ndo ha terapias antivirais especificas aprovadas. A proteina E do virus da dengue
sorotipo 2 (DENV-2) ¢ fundamental no processo de entrada viral, mediando o
reconhecimento de GAGs nas células hospedeiras por meio de residuos de aminoacidos
localizados nas estruturas oligoméricas do virion maduro. Estudos mostraram que GAGs
andlogos ao sulfato de heparano podem inibir a infeccdo viral. Apesar dos estudos
bioquimicos, ainda ndo ha, na literatura, um modelo estrutural da interagdo entre a proteina E
da particula viral e GAGs. Recentemente, nosso grupo identificou e caracterizou druggable
pockets na estrutura trimérica da proteina E, descrevendo o hotspot DP-C16-T como um sitio
de alta drogabilidade. Neste trabalho, 16 conformacgdes representativas foram utilizadas como
receptores em um protocolo de ensemble docking com o fondaparinux. Essa abordagem teve
como objetivo investigar, por métodos computacionais, a capacidade do fondaparinux de
interagir com o sitio de ligagdo a GAG da proteina E. Foram geradas 800 poses de docking,
submetidas a uma analise do perfil de interagdes e a uma clusterizacao hierarquica por centro
de massa. Foram detectadas 18.518 interagdes distribuidas predominantemente pela cadeia A
do trimero. A clusterizacdo identificou cinco clusters, dos quais o Cluster 3 coincidiu
espacialmente com o DP-C16-T e concentrou 52,6% das poses, demonstrando convergéncia
do fondaparinux para o sitio biologicamente relevante. A sub-clusterizacdo por RMSD desse
cluster revelou trés modos de ligagdo geometricamente distintos, cada um representado por
uma pose selecionada por critérios fisico-quimicos. As trés poses representativas
compartilham um nucleo de interagdo composto por Glul72, Thr180, Lys291 e Lys295 e se
diferenciam por sub-regides farmacoforicas especificas dentro do pocket. Os resultados
demonstram que o fondaparinux reconhece o pocket através dos mesmos residuos
responsaveis pela infeccdo viral. As trés poses representativas identificadas constituem
estruturas de partida para simulagdes de DM e estudos futuros que permitirdo o design de

candidatos antivirais para o DENV-2.

Palavras-chave: Dengue, fondaparinux, modelagem molecular, docking, Proteina E



Abstract

Dengue is an arboviral disease with high incidence in tropical and subtropical regions,
for which there are no approved specific antiviral therapies. The envelope (E) protein of
dengue virus serotype 2 (DENV-2) is crucial for viral entry, mediating the recognition of
GAGs on host cells via amino acid residues located on the oligomeric structures of the
mature virion. Studies have shown that GAGs analogous to heparan sulfate can inhibit viral
infection. Despite biochemical studies, a structural model of the interaction between the viral
particle's E protein and GAGs is still lacking in the literature. Recently, our group identified
and characterized druggable pockets within the trimeric structure of the E protein, describing
the DP-C16-T hotspot as a site with high druggability. In this study, 16 representative
conformations were used as receptors in an ensemble docking protocol with fondaparinux.
This approach aimed to investigate, using computational methods, the ability of fondaparinux
to interact with the E protein's GAG-binding site. A total of 800 docking poses were
generated and subjected to interaction profile analysis and hierarchical clustering based on
the center of mass. We detected 18,518 interactions, distributed predominantly across chain A
of the trimer. Clustering identified five clusters; Cluster 3 spatially coincided with DP-C16-T
and contained 52.6% of the poses, demonstrating the convergence of fondaparinux toward the
biologically relevant site. RMSD-based sub-clustering of this cluster revealed three
geometrically distinct binding modes, each represented by a pose selected according to
physicochemical criteria. The three representative poses share an interaction core composed
of Glul72, Thr180, Lys291, and Lys295, while differing in specific pharmacophoric
sub-regions within the pocket. The results demonstrate that fondaparinux recognizes the
pocket via the same residues responsible for viral infection. The three representative poses
identified constitute starting structures for MD simulations and future studies that will enable

the design of antiviral candidates for DENV-2.

Keywords: Dengue, fondaparinux, molecular modeling, docking, E protein
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1. INTRODUCAO

A dengue ¢ uma arbovirose endémica em regides tropicais e subtropicais, com
expansdo global crescente nas ultimas décadas. Em 2024 a OMS classificou a doenca como
endémica em mais de 130 paises, ameacando a vida de mais de 4 bilhdes de pessoas em todo
o mundo (Organiza¢ao das Nagdes Unidas, 2024). Embora mais prevalentes na América do
Sul e no Sudeste Asiatico, surtos também tém sido registrados em areas temperadas, como a
Europa e os Estados Unidos, incluindo episodios de transmissao local e 6bitos (Sharp et al.,

2021).

Os dados referentes a 2025 ainda ndo foram completamente consolidados em nivel
global pela Organizagdo Mundial da Saude (OMS). Em 2024, o Brasil enfrentou a maior
epidemia de dengue ja documentada, com mais de 6,5 milhdes de casos provaveis e 6.321
obitos confirmados (Brasil, 2026). Em 2024, foram notificados aproximadamente 14,5
milhdes de casos, e apenas o Brasil notificou mais de 10 milhdes (Figura 1). Além disso,
foram notificadas mais de 11 mil mortes no mundo inteiro, com o Brasil representando 56%

dos casos letais (Figura 2) (World Health Organization, 2024) .

Figura 1: Quantidade de casos de dengue notificados entre os paises com o maior nimero de casos de dengue no

ano de 2024.
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Figura 2: Paises com o maior percentual de dbitos por dengue no mundo no ano de 2024.
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Fonte: Painel de Monitoramento de Arboviroses

De acordo com o painel de monitoramento de arboviroses do Ministério da Saude, no
Brasil em 2025 observou-se uma redu¢do no numero de casos apos o surto registrado em
2024. Os registros indicam mais de 1,6 milhdo de casos no pais, com cerca de 1.793 mortes,
que representa uma diminuicao significativa em comparagdo com o ano anterior. Apesar dessa
reducdo, estudos indicam que surtos epidemioldgicos de dengue tendem a ocorrer em ciclos
de aproximadamente dois a trés anos no Brasil (Figura 3) e em paises do hemisfério sul
(Jones, 2004; Vincenti-Gonzalez et al., 2018), o que sugere a possibilidade de novos aumentos

no niumero de casos nos proximos anos.
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Figura 3: Aumento do numero de casos provaveis de dengue no Brasil entre os anos de 2000 e 2025.
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A expansdo geografica da dengue ¢ associada a fatores como urbanizagdo acelerada e
mal planejada, mas praticas de saneamento e higiene, mobilidade humana (migragdes e
viagens internacionais) além dos fendmenos de mudancas climaticas, que favorecem a
dispersdao do vetor e a manutencao da transmissdo, sendo essa uma tendéncia observada em
outras doencas arbovirais (Organizacao das Nagdes Unidas, 2024; Fong, 2020 ) .Embora a
origem geografica da dengue ainda seja motivo de debate (Gubler ,2012; Brady; Hay, 2020), o
seu impacto na saude publica ¢ inegdvel e vem aumentando drasticamente nos ultimos 25

anos.
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2. REVISAO DE LITERATURA

O virus da dengue (DENV) ¢ um virus de RNA de fita simples e sentido positivo, com
formato esférico e um nucleocapsideo icosaédrico coberto por uma bicamada lipidica
(Nanaware et al., 2021) (Figura 4). Os virus da dengue (DENV) causam um amplo espectro
de manifestagdes clinicas, incluindo condi¢des potencialmente fatais, como a sindrome do
choque hemorragico e, menos frequentemente, hepatite aguda com insuficiéncia hepatica e
encefalopatia (Hilgard; Stockert, 2000). Além disso, o DENV ¢ o membro mais prevalente do
género Flavivirus ao redor do mundo, que também inclui virus como a febre amarela (YFV),
o virus do Nilo Ocidental e o Zika, que também emergiram como ameacas significativas a

saude publica (Brady; Hay, 2020).

Figura 4: Ilustragdo da estrutura do DENV
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Fonte: Elaborado pelo autor

O DENV existe em pelo menos quatro clados geneticamente distintos, frequentemente
denominados sorotipos (DENV 1-4) (Brady; Hay, 2020). Os quatro sorotipos do DENV
diferem no nivel dos aminoacidos entre 25-40% e podem ser ainda classificados em
genotipos separados que variam até 3% (Tamura et al., 2022). Cada sorotipo de DENV ¢

classificado em diferentes gendtipos com base em variagdes de nucleotideos.
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O DENV-1 ¢ subdividido em cinco gendtipos, sendo o genotipo I asiatico, enquanto os
gendtipos II e III pertencem a Tailandia e a Malasia, respectivamente. O genoétipo IV ¢ do
Pacifico Sul e o gendtipo V € o americano/africano. O DENV-2 foi classificado em seis
genotipos: os asiaticos (I e 1), o americano/asidtico (II), o cosmopolita (IV) e o americano
(V). O DENV-3 ¢ ainda dividido em cinco genoétipos (I-V) na linhagem humana. A maioria
das infec¢des por DENV-3 ¢ causada pelos genotipos I, II e III, que estdo associados a
epidemias nas regides do Sudeste Asiatico, Pacifico Sul, subcontinente indiano, Africa
Oriental e Américas. Os gendtipos I (Tailandia, Sri Lanka, Filipinas e Japao), II (Indonésia,
Malasia, Taiti, Caribe e Américas), III (isolados tailandeses) e IV (cepas silvestres da
Malasia) do DENV-4 foram analisados usando sequéncias completas do gene E (Agarwal et

al., 2024).

A infecgdo ¢ transmitida por fémeas do mosquito Aedes aegypti durante o repasto
sanguineo, momento em que a saliva do inseto, rica em proteinas com capacidade de modular
a homeostase e a resposta imunoldgica do hospedeiro, ¢ inoculada nos tecidos subepidérmicos
(Figura 5). Esses componentes salivares promovem efeitos como aumento da permeabilidade
vascular, modulagao da sinalizacao de citocinas da imunidade inata e recrutamento de células
inflamatoérias, para o sitio de inoculagdo, fazendo com que a saliva do mosquito nao atue
apenas como veiculo, mas como um facilitador da infec¢ao viral, modulando a resposta imune
local e favorecendo a replicagdo do virus (Guerrero; Cantaert; Missé, 2020). Nesse
microambiente, a particula viral interage com diferentes receptores presentes em diversos
tipos celulares, como fibroblastos, monocitos, macréfagos, células epiteliais e células
dendriticas, favorecendo o estabelecimento inicial da infec¢do (Urcuqui-Inchima et al., 2010).
A partir dessas interagdes iniciais no sitio de inoculacdo, torna-se fundamental compreender
os mecanismos moleculares que mediam o reconhecimento, a ligacdo e a internalizagdo do

virus nas células hospedeiras.



16

Figura 5: Representacdo simplificada da inoculag@o de virus e saliva de mosquito na pele. Reconhecimento do

virus por células de Langerhans (LCs) e células dendriticas (DCs), e migragédo para o linfonodo. Efeito da saliva

do mosquito nas células imunes residentes e infiltrantes da pele.
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Adaptada de Guerrero D. et.al 2020.

Estudos sugerem que o DENV ndo utiliza um receptor Unico e especifico para sua
entrada na célula, mas reconhece e se liga a diversas moléculas (Cruz-Oliveira et al., 2015).
Os principais receptores do hospedeiro associados a entrada do DENV incluem: o GAG
sulfato de heparano (SH), receptor de manose (RM) o complexo lipopolissacarideo
(LPS)-CD14, a molécula de adesao de células dendriticas (DC-SIGN), proteinas induzidas por
estresse, como HSP70 e HSP90 e a chaperonina do RE GRP78 (Figura 6) (Cruz-Oliveira et
al., 2015). Um receptor que merece destaque € o sulfato de heparano, um copolimero linear e
um glicosaminoglicano (GAG), carregado negativamente, de residuos de carboidratos de
acido urdnico e glucosamina com sulfatagdo variavel amplamente expresso na superficie
celular, que atua como importante fator de ligagdo inicial em diferentes linhagens epiteliais

(Hilgard; Stockert, 2000) .
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Figura 6: Componentes da superficie celular envolvidos no reconhecimento/ligagdo/anexagao e internaliza¢do
do DENV: GAGs, receptor de manose, DC-SIGN, HSP90/HSP70 ¢ TIM/TAM, bem como os receptores Fcy dos
macrofagos, que participam da internalizagdo dos imunocomplexos do DENV maduro ou imaturo, resultando no

fendmeno do ADE.
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Adaptado de Cruz-Oliveira et.al 2015

ApoOs a interagdo do virus com os receptores celulares do hospedeiro, diferentes vias
podem mediar a entrada da particula viral na célula, sendo a endocitose mediada por clatrina
(Figura 7) a mais descrita na literatura. Nesse contexto, a por¢do da membrana celular
recoberta por clatrina promove a endocitose em uma vesicula que, em seguida, ¢ liberada,
iniciando o processo endossomal. O endossoma, por sua vez, passa por mudangas
conformacionais marcadas pela substituicdo de proteinas Rab5 por Rab7, juntamente com a
reducdo do pH de 6,5 para 5. Como resultado, essas alteracdes favorecem a fusdo entre o
envelope viral e a membrana do hospedeiro, levando a liberagdo do genoma viral no
citoplasma. A partir disso, o RNA viral serve de molde para os processos de traducdo e
replicagdo no reticulo endoplasmatico. Por fim, os genomas replicados e as proteinas
sintetizadas sdo organizados em novas particulas virais, que passam por maturagdo na rede

trans do Golgi e, posteriormente, sdo exocitadas da célula infectada (Nanaware et al., 2021).
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Figura 7: Ciclo de replicacdo do virus da dengue em hospedeiro humano, mediado por endocitose mediada por
clatrina. A invaginagdo coberta por clatrina ¢ o sitio de internalizacdo (2), e, apos a endocitose, a clatrina ¢
liberada do endossoma (3), que passa por diferentes estagios de maturacao (4) e (5), caracterizados por presenca
das proteinas Rab5 e Rab7 e valores de pH proximos de 6,5 e 5,5, respectivamente. Mudangas conformacionais
resultam na fusdo do envelope viral com a membrana do hospedeiro (6). O desnudamento da particula viral
libera seu genoma no citoplasma (7), dando inicio ao processo de traducao e replicacdo do RNA viral (8). As
proteinas virais sdo produzidas e compdem o virus imaturo (9), que passa por maturacdo mediada pela furina no

complexo de Golgi (10), antes de ser liberado da célula infectada (11).
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Adaptado de Nanaware et al., 2021.

Como mencionado na introdu¢do, ha uma prevaléncia crescente ¢ uma disseminagao
mundial e o tratamento permanece sintomdtico devido a auséncia de terapias antivirais
especificas para a doenca. Embora o desenvolvimento de vacinas contra a dengue tenha
apresentado melhorias, a vacina atualmente licenciada CYD-TDV (Dengvaxia) demonstrou
eficacia parcial em criangas e adultos soronegativos, ressaltando a importancia do status
soroldgico prévio como fator determinante para a seguranga e eficacia da vacinagdo, o que
impoe desafios adicionais para sua implementagdo em larga escala (Huang et al., 2021).

Outros candidatos, como a vacina TAK-003, demonstraram resultados promissores em
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ensaios de fase III para diferentes sorotipos, com uso recomendado para criangas entre 6 ¢ 16

anos de idade (Leite, 2025).

Portanto, cresce o interesse no desenvolvimento de fArmacos que atuem sobre alvos
virais bem definidos, preferencialmente sem homologos funcionais no hospedeiro. Alvos
moleculares eficazes incluem proteinas envolvidas em etapas essenciais do ciclo viral, como
entrada na célula, fusio membranar, replicagdo e a montagem (Kausar et al., 2021). Entre
essas proteinas, destaca-se a glicoproteina de envelope E, responsavel pela ligacdo ao receptor

celular e pela fusdo entre o envelope viral e a membrana endossomal (Villalain, 2022).

A glicoproteina de envelope (proteina E), € a principal proteina estrutural presente na
superficie dos virions maduros do virus da dengue, sendo classificada como uma proteina
integral de membrana do tipo I e desempenhando papel central em etapas criticas do ciclo
viral, como reconhecimento celular, entrada e fusdo de membranas (Diamond; Pierson, 2015).
Foi demonstrado que a proteina E do DENV forma homodimeros de orientacdo antiparalela
(cabega-cauda) (Rey et al., 1995). No virion maduro, a proteina E adota um arranjo mais
complexo, formando uma superficie icosaédrica composta por 180 monomeros de proteina E
organizados em conjuntos triméricos e pentaméricos, que seguem o arranjo do dimero
(Figura 8) (Leite et al., 2026). Cada mondmero possui trés dominios distintos: dominio I (DI),
o dominio N-terminal central; dominio II (DII), o dominio de dimerizac¢ao; e dominio III
(DIII), o dominio semelhante a imunoglobulina (Ig) (Rey et al., 1995). O DIII, composto por
aproximadamente 100 aminodcidos (residuos 296-395) da regido C-terminal, tem sido
amplamente proposto como o principal dominio de reconhecimento e de ligacdo aos GAGs
que atuam como receptores celulares (Cruz-Oliveira et al., 2015). A dobra semelhante a Ig
presente na proteina DIII ¢ comumente associada a estruturas com fungdo de adesdo (Rey et
al., 1995). Além disso, evidéncias experimentais indicam que o DIII contém determinantes
estruturais diretamente envolvidos na interacdo com receptores celulares e na especificidade
de ligacdo do virus (Huerta et al., 2008). Mutagdes nesse dominio podem resultar em
alteragdes na viruléncia viral ou favorecer o escape da neutralizagdo imunolégica, destacando

sua relevancia tanto na patogénese quanto na resposta imune (Chin; Chu; Ng, 2007).
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Figura 8: Estrutura da particula viral e do recobrimento da glicoproteina E do DENV, obtida por cryo-EM
PDB3J27 . Os Pentameros da proteina E estdo representados em vermelho, trimeros em verde e dimeros em

amarelo

Fonte: Leite, 2025

Ja foi demonstrado em estudos prévios que esses arranjos triméricos € pentameéricos
expdem pockets drogéaveis, regides especificas na estrutura de uma proteina onde uma
pequena molécula pode se ligar e alterar a funcdo da proteina, que sdo ausentes nas formas
monoméricas ¢ diméricas isoladas da proteina E (Leite et al., 2026). Alguns residuos de
aminodcidos presentes nesses arranjos estruturais sdo validados experimentalmente como
essenciais para a ligacdo a glicosaminoglicanos na superficie de célula hospedeira (Watterson
et al. 2012). No trimero, um hotspot drogavel designado DP-C16-T localizado na interface
entre os trés monomeros ¢ caracterizado pela presenga de residuos com papel funcional no
reconhecimento de glicosaminoglicanos, incluindo Lys291, Lys295, Glul72, Glul74, Tyr178
e Thr180 (Leite et al., 2026). Investigacdes acerca do papel dos residuos da glicoproteina E do
DENYV na ligagdo a glicosaminoglicanos da superficie celular, demonstraram que a Lys 291 e

a Lys 295 exercem papel central nesse processo (Watterson et al. 2012). As cadeias laterais
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carregadas positivamente dessas lisinas estabelecem interagdes eletrostaticas com os grupos
negativamente carregados dos glicosaminoglicanos, presentes na superficie das células
hospedeiras, mediando o contato inicial do virion com a membrana celular, etapa que precede
a endocitose mediada por clatrina e a fusao endossomal (Watterson et al. 2012). Além disso,
uma andlise de conservacao de sequéncia entre flavivirus revelou que os residuos do pocket
trimétrico s3o bem conservados em multiplos sorotipos do DENV e de virus relacionados,
sugerindo que inibidores direcionados a esse sitio poderiam apresentar atividade de amplo

espectro (Leite et al., 2026).

O conhecimento acerca da inoculacdo e do ciclo de replicagdo do DENV (Figuras 5, 6
e 7), juntamente com informagdes sobre a proteina E e os seus receptores celulares podem ser
muito importantes para o desenvolvimento de antivirais e t€ém imensa importancia para a
saude publica. Estudos revelaram que a ligacdo do DENV a linhagem celular de hepatoma
humano HuH-7 foi estritamente dependente do pH e substancialmente inibida pelo
glicosaminoglicano heparina, com a analise por ligand-blot mostrando duas proteinas de
ligacdo a superficie celular contendo sulfato de heparano (Hilgard; Stockert, 2000). Isso
mostra que o papel dos GAGs, com destaque para o sulfato de heparano (Figura 9) utilizado
pelo virus como receptor durante a etapa inicial de adsorc¢ao celular, também ¢ fundamental
para o desenvolvimento de uma terapia antiviral. Esse conhecimento fundamenta o interesse
pelo fondaparinux (Figura 10), um pentassacarideo altamente sulfatado que mimetiza regides

especificas do SH.

O fondaparinux ¢ um anticoagulante sintético, estruturalmente semelhante aos
glicosaminoglicanos endogenos. Além de sua conhecida atuagdo clinica como inibidor
indireto do fator Xa (Chen et al., 2022). Sua elevada densidade de cargas negativas permite
interagdes especificas com regides altamente carregadas de proteinas virais, incluindo a
proteina E do virus da dengue, ¢ tém sido relatada a capacidade do composto de interferir em
etapas criticas da liga¢do e da replicagdo virais (Xie et al., 2017). Essa propriedade aliada a
uma estrutura previsivel e pequena, comparada a outros GAGs, somada a uma alta pureza
sintética, tornam o fondaparinux um excelente candidato para estudos de interacdo molecular
com proteinas virais, especialmente com a proteina E. Além disso, por se tratar de um
farmaco ja aprovado para uso clinico, o fondaparinux apresenta perfil de toxicidade e
propriedades farmacoldgicas bem estabelecidas (European Medicines Agency, 2026), o que

refor¢a seu potencial no desenvolvimento de uma terapia antiviral.
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Figura 9: Estrutura quimica do sulfato de heparano.
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Entretanto, o desenvolvimento de firmacos e terapias antivirais ndo ¢ tdo simples,
sendo uma tarefa que demanda muito capital e tempo. Uma maneira de planejar um farmaco ¢
recorrer a métodos computacionais na fase pré-clinica. O planejamento de farmacos assistido
por computador, do inglés Computational-aided drug design (CADD), pode ser definido

como um conjunto de abordagens computacionais utilizadas para descobrir, desenvolver e
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analisar farmacos e moléculas ativas a partir de suas propriedades bioquimicas (Sabe et al.,
2021). O CADD se divide em duas abordagens: uma de planejamento de farmacos baseada na
estrutura do alvo molecular, do inglés Structure-Based Drug Design (SBDD), e outra de
planejamento de firmacos baseada na estrutura do ligante, do inglés Ligand-Based Drug
Design (LBDD) (Piccirillo; Amaral, 2018). Modelagem por homologia, docking molecular,
triagem virtual (VS), relagdo quantitativa estrutura-atividade (QSAR) e mapeamento
farmacoforico tridimensional (3D) sdo, em geral, os principais componentes do CADD (Sabe

etal., 2021).

A metodologia de docking molecular pode ser entre proteina-proteina, que explora a
interacdo entre duas proteinas, e proteina-ligante, que explora a interagdo de pequenas
moléculas no sitio de ligagdo de uma proteina alvo (Figura 10) (Forli et al., 2016; Li; Fu;
Zhang, 2019). Os programas de docking molecular possuem basicamente dois componentes
principais: um algoritmo de busca e uma fun¢do de score. Esses programas executam o
algoritmo de busca no qual a conformag¢do do ligante ¢ avaliada recursivamente até que a
convergéncia para a energia minima seja alcangada e em seguida uma fungdo de score ¢
empregada para classificar as poses candidatas (Pagadala; Syed; Tuszynski, 2017). Estudos
recentes classificam as funcgdes de score (FS) em quatro categorias principais (Tabela 1),

baseadas principalmente nos seus principios individuais (Liu; Wang, 2015) .

1. Fungdes de score baseadas em fisica: calculam a afinidade de ligacdo somando as
energias de interacdo entre o ligante e a proteina;

2. Fungdes de score empiricas: estimam a afinidade de ligacdo somando termos de
energia individuais ponderados, calibrados com base em dados experimentais

3. Funcdes de score de potenciais baseados em conhecimento: derivam parametros de
score analisando as preferéncias estatisticas de pares de 4tomos proteina-ligante em
estruturas conhecidas, em vez de calcular a energia diretamente;

4. Funcdes de score baseadas em aprendizado de mdaquina: métodos baseados em

aprendizado de maquina que frequentemente utilizam modelos ndo lineares complexos
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Tabela 1: Categorias das fungdes de score, exemplos de cada grupo e as formulas que usam para calcular a

energia de ligacdo

Categoria Exemplo Formula

Fung¢des de score baseadas L _RrR _A. B, q4.
DOCK E =Y Y (—i—i4 —
em fisica lig =14=1" ;12 ,° e(r )r.
Yy y Jt
. o =w_+ w.AG + w_AG .
Fungdes de score empiricas X-Score lig 0 1 vaw 2 ligh

+ WBAGrot + W4AGhidro

Funcgoes de score de

. . L R
potenciais baseados em PMF — —
. B, =X, — k,Tinlg(r)]
conhecimento
E = xm
Funcgdes de score baseada lig fRF (xm)
) ] RF-Score com
em aprendizado de maquina L R
X = Zi=12j=1@[dromp N dij]

Adaptado de Li et al. 2019

As trés primeiras fungdes de score (consideradas cléssicas) sdo classificadas de acordo
com os tipos de descritores utilizados e empregam principalmente o método de regressao
linear, enquanto o quarto tipo de funcdo de score incorpora o método de aprendizado de

maquina de regressao nao linear (Li; Fu; Zhang, 2019).

AutoDock ¢ um dos conjuntos de softwares mais populares, gratuito e de codigo
aberto para a modelagem molecular e a triagem virtual de pequenas moléculas a receptores
macromoleculares. O conjunto inclui atualmente diversas ferramentas complementares como
o AutoDock Vina, um programa de docking molecular baseado em uma fun¢do de score
simples e em uma busca conformacional rapida por otimizagdo de gradiente, e o AutoDock
Tools, uma interface grafica de usudrio interativa para preparagdo de coordenadas,
acoplamento e andlise (Forli et al., 2016). O AutoDock Vina utiliza uma funcio de score

empirica e ndo linear (Trott; Olson, 2010), mais comumente utilizadas em softwares de
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docking proteina-ligante (Li; Fu; Zhang, 2019), inspirada na fun¢do X-score, baseada
principalmente em termos gaussianos de interacdo, repulsdo estérica, hidrofobicidade,
ligagdes de hidrogénio e penalidade torsional (Trott; Olson, 2010) a partir da qual classifica as

melhores poses geradas (Figura 11).

Figura 11: Esquema ilustrativo das macroetapas de uma simulagdo de docking molecular pelo Autodock Vina.
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As fungdes de score empiricas, como a do Autodock Vina, estimam a afinidade de
ligagdo de um complexo proteina-ligante por meio de uma soma ponderada de termos
energéticos, cujos coeficientes de ponderagao sao determinados pelo ajuste (fitting) dos dados
de afinidade de um conjunto de treinamento composto por complexos proteina-ligante com
estruturas tridimensionais conhecidas (Ain et al., 2015). Devido aos seus termos de energia
simples, essas FS sdo boas para prever a afinidade de ligacdo, a pose do ligante e a triagem
virtual com baixo custo computacional, especialmente quando a flexibilidade do alvo nao
desempenha papel significativo (De Avila; Pereira; Dardenne, 2018), mas sio pouco
adequadas para descrever a relagdo entre a afinidade de ligagdo e as estruturas cristalinas (Li;
Fu; Zhang, 2019). A correta predi¢ao da energia livre de ligacdo associada ao deslocamento
de moléculas de agua pelo ligante e a integracdo adequada a flexibilidade proteica as FS
empiricas continuam sendo uma limitagdo importante para estimativas precisas de afinidade

(De Avila; Pereira; Dardenne, 201 8).

A natureza paramétrica dessas FS também introduz uma série de erros sistematicos: a
aplicabilidade geral dessas fungdes pode ser comprometida pelo conjunto de treinamento
utilizado, dado que foram ajustadas a um conjunto de dados limitado (Ain et al., 2015). Além
disso, modelos nao lineares, ao fazerem uso de grande quantidade de descritores sem
significado fisico, oferecem o risco de produzir indices de desempenho excelentes em razao

de overfitting e/ou viés na construcao do conjunto de treinamento, capturando regras adotadas
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durante a sele¢do de compostos ativos e decoys ao invés de interacdes fisicamente relevantes

(De Avila; Pereira; Dardenne, 201 8).

Considerando tudo o que foi mencionado, este trabalho pretende dar continuidade ao
estudo de Leite et al. 2026 sobre o arranjo trimétrico da particula viral do DENV-2 e empregar
metodologias computacionais, utilizando as 16 conformagdes representativas geradas pelas
simulagdes de dindmica molecular dos autores como receptores para um experimento de
docking do fondaparinux. As andlises desses sitios de interagdo por meio de um docking de
multiplas estruturas vai contribuir para a constru¢do de um modelo e a melhor compreensao
dos mecanismos de interacao entre a proteina E e os GAGs, além de oferecer subsidios para o

desenvolvimento de farmacos e de estratégias terapéuticas inovadoras contra a dengue.

Vale ressaltar que o fondaparinux ¢ um anticoagulante sintético, enquanto a principal
causa de mortalidade associada a infeccdo pelo DENV ¢ a dengue severa, forma grave da
doenga caracterizada por aumento da permeabilidade vascular, trombocitopenia e
manifestagdes hemorragicas espontaneas. A administracdo de um anticoagulante nesse
cenario clinico poderia potencializar o risco hemorragico representando um risco para o
paciente. Dessa forma, o fondaparinux deve ser compreendido neste trabalho ndo como
candidato terapéutico, mas como modelo estrutural que valida computacionalmente o sitio

drogavel e o farmacoforo necessario para o reconhecimento desse sitio.
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3. OBJETIVO
3.1 Objetivo geral

O projeto tem como objetivo geral realizar a modelagem molecular do complexo entre
o fondaparinux e as estruturas da proteina E do DENV-2, desenhando um modelo da

interacao entre o trimero € os GAGs que atuam como receptores celulares.
3.2 Objetivos especificos

I.Realizar o docking molecular do fondaparinux com o sitio mapeado do DIII, (Leite et

al., 2026) dentro das 16 conformagdes do trimero;
IT.Analisar as melhores poses e scores gerados a partir desses dockings;

IIT.Analisar o perfil das interagdes predominantes entre o ligante € o receptor em cada
uma das poses e discutir sobre as interagdes mais relevantes, em termos de recorréncia

e estabilidade;

IV.Agrupar essas poses em clusters para averiguar se hd um padrdo de comportamento
entre a distribuicdo dessas poses que permite visualizar, caracterizar e distinguir esses

clusters;

V.Selecionar e caracterizar as poses que melhor representam as 800 poses geradas e a

interacdo do sistema como um todo;
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Obtencao e preparacao das estruturas

As estruturas empregadas neste estudo foram obtidas a partir do agrupamento de
trajetorias de dindmica molecular (DM) do trimero, realizado em trabalhos prévios do grupo
de pesquisa (Leite et al., 2026). As DMs utilizaram como base a estrutura da proteina E do
DENV2 depositada no Protein Data Bank sob o codigo 3J27, determinada por
criomicroscopia eletronica (Cryo-EM). Com base nos resultados do HCA, foram definidas 16
estruturas representativas do trimero (Leite et al., 2026). Para esse trabalho, cada uma das

estruturas representativas foi utilizada e foram rotuladas de c1 a c16 de forma arbitraria.

Para a visualizacdo das estruturas, utilizou-se o PyMOL, um software que permite a
representacdo tridimensional e o alinhamento estrutural. Como as estruturas iniciais nao se
encontravam previamente orientadas no eixo Z, a gridbox nas simulag¢des de docking
molecular estava desalinhada, o que fazia com que o espago de busca do software ndo fosse
homogéneo entre as cadeias do trimero. Para resolver esse problema, a primeira conformagao
foi alinhada ao longo do eixo Z, e as demais foram alinhadas com base no alinhamento da

primeira.

Apoés essa etapa, procedeu-se a preparagao dos sistemas para o docking molecular.
Para isso, utilizou-se o AutoDock Tools. Como as estruturas foram obtidas a partir de estudos
prévios, nao foi necessario realizar etapas adicionais de preparo estrutural, uma vez que ja se
encontravam tratadas para representar condigdes fisiologicas (pH 7,4). Dessa forma, o tinico
procedimento realizado para as proteinas foi a atribuicdo de cargas de Gasteiger e a conversao

dos arquivos para o formato pdbqt.

Por outro lado, o ligante fondaparinux exigiu etapas adicionais de preparagdo.
Inicialmente, verificou-se que sua estrutura ndo apresentava estados de protonagao
compativeis com pH fisiologico, sendo necessaria a corre¢do. Além disso, as ligagdes
rotacionaveis ndo estavam devidamente definidas, exigindo sua definicdo através do
AutoDock Tools para garantir uma amostragem conformacional adequada durante as

simulagodes de docking. Por fim, o ligante foi convertido para o formato pdbqt.

4.2 Docking molecular
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Em virtude das limitacdes relacionadas ao hardware disponivel, ao sistema
operacional e a organizacdo da estrutura de arquivos necessaria a execucao dos calculos,
optou-se pelo uso do Google Colaboratory (Colab) como ambiente de desenvolvimento para a
realizacdo dos experimentos de docking. Essa escolha foi motivada, principalmente pela sua
natureza em nuvem, que permite a execu¢do de notebooks Jupyter diretamente no navegador,
facilitando o acesso a recursos computacionais escaldveis e a padronizacdo do ambiente de
execugdo. Além disso, o Colab possibilita a integracdo eficiente com bibliotecas € com o
Google Drive, proporcionando acesso a diversas ferramentas e atalhos que sdo fundamentais
para a obtengdo dos resultados propostos e a reprodutibilidade dos experimentos. Foi utilizada
a versdao mais recente disponivel do Python (3.12.13), bem como as versdes atualizadas do
AutoDock Vina (1.2.7) e do AutoDock Tools (1.5.7), assegurando compatibilidade e acesso as

funcionalidades mais recentes dessas ferramentas.

A metodologia para esse trabalho ndo consiste em um docking tradicional, mas de uma
metodologia similar a de um ensemble docking. O ensemble docking representa um método
inovador em relagcdo ao docking convencional por incorporar a flexibilidade conformacional
do receptor na andlise dos resultados (Maltarollo et al., 2025). As proteinas ndo sdo entidades
estaticas, mas exibem movimentos intrinsecos e ndo aleatoérios que sdo cruciais para suas
interacdes com outras moléculas, conferindo ao ensemble docking maior similaridade a
realidade bioldgica. Entretanto, esse trabalho difere de um ensemble docking, pois o objetivo
final do ensemble docking ¢ somente selecionar a pose de melhor score para estudo, enquanto
aqui serao selecionadas algumas poses por critérios que irdo incluir o score para caracterizar o

sistema, sendo adotado para esse trabalho o nome de docking de multiplas estruturas.

Ao se utilizar nos dockings uma gridbox centralizada na estrutura, as interagdes
proteina-ligante talvez ndo se dirigissem para o sitio previamente mapeado, pois a maioria
dos residuos de interesse previamente mapeados (Leite et al., 2026) estavam localizados na
superficie da proteina. Isso seria um problema caso acontecesse, pois ndo simularia as
interacdes da proteina com os receptores celulares visto que o interesse recai sobre as
interagdes da superficie externa do capsideo. Para solucionar esse problema, primeiramente
foi realizado um experimento de docking molecular em uma conformacdao do trimero,
selecionada aleatoriamente, para definir a posi¢ao ideal da caixa, mais proxima da superficie

ou mais centralizada nas estruturas. Para o docking na superficie foram utilizadas as seguintes
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coordenadas de centro da caixa x=122, y=60 e z=80, enquanto para o docking no centro da
caixa foram estabelecidas as coordenadas x=122, y=60 ¢ z=60. Ambos com a dimensdo da
caixa em 60, 60, 60 e o espacamento padrdo de 0,375A, recobrindo boa parte da proteina,
desde o centro até¢ parte das hélices. Esses parametros foram definidos utilizando como
referéncia os estudos prévios de localizacio do DP-C16-T, além da grande quantidade de
residuos de aminoacidos carregados positivamente localizados naquela regido, gerando um
estudo mais direcionado. Os resultados obtidos nessa etapa preliminar permitiram identificar a
regido mais favoravel a interacdo ligante-proteina, servindo como base para a defini¢do dos
parametros empregados nas simulagdes subsequentes (exhaustiveness de 64 e 50 poses por

simulagdo).

O fondaparinux, com 32 tor¢des ativas e aproximadamente 1728 Da, representa um
desafio computacional para o Vina. O exhaustiveness padrdo de 8 foi projetado para
moléculas menores com 5-10 tor¢des. Usar 64 representa 8 vezes mais esfor¢o amostral para
garantir que o espago conformacional seja adequadamente explorado. Enquanto as 50 poses

por conformacao garantem densidade estatistica para a analise de clustering.

Apos o experimento inicial, foram realizados 16 dockings, o que corresponde a uma
simulacdo para cada conformacdo da proteina,com tempo médio entre 8 e 11 horas por
docking, gerando outputs analisaveis (Figura 12). As 50 poses geradas por conformagio
foram numeradas de 1 a 50 por ordem crescente de score, a pose de melhor score foi a pose 1
enquanto a pose de pior score foi a pose 50. Obteve-se um total de 800 poses ao final do
experimento, o que possibilitou uma andlise mais abrangente do comportamento

conformacional ¢ das interagdes moleculares envolvidas.
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Figura 12: Output do Vina.
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4.3 PLIP

Foi realizada uma analise das interacdes intermoleculares entre o fondaparinux e as

conformagdes da proteina, utilizando o software PLIP (Protein—Ligand Interaction Profiler),

que permite identificar e caracterizar as interagdes predominantes (tipos de ligacdo, residuos

de aminodacidos e atomos envolvidos, e distancias interatdmicas).



Tabela 2: Tipos de interagdo detectadas pelo PLIP
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Distancia
Tipo de maxima Angulo maximo
. ~ Justificativa dessa distancia detectado pelo
interacio detectada pelo
PLIP
PLIP (em A)
C Distancia maxima entre doador e
Ligacdes de L s .
4,1 aceptor de ligagdo de hidrogénio Minimo 100°
hidrogénio (Hubbard & Haider, 2001) + 0,6
A
Interagoes 4,0 Limite de distancia para detec¢ao i
hidrofobicas de contatos hidrofobicos
Interagdes n—m ) ) )
' Maix. distancia para empilhamento
(empilhamento 3,3 paralelo ou deslocado Desvio 30°
aromatico) (McGaughey, 1998)
~ Distancia maxima entre o atomo
InteragOes
6,0 carregado e o centro do anel i
cation—n aromatico (Gallivan e Dougherty,
1999)
. Distancia maxima entre os centros
Pontes salinas 3,5 de carga para pontes salinas -
(Barlow e Thornton, 1983) + 1,5
. Distancia maxima entre os centros
Interagoes de carga para pontes salinas Aceptor 120°
envolvendo 4,0 (Barlow e Thornton, 1983) + 1,5 ¢ Doador 165°
. halogénio (Ligacdes de halogénio Desvio 30°
halogénios em moléculas biologicas,

Auffinger) + 0,5

Adaptado documentagdo do PLIP

As interagOes identificadas foram organizadas em planilhas, contendo as informagdes

de cada ligacdo associadas aos sistemas e as poses correspondentes. Essa organizacio

permitiu a realizagdo de analises quantitativas, incluindo a frequéncia de interagdes por tipo,

identificacdo de residuos recorrentes e a comparagao entre diferentes sistemas estruturais.
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4.4 HCAs

Para cada pose obtida no docking, foram extraidas as coordenadas tridimensionais dos
atomos, o valor de score predito pelo algoritmo de docking e um identificador de origem,
correspondente ao sistema estrutural analisado. A partir das coordenadas atomicas, foi
calculado o centréide de massa de cada pose, utilizando atomos pesados, definido como o
ponto unico no espaco que representa a posicdo média ponderada de toda a massa do sistema

(Halliday; Resnick; Walker, 2017).

Para a andlise dos resultados do docking molecular, empregamos a Analise
Hierarquica de Clusters (HCA), visando distribuir as poses obtidas em clusters homogéneos.
Foram realizados dois agrupamentos, o primeiro baseou-se em parametros de centro de massa
por permitir uma representacdo mais simples das moléculas e conseguir fornecer uma boa
no¢do do posicionamento espacial delas no espago e o segundo baseou-se no desvio
quadratico médio (RMSD) por permitir um entendimento geométrico acerca das poses
clusterizadas. O nimero 6timo de clusters foi determinado pela regra do “cotovelo” (elbow
method), uma abordagem visual para encontrar o numero de clusters (k), baseada na analise
do within-cluster sum of squares (WCSS), em portugués soma dos quadrados intra-cluster
conhecida como Inércia, (Michilles, 2026) evitando a escolha arbitraria de parametros. A
matriz de distancias foi construida com a fun¢do pdist, e o agrupamento foi realizado por
meio do método de ligagdo (linkage), o que permitiu a constru¢do de um dendrograma

representativo da relacdo hierarquica entre as conformacgoes.

A partir da definicdo dos clusters, cada pose foi rotulada conforme o grupo ao qual
pertence, o que permitiu identificar regides preferenciais de ligagdo, reduzir a redundancia
estrutural e organizar as poses em conjuntos estruturalmente semelhantes. Essa clusterizagao

exemplifica a dispersdo das poses na superficie da proteina.

O agrupamento mais populoso foi entdo submetido a uma nova andlise de HCA,
gerando sub-clusters baseados em RMSD, de modo a avaliar o comportamento predominante
das poses geradas no docking. A visualizacdo desses clusters sera realizada em 3D, tanto a
clusterizagdo inicial por centro de massa quanto a clusterizacdo especifica por RMSD,

possibilitando o mapeamento preciso de sua distribuicao na superficie da macromolécula.
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Apds a obtengdo desses clusters, foi realizada uma andlise detalhada para elucidar as
propriedades quimicas e bioldgicas do agrupamento predominante. Foram avaliados o perfil
de interagoes, as conformagdes mais favoraveis a interagdo ligante-receptor, as poses de maior

score ¢ a viabilidade de utilizar estruturas representativas para caracterizar cada cluster.

Para cada cluster identificado, foram selecionadas conformacdes representativas com
base no valor de afinidade, priorizando poses com melhores scores dentro de cada
agrupamento e poses que as coordenadas do centro de massa possuem O menor
distanciamento entre as poses do cluster. Essas poses foram entdo caracterizadas quanto as
ligagdes estabelecidas por meio de dois softwares distintos, o PLIP e o Discovery Studio. As
interagdes detectadas pelo PLIP foram entdo visualizadas em 3D no Pymol enquanto o

Discovery Studio gerou uma visualizagdo 2D dessas interacoes.

Uma analise integrada entre os resultados da clusteriza¢do estrutural e da analise do
PLIP permite uma interpretacdo mais abrangente dos dados, possibilitando a identificagao de
regides de ligacdo recorrentes e a avaliagdo da consisténcia das interacdes entre diferentes

poses.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1.Docking de miltiplas estruturas

As 16 conformagdes representativas definidas por Leite et al.2026 foram alinhadas ao
longo do eixo Z, de modo que a caixa ficasse homogénea sobre a superficie do trimero, de
modo que o docking ocorresse apenas sobre a superficie do trimero, sem a entrada do
fondaparinux devido a uma area ter maior profundidade que a outra. J& o ligante fondaparinux
passou por uma correcdo para o pH fisiolégico e pela definicdo de ligacdes rotacionaveis

(Figura 13).

Figura 13: Preparo das estruturas a) trimero desalinhado; b) trimero alinhado; e c¢) Ligante Fondaparinux

preparado para docking com as ligag3es rotacionaveis em verde

Fonte: Elaborado pelo autor

Vale ressaltar que a proteina E do DENV-2 é um sistema dinamico, que em solucao
explora continuamente um conjunto de estados conformacionais. A estrutura de cryo-EM
3J27 representa apenas um snapshot de baixa resolucdo de um sistema que, biologicamente,
existe como um conjunto. Como demonstrado em LEITE et al., 2026, a resolucdo limitada da

cryo-EM implica incerteza significativa nas posi¢des das cadeias laterais, especialmente em
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residuos carregados e flexiveis como a Lys 291 e a Lys 295. Isso significa que um tUnico
receptor de docking representaria ndao apenas uma conformacdo, mas também uma

conformagdo com geometria local potencialmente incorreta.

A estratégia de docking de maultiplas estruturas a partir de 16 conformagdes
representativas de clusters de dindmica molecular resolve dois problemas simultaneamente.
Primeiro, captura a diversidade conformacional do sistema e segundo, permite identificar
quais conformagdes sdo mais receptivas ao fondaparinux, ambas questdes que sao
fundamentais na constru¢do de um modelo das interagcdes da proteina com os GAGs por

abranger tanto.

O experimento inicial de definicdo da melhor posicdo da caixa (Figura 14), foi
importante para garantir que o experimento simulasse o meio biologico de forma que a parte
externa da proteina do virus interagisse com o receptor e para averiguar qual a tendéncia de

comportamento do fondaparinux com toda a area de proteina disponivel.

Figura 14: Experimento realizado com a grid box em diferentes posigdes: a) grid box centralizada na

estrutura; e b) grid box na superficie

Fonte: Elaborado pelo autor

Com a realizacdo desse experimento foi possivel perceber que o experimento com a
caixa dentro teve uma quantidade muito pequena de poses na superficie (Figura 15), o que
ndo gera as interagdes desejadas, visto que o objetivo inicial era simular a interacdo dos
receptores com a superficie externa do virus. Sendo, portanto estabelecido como critério para

o restante dos experimentos a utilizagdo da caixa na superficie.
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Figura 15: Resultados do docking com a caixa dentro e com a caixa fora da estrutura da proteina a) superficie da

proteina com a caixa dentro da estrutura; b) parte interna da proteina com a caixa dentro; c¢) superficie da

proteina com a caixa fora; d) parte interna da proteina com a caixa fora

c)

Fonte: Elaborado pelo autor

Com a defini¢dao dos pardmetros do docking (posicao e tamanho da caixa, numero de
poses e exhaustiveness) e a realizacdo dos experimentos iniciais, seguiu-se para a etapa do
docking de multiplas estruturas, com cada conformacdo recebendo um nome de forma

arbitraria de c1 a c16 e a obtencao de 800 poses do ligante fondaparinux ao final dessa etapa.

5.2 Analise do docking de multiplas estruturas

Foram detectadas um total de 18.518 interag¢des entre as 800 poses do fondaparinux e
as conformagdes da proteina, com o software PLIP classificando todas como interacdes de
hidrogénio. Possivelmente interagdes idnicas entre os grupos sulfato do fondaparinux e as
lisinas foram capturadas como interagdes de hidrogénio pela geometria doador-aceptor
satisfeita pelos hidrogénios do amoénio dos residuos de aminoacidos interagindo com os
oxigénios do sulfato do fondaparinux. Entretanto, isso ndo invalida o resultado, apenas
demonstra que essas interacdes possuem um carater misto eletrostatico/ligagdo de hidrogénio.
A auséncia de interacdes hidrofobicas, m-cation ou m-stacking é consistente com a natureza do
fondaparinux: um ligante polar, carregado negativamente, sem anéis aromaticos ou regioes

hidrofobicas extensas.
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O namero de interagdes de hidrogénio por sistema varia de 1050 (c4) a 1300 (c16)
(Figura 16). As conformag¢des com mais interacdes ndo sdo necessariamente as que tiveram os
melhores valores de score, confirmando que a quantidade de interagdes nao garante a
estabilidade do sistema, e que a forga, a distancia e a geometria das interagdes importam mais

do que a quantidade em si.

Figura 16: Quantidade de interagdes com o fondaparinux por conformagéo do trimero
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Fonte: Elaborado pelo autor

Essas interagdes ndo se distribuiram de maneira igual entre as trés cadeias
monomeéricas que compdem o trimero. A cadeia A concentrou isoladamente mais de 50% do
total de interacdes (Figura 17), revelando uma assimetria pronunciada na forma como o
fondaparinux interage com as trés subunidades que compdem o arranjo trimétrico. Essa
distribuicao assimétrica ¢ consistente com a localizacao do druggable pocket DP-C16-T, cuja
posicdo espacial estd majoritariamente associada a cadeia A. A correspondéncia entre a
dominancia da cadeia A nas interacdes globais e sua posi¢do central na definicdo do pocket
constitui uma validagdo estrutural interna dos resultados, pois o fondaparinux interage
preferencialmente com a cadeia que abriga o sitio biologicamente relevante. Essa
interpretacdo ¢ reforcada pela analise dos residuos com maior frequéncia de interagdo: entre
os 20 residuos com o maior nimero acumulado de interagdes ao longo de todo o experimento,
a grande maioria corresponde a residuos integrantes ou adjacentes ao pocket DP-C16-T

(Figura A-1).
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Figura 17: Distribuigdo das interagdes do fondaparinux com o trimero por cadeia monomérica

Fonte: Elaborado pelo autor

Antes de realizar a clusterizacdo, foi realizada uma analise dos scores gerados por
cada conformagdo. Ao analisar a Figura 18 é possivel perceber que existem conformagdes que
recebem de forma mais favoravel o ligante que outras. A ¢3 se mostra como desfavoravel no
aspecto energético quando comparada a todas as outras ¢ a c8 e cl6 se mostram mais

favoraveis a esse tipo de interacao.

Figura 18: Boxplot de distribui¢@o dos scores pelas 16 conformagdes
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Fonte: Elaborado pelo autor

As 800 poses foram entdo clusterizadas pelo centro de massa, com o nimero de

clusters definido pelo método Elbow e a clusterizacdo realizada com um linkage Ward. A
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curva de inércia do elbow plot mostra uma redugdo acentuada até k=5, com ganho marginal a
partir desse ponto (Figura B-1). Como a clusterizagdo visava manter o numero estabelecido
pelo método de Elbow foi estabelecido para esse HCA um linkage Ward que tende a gerar
uma clusterizagdo mais robusta pois se baseia no Método de Ward que calcula a soma dos
quadrados dentro dos clusters, usando a distancia euclidiana ao quadrado . Foram gerados 5

clusters para as 800 poses e eles se dividiram da seguinte forma:

Tabela 3: Classifica¢do dos clusters

Cluster Cor N° de poses S(clgcrsun;ﬁ;o
1 Vermelho 171 714
2 Azul 67 -7.03
3 Verde 421 -7.08
+ Roxo 10 -6.84
5 Laranja 131 -7.04

Fonte: Elaborado pelo autor

O dendrograma gerado a partir dessa clusterizagao (Figura 18a) confirma essa
separacdo, juntamente com a visualiza¢do espacial dessas poses que foi gerada utilizando o

Pymol (Figura 18b).
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Figura 19: Visualizagdo ¢ dados gerais da clusteriza¢do a) Dendograma; b) Centros de massa das poses sobre a
superficie da proteinas; ¢) Grafico de distribui¢do das poses por cluster d) Boxplot de score x cluster
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Fonte: Elaborado pelo autor

Os clusters de maior destaque sdo o Cluster 1 que tem a maior variancia, o Cluster 3
tem o maior numero de poses € o maior numero de outliers e o Cluster 4 que tem o menor
nimero de poses ¢ a menor variancia. Os outros clusters tiveram padrdes semelhantes, visto a

sua quantidade de poses e comportamento do sistema.
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O boxplot (Figura 18d) revela que os cinco clusters tém distribuicdes de score
notavelmente similares, sendo praticamente degenerados com médias entre -6.84 e -7.14
kcal/mol e média global de -7.08 kcal/mol. A degenerescéncia dos clusters difere do que foi
visto ao analisar as conformacdes (Figura 18) que variam de forma mais consideravel nos
scores, o que demonstra que as conformacgdes estdo bem distribuidas entre os clusters. Por um
lado, indica que o fondaparinux ndo discrimina fortemente entre regidoes da superficie protéica
em termos de score bruto, caracteristica esperada para um ligante de superficie altamente
carregado interagindo com uma proteina de superficie também carregada. Por outro lado, a
auséncia de separacdo clara por score reforga a importancia da geometria como critério de
classificagdo complementar ao score. O que diferencia biologicamente os clusters ndo ¢é a
energia de ligagdo, mas a posicao que eles ocupam na superficie da proteina, isso significa
que o fondaparinux adota poses de alta qualidade em sub-regides especificas do cluster, ndo

uniformemente distribuidas.

O Cluster 3 se destaca ndo apenas pela quantidade de poses, mas também pela
localizagdo espacial, pois esta na regido do DIII e do druggable pocket DP-C16-T (LEITE et
al., 2026). Isso indica que mesmo que o fondaparinux interaja de formas distintas com a
proteina, hé favorecimento das interacdes de GAGs com essa regido e que as heparinas sao

interessantes no desenvolvimento de terapias que atuem nesse pocket.

A clusterizagdo inicial por centro de massa foi utilizada como etapa de triagem
espacial para identificar a dispersdao do ligante na superficie da proteina. Para o cluster de
interesse bioldgico (Cluster 3), uma segunda clusterizacao por RMSD foi aplicada as suas 421
poses, capturando a posicdo, a orientagdo e a conformacgdo interna do fondaparinux,

resultando em trés modos de ligacdo geometricamente distintos.

A sub-clusterizagdo por RMSD difere metodologicamente da clusterizagao inicial por
centro de massa. Enquanto o centro de massa agrupa as poses com base na posi¢do espacial
do ligante na superficie do sitio mapeado na proteina E, o RMSD agrupa as poses com base
na semelhanca conformacional entre si. Poses que com centroide similar podem apresentar
grande variagdo de RMSD se o ligante estiver rotacionado ou apresentar conformacdes

internas diferentes.

O elbow plot da sub-clusterizagdo do Cluster 3 indica k=3 como niimero 6timo de

clusters (Figura B-2). O dendograma (Figura 20a) e o grafico (Figura 20b) ilustram como
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essas poses foram agrupadas. A proje¢do (Figura 20c) mostra que os trés sub-clusters se
sobrepdem parcialmente no espago do centroide, mas diferem na geometria interna das poses
adotadas pelo fondaparinux. O boxplot (Figura 20d), também demonstra uma degenerescéncia
entre esses sub-clusters. Esses resultados t€ém implicagdes diretas para o design de inibidores:
existem trés modos conformacionais distintos pelos quais um mimetizador de GAG pode se
acomodar no pocket trimétrico, ¢ cada um deles pode ser explorado como ponto de partida

para otimizacao estrutural.

Figura 20: Visualizacdo e dados gerais da sub-clusterizacdo a) Dendograma da sub-clusterizaggo; b)
Distribui¢do das poses por sub-cluster; c¢) centros de massa do cluster 3 apds a sub-clusterizagdo por RMSD; e

d)Boxplot de score x sub-clusters
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Fonte: Elaborado pelo autor

A distribuicdo dos sub-clusters no Cluster 3 (Sub-cluster 1: 46.3%, Sub-cluster 3:
35.6%, Sub-cluster 2: 18.1%) indica que o espaco conformacional do pocket trimétrico ¢é
ocupado de forma desigual; o modo 1 ¢ claramente dominante, mas o modo 3 apresenta

contribuigdo significativa e é energeticamente mais favoravel.

A Figura 21 integra toda a informacao de clusterizacdo em uma unica visualizagao.
Cada barra representa as 50 poses de cada conformacao, divididas entre os trés sub-clusters

(coloridos) e as poses fora do Cluster 3 (cinza).



44

Figura 21: Distribui¢do das poses por conformacdo do docking(c1-c16) dentro do cluster 3, cluster por centro de
massa que foi definido na figura 19 e caracterizado como biologicamente relevante, sendo dividido em

sub-clusters por RMSD na figura 20 para definir os modos de ligagdo do sistema fondaparinux-trimero
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Fonte : Elaborado pelo autor

As conformagdes cl e c4 sdo os casos mais extremos: com aproximadamente 20% das
poses no sitio de interesse, distribuidas em sua maioria no Sub-cluster 3 (regido representada
em vermelho). Isso indica uma maior compactagdo dessas conformagdes, possivelmente os
pockets estao fechados demais para acomodar favoravelmente o fondaparinux, gerando uma
preferéncia por outros sitios da proteina. Caso esse indicio se comprove, serd possivel
estabelecer uma relacdo entre a compactacdo da interface e a baixa ocupacdo do sitio de
docking, quanto maior a compactacdo da interface trimétrica o volume do pocket é reduzido,

limitando o acesso do fondaparinux.

A conformacdo c¢9 € o oposto: apenas 8 poses fora do Cluster 3 (cinza), bem
distribuidas entre os sub-clusters e com distribuicdo expressiva no Sub-cluster 3 (24 poses).
Seu pocket possivelmente esta numa geometria de abertura 6tima para o Sub-cluster 3 (verde),
mostrando que c9 ¢ uma boa conformagdo para caracterizar a interagdo do trimero com
GAGs. Além de c9, c15 e c16 também tém alta ocupacao do sitio, com distribui¢do relevante
pelos trés sub-clusters, respectivamente de 80% e 76% das posi¢des dessas conformagdes no

cluster 3.

A partir de toda a construgdo do HCA foram selecionadas as poses que melhor
representavam esses sub-clusters, para serem usadas em estudos futuros de dindmica

molecular. Para selecionar essas poses, os critérios adotados foram as poses de melhor score
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que estavam nas conformagdes mais populosas de cada sub-cluster, pois a estabilidade ¢
proporcional a populacdo do estado. As poses selecionadas foram para o sub-cluster 1: c¢13

pose 1, sub-cluster 2: c11 pose 1, sub-cluster 3: ¢9 pose 2.

Figura 22: Poses representativas de cada sub-cluster a)Sub-cluster 1: c¢13 pose 1 score = -7,779 kcal/mol

b)Sub-cluster 2: c11 pose 1 score = -7,978 kcal/mol c)Sub-cluster 3: ¢9 pose 2 score = -7,368 kcal/mol

Fonte: Elaborado pelo autor

Essas poses foram selecionadas por critérios fisico-quimicos e populacionais,
entretanto, ¢ possivel reparar que elas retratam muito bem a simetria do sistema, pois estdo

orientadas seguindo cada uma das cadeias monoméricas que compdem a estrutura trimétrica.

Com um entendimento de como essas poses estdo localizadas no espago, foi realizada
uma etapa de caracterizacdo das interacdes realizadas por essas poses utilizando os resultados
do PLIP que foram convertidos em uma visualizagdo 3D pelo Pymol e uma visualizagdo 2D

pelo Discovery Studio (Figura 23).
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Figura 23: Visualizagdo das intera¢des das poses representativas de cada sub-cluster de diferentes formas,
a)pose representativa sub-cluster 1 Pymol; b) pose representativa sub-cluster 1 Discovery; ¢) pose representativa
sub-cluster 2 Pymol; d) pose representativa sub-cluster 2 Discovery; e) pose representativa sub-cluster 3 Pymol;

f) pose representativa sub-cluster 3 Discovery
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Fonte: Elaborado pelo autor

As trés poses representativas selecionadas convergem para uma regido de interacdes

que valida computacionalmente o pocket DP-C16-T como sitio preferencial de ligagdo do
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fondaparinux na superficie trimétrica da proteina E do DENV-2. Os residuos Glul72, Glul74,
Gly177, Thr180, Lys291 e Lys295, interagem nas trés poses sem exce¢do, constituindo uma
regido farmacoforica necessaria para o reconhecimento do sitio por um mimetizador de GAG.
Esse nucleo de poses selecionadas por critérios independentes, score de docking e
representatividade populacional dos sub-clusters, possui uma correspondéncia direta com os
residuos identificados por solvent mapping (Leite et al. 2026) representam uma validagao

cruzada entre metodologias completamente distintas.

Os residuos de maior destaque dentre os que sdo comuns as trés poses sao: Lys 291,
Lys 295, Glu 172 e Thr 180. As lisinas 291 e 295 emergem como os principais mediadores de
interacdo eletrostatica com os grupos sulfatos do fondaparinux, devido a natureza eletrostatica
e de ligacdo de hidrogénio de suas interagdes. O glutamato 172 ¢é o residuo que realiza o
maior nimero de interacdes com o fondaparinux, demonstrando que estd em uma regido
Otima de interacdes. Ja a treonina 180 contribui com contatos anfipaticos que estabilizam os

anéis de agucar do pentassacarideo no pocket.

Cada pose revela extensdes especificas do modo de ligagdo que enriquecem o mapa
farmacofoérico do sitio. A coexisténcia desses trés modos de ligagdo geometricamente
distintos dentro do mesmo sitio reflete a natureza flexivel do fondaparinux como
pentassacarideo, capaz de adotar multiplas orientacdes complementares ao pocket trimétrico,
todas biologicamente plausiveis. A escolha dessas 3 poses mostra que todas sdo bons
representantes para esse sistema bioldgico e podem servir de base em estudos futuros de
dindmica molecular que caracterizem melhor a biologia do sistema e no desenvolvimento de

uma terapia antiviral.
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6. CONCLUSAO

Os resultados obtidos neste trabalho estabelecem uma base estrutural consistente para
a investigagdo do fondaparinux como modelo estrutural de um inibidor de entrada do

DENV-2, mas demonstram uma necessidade de estudos mais aprofundados.

A variacdo de score entre as 16 conformagdes, demonstra que o docking de multiplas
estruturas ¢ fundamental para a caracterizacdo de sistemas bioldgicos. Uma unica
conformagdo teria produzido resultado parcial ou enganoso. A ¢3 como outlier negativo e
cl/c4 com baixa ocupagdo do cluster 3 estabelecem que conformagdes mais compactas do
pocket sao menos receptivas ao fondaparinux, enquanto conformagdes com geometria de

abertura intermediaria como ¢16 maximizam os contatos com o ligante.

Das 800 poses geradas, 421 (52.6%) convergiram para o Cluster 3, que espacialmente
esta no DIII e acima das coordenadas do pocket DP-C16-T. O fato de mais da metade das
poses se dirigirem para aquele sitio especifico ¢ uma evidéncia computacional de que o pocket
¢ genuinamente atrativo para o fondaparinux e para GAGs como heparina e SH.
Biologicamente, isso faz sentido, pois o DP-C16-T esta localizado na interface entre os trés
monomeros do trimero, exatamente na regido onde Lys291 e Lys295 estdo expostas para o

exterior do virion.

Embora 52.6% das poses convirjam para o DP-C16-T, as demais 47.4% se distribuem
pelos outros clusters, indicando que multiplas regides da superficie protéica sao
energeticamente compativeis com o ligante. Essa diversidade de ligacdo decorre
principalmente de dois fatores estruturais interdependentes. O primeiro ¢ a extensdo da
superficie acessivel do trimero que expde uma area de contato extensa com muitos sitios
carregados positivamente. O segundo fator ¢ a flexibilidade conformacional do fondaparinux:
como pentassacarideo com 32 torsdes ativas, ele possui liberdade rotacional suficiente para
adaptar sua geometria a diferentes microambientes de superficie. A combina¢do de um
superficie extensa e positivamente carregada com um ligante grande e flexivel negativamente
carregado configura um sistema de baixa especificidade geométrica, onde a seletividade
biologica observada pelo sitio DP-C16-T ¢ determinada primariamente pela densidade e
organizagdo espacial dos residuos de GAG binding. Esse resultado ¢ consistente com o

comportamento conhecido de GAGs enddgenos, que também interagem de forma diversa com
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multiplas regides de proteinas de superficie viral, sendo sua especificidade funcional

determinada por contexto bioldgico e ndo por geometria molecular restrita.

A sub-clusterizacao por RMSD revelou que o fondaparinux nao adota um tnico modo
de ligacdo no pocket trimétrico, mas trés possiveis orientacdes distintas com diferentes perfis
de interacdo. Isso tem implicacdo direta para o design de inibidores: cada sub-modo
representa uma estratégia distinta de otimizacdo e pode ser usado para representar de forma

significativa a biologia do sistema em estudos de dinamica molecular.

As trés poses representativas foram selecionadas precisamente por representarem oS
modos de ligacdo mais populados e energeticamente favoraveis do docking, reunindo
caracteristicas necessarias para servir como estruturas de partida em simula¢des de dindmica
molecular. A progressao metodoldgica de docking estatico para docking de multiplas
estruturas e finalmente para dindmica molecular do complexo representa o fluxo de trabalho
natural do design estrutural de antivirais, e as poses aqui identificadas fornecem os pontos de
entrada necessarios para que essa investigacdo prossiga sobre fundamentos computacionais

solidos e biologicamente justificados.
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Apéndice A: Resultados da Analise do PLIP

Figura A-1: 20 residuos que mais interagiram com o fondaparinux
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Figura A-2: Top 15 residuos que mais interagiram com o fondaparinux por cadeia do trimero
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Apéndice B: Resultados da analise do HCA
Figura B-1: Método do cotovelo “Elbow Method” da clusterizagdo por centro de massa
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Figura B-2: Método do cotovelo “Elbow Method” da clusterizagdo por RMSD
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