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IMPACTO POTENCIAL DESTA PESQUISA

Esta pesquisa tem impacto cientifico e técnico relevante ao elucidar, em nivel molecular, os
mecanismos fisico-quimicos que governam a transi¢ao conformacional dependente de pH e
temperatura da glicoproteina de envelope do virus da dengue. Por meio de simulacdes de
dindmica molecular all atom em escala de microssegundos aplicadas aos sorotipos DENV-2 e
DENV-3, o estudo identifica gatilhos hierdrquicos responsaveis pela desestabilizacdo do dimero
de pré-fusdo, incluindo uma rota assimétrica de dissociacdo denominada “abraco compensatorio”
e diferencas sorotipo-especificas associadas a distribuicao de histidinas.

Do ponto de vista social, inovador e estratégico, os resultados fornecem bases racionais para o
desenvolvimento de antivirais de amplo espectro e para o design de imundgenos mais eficazes
contra um patdgeno de elevada relevancia em regides tropicais e subtropicais. O trabalho
contribui para a formacdo avancada em biofisica computacional, para a internacionalizacdo da
pesquisa e para o desenvolvimento sustentavel, ao priorizar abordagens computacionais de alto
impacto e baixo custo experimental, fortalecendo a interface entre ciéncia fundamental, inovacao
biotecnoldgica e satde publica sustentdvel, ao minimizar custos experimentais € o consumo de

recursos laboratoriais.

POTENTIAL IMPACT OF THIS RESEARCH

This research has relevant scientific and technical impact by elucidating, at the molecular level,
the physicochemical mechanisms governing the pH- and temperature-dependent conformational
transition of the dengue virus envelope glycoprotein. Using microsecond-scale all-atom molecu-
lar dynamics simulations of the DENV-2 and DENV-3 serotypes, the study identifies hierarchical
triggers responsible for prefusion dimer destabilization, including an asymmetric dissociation
pathway termed the “compensatory embrace” and serotype-specific effects linked to histidine
distribution.

From a social, innovative, and strategic perspective, these findings provide a rational framework
for the development of broad-spectrum antivirals and improved immunogen design against a
pathogen of major relevance in tropical and subtropical regions. The work also contributes
to advanced training in computational biophysics, promotes research internationalization, and
aligns with sustainable development principles by prioritizing high-impact, low-cost computati-
onal approaches that strengthen the interface between fundamental science, biotechnological

innovation, and public health.
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“As simulacoes de dindmica molecular (DM) permitem aos pesquisadores investigar o
comportamento de alvos biologicos desejados a custos cada vez menores e com precisdo cada

vez maior” [(Sterbuleac| 2021),p.1503, tradugdo nossa.]



RESUMO

A patologia da dengue depende do rearranjo conformacional em baixo pH da glicoproteina de
envelope (E), mas ainda nao estd claro como variacdes no pH e na temperatura cooperam para
desestabilizar seu estado de pré-fusdo dimérico. Aqui, buscamos decifrar essa sinergia para
os sorotipos de maior relevancia médica, DENV-2 e DENV-3. Foram realizadas simulac¢des
de dindmica molecular all atom, em escala de microssegundos, a 28 °C, 37 °C e 40 °C sob
pH 5-7, utilizando campos de forca CHARMM36m. O aumento da temperatura de 28 °C
para 37 °C dobrou o espaco conformacional explorado em pH neutro e enfraqueceu ambos os
dimeros por meio da reducio ou perda da rede de interacdes ao longo da interface dimérica. A
acidificacdao amplificou esse efeito de maneira especifica para cada sorotipo: o DENV-2 exigiu
pH 5, enquanto o DENV-3 respondeu em pH 6. As andlises de distancias e de componentes
principais revelaram uma rota assimétrica de dissociag¢do, denominada “abrago compensatério”,
na qual o recuo dos Dominios I-III, II de um mondémero € equilibrado pelo avango do parceiro,
preservando temporariamente os contatos intersubunidades. As andlises estruturais destacaram a
diferenca na distribuicdo de histidinas entre os sorotipos. Esses resultados delineiam gatilhos
fisico-quimicos hierarquicos que convertem o dimero em mondmeros competentes para fusao.
O direcionamento da rede de interagdes da interface ou a ruptura do “abrago compensatério”
oferece novas perspectivas para antivirais de amplo espectro e para o design de imundgenos,

evidenciando o valor da dindamica molecular de longa duracdo na descoberta de farmacos.

Palavras-Chave: Virus da dengue; glicoproteina de envelope; dindmica molecular; protonagao;

desestabiliza¢do do dimero; mudanca conformacional dependente de pH.



ABSTRACT

The pathology of dengue depends on the low-pH conformational rearrangement of the envelope
(E) glycoprotein, but it is still unclear how variations in pH and temperature cooperate to
destabilize its pre-fusion dimeric state. Here, we seek to decipher this synergy for the serotypes
of greatest medical relevance, DENV-2 and DENV-3. All-atom molecular dynamics simulations
were performed on the microsecond scale, at 28 °C, 37 °C, and 40 °C under pH 5-7, using
CHARMM36m force fields. The increase in temperature from 28 °C to 37 °C doubled the
conformational space explored at neutral pH and weakened both dimers through the reduction
or loss of the interaction network along the dimeric interface. Acidification amplified this
effect in a serotype-specific manner: DENV-2 required pH 5, while DENV-3 responded at pH 6.
Distance and principal component analyses revealed an asymmetric dissociation route, termed the
“compensatory hug”, in which the retraction of Domains I-III, IT of one monomer is balanced by
the advancement of its partner, temporarily preserving inter-subunit contacts. Structural analyses
highlighted the difference in histidine distribution between the serotypes. These results outline
hierarchical physicochemical triggers that convert the dimer into fusion-competent monomers.
Targeting the interaction network of the interface or disrupting the “compensatory hug” offers
new perspectives for broad-spectrum antivirals and for immunogen design, highlighting the value

of long-timescale molecular dynamics in drug discovery.

Keywords: Dengue virus; envelope glycoprotein; molecular dynamics; protonation; dimer

destabilization; pH-dependent conformational change.
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1 INTRODUCAO

Os flavivirus sdo um género de virus pertencente a familia Flaviviridae, caracterizados
por apresentarem um genoma de RNA de cadeia simples, de polaridade positiva (+ssRNA),
com aproximadamente 10—11 kb. Sdo virus envelopados, de morfologia esférica e simetria
icosaédrica, cujo envelope lipidico contém as glicoproteinas de membrana (M) e de envelope (E),
essenciais para os processos de entrada e fusdo viral. Transmitidos principalmente por artrépodes
hematéfagos, sobretudo mosquitos dos géneros Aedes e Culex. Esses virus representam uma
ameaca significativa a saide publica mundial, estando associados a doengas graves como a
dengue, zika, febre amarela e encefalite do Nilo Ocidental (Huang et al., 2021; Kuhn et al., 2002;
Stephenson, [1988)). Em particular o virus da dengue (DENV), infectam milhdes de pessoas
anualmente, causando febre alta e manifestagdes graves, que podem ir desde a febre da dengue
(DF) autolimitada, até formas graves potencialmente mortais como a febre hemorrédgica da
dengue (DHF) e sindrome de shock por dengue (DSS) (Guzman; Harris, |2015; Huang et al.|
2021; Sinha et al., [2024)). Além do impacto global da doencga e sua relevancia para a humanidade,
atualmente ndo existem terapias antivirais especificas e eficazes contra DENYV, e as vacinas
disponiveis enfrentam desafios em relacdo a promover uma resposta imunoldgica forte para todos
os sorotipos (DENV1-4) e os riscos associados com a imunizagdo de individuos soronegativos
(Kim et al.| [2024; [Lee; Wu; Poh, [2023)).

O mecanismo de pentracdo do DENV envolve mudangas conformacionais na proteina de
envelope (pE), uma glicoproteina que recobre densamente a superficie do virus maduro, se
envolvendo em fungdes cruciais na ligacdo a receptores celulares, promove a fusdo de membranas
mediadas por pH 4dcido em endossomos € € o principal alvo de anticorpos neutralizantes (Stiasny;
Kiermayr; Heinz, 2006} Zaitseva et al., 2010). No virion maduro, a proteina E se organiza
predominantemente como homodimeros dispostos assimétricamente (cabeca-cauda), formando
uma estrutura icosaédrica em condi¢des neutras ou ligeiramente alcalinas (Zaitseva et al., 2010).
Entretanto, ao ser internalizado pela célula hospedeira e atingir um endossomo acidificado,
a proteina E sofre alteracdes conformacionais que fazem com que os dimeros se dissociam
em mondmeros, aumentando a flexibilidade e expondo dominios cruciais. Em seguida, esses
mondmeros se rearranjam e se associam para formar trimeros estdveis, essenciais para a fusao do
virion com a membrana celular e a liberacdo do genoma viral no citoplasma da célula-hospedeira
(Klein; Choi; Harrison, |2013; Zhang; Kai; Lul 2020).

A estabilidade e a dinamica conformacional da pE sdo criticas para a infec¢do viral (Sharma
et al., [2019; [Zhang; Kai; Lu, 2020). Em pesquisas anteriores, observou-se, que o switch de
28 °C (temperatura do vetor) para a temperatura de 37 °C (temperatura do hospedeiro), a
particula madura do DENV perde sua simetria e os dimeros da pE ndo estabelecem as interagdes
laterais especificas vistas na estrutura a 28 °C (Lim et al.,[2019)). Compreender os determinantes

moleculares que governam a estabilidade do dimero da pE € de suma importancia para o
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desenvolvimento de estratégias antivirais (Anasir; Ramanathan; Pohl 2020). A interface do
dimero e as regides envolvidas nas transi¢des conformacionais representam também regides
atrativas para intervencao terapéutica, com o fim de inibir a entrada do virus (Perera; Khaliq;
Kuhn, 2008).

As metodologias de simulacdes moleculares, e técnicas de amostragem aprimoradas, ofere-
cem ferramentas poderosas para pesquisar estes processos a nivel atdmico (Prakash; Barducci;
Parrinellol 2010). Estas simulagdes permitem explorar a influéncia de fatores fisico-quimicos
como pH e temperatura, assim como as diferencas intrinsecas entre sorotipos, que influem na
sua estrutura e dinamica, e energética, provendo informacao detalhada sobre os mecanismos
que governam a estabilidade do dimero da pE (Hollingsworth; Dror, 2018}, |Prakash; Barducci;
Parrinellol 2010).

No contexto de desvendar os fatores moleculares que modulam a estabilidade da proteina de
envelope no virus da dengue, torna-se essencial compreender como varidveis fisico-quimicas
fundamentais, como pH e temperatura, influenciam o comportamento estrutural do dimero
da proteina E. Essas condi¢des ambientais atuam diretamente sobre estados de protonagao,
interacdes eletrostaticas e intensidade das flutuagdes térmicas, podendo alterar a organizagao
da interface dimérica e deslocar os equilibrios estruturais quaternarios. A dindmica molecular
constitui uma abordagem apropriada para essa investigagdo, pois permite descrever, em nivel
atdmico e com resolucdo temporal, a resposta do sistema a essas perturbagdes, capturando
movimentos coletivos, reorganizagdes estruturais e eventos associados a dissociacdo. Assim,
o objetivo deste estudo € caracterizar quantitativamente como pH e temperatura modulam a
estabilidade, a dindmica e os equilibrios conformacionais do dimero da proteina E, identificando

os determinantes moleculares subjacentes a esses processos.
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6 CONCLUSAO

Este estudo empregou simulagdes de dindmica molecular all-atom para demonstrar que o
pH e a temperatura atuam como gatilhos fisicoquimicos sinérgicos que remodelam o panorama
conformacional da proteina do envelope do virus da dengue (pE) nos sorotipos 2 e 3 (DENV-
2 e DENV-3). Embora os ectodominios sejam globalmente conservados, diferengas sutis na
sequéncia primdria, mais notadamente na distribuicdo espacial de histidinas, sugerem que
existe respostas dindmicas e limiares de estabilidade especificos de cada sorotipo. O DENV-
2 apresentou sua maior labilidade estrutural em pH 5 e 37 °C, condi¢des que mimetizam o
endossomo humano, enquanto o DENV-3 tornou-se preferencialmente desestabilizado em pH 6
e 37 °C. Ambos os sorotipos também exibiram uma tendéncia intrinseca a dissociagao em pH
neutro e 37 °C, ressaltando sua propensdo ao estado monomérico. O aumento da temperatura de
28 °C para 37 °C atuou como um “interruptor’” térmico, expandindo significativamente o espago
conformacional e enfraquecendo a interface dimérica por meio da perda ou atenuacdo de pontes
salinas e ligacdes de hidrogénio.

Um achado central foi um mecanismo assimétrico de dissociacdo denominado “abrago
compensatério”. A medida que os protdmeros se separam, a retragio dos Dominios I, IT ou IIT
em um mondmero é contrabalancada pelo avangco do dominio correspondente no seu parceiro,
preservando temporariamente os contatos intersubunidades e mascarando a separagdo inicial.
Movimentos essenciais revelam rotacdes e balancos acoplados desses dominios, identificando
um alvo terapéutico tangivel: a ruptura desse abraco deve dificultar a transi¢ao de dimero para
monomero e, consequentemente, a fusdo viral.

Ao correlacionar sinais ambientais com rearranjos em escala atdmica, o trabalho refina os
modelos atuais de entrada do virus da dengue e fornece um mapa detalhado das interagdes que
sustentam a integridade do dimero. O reforg¢o seletivo desses contatos, ou a inibi¢do direta do
mecanismo de abraco compensatério, emerge como uma via racional para o desenvolvimento de
antivirais de nova geracdo, anticorpos amplamente neutralizantes e candidatos vacinais projetados

para estabilizar a pE e impedir a fusdo de membranas.
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