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Bioativos de produtos naturais na inibicao da metiltransferase do virus

da dengue: estudo in silico de compostos de cacau (Theobroma cacao L.)

Athirson Gabriel da Rocha Carneiro’

Kally Alves de Sousa?

Rafael Vieira®

RESUMO

A dengue € uma doenga viral transmitida por mosquitos do género Aedes e representa
um seério problema de saude publica, especialmente em paises tropicais como o
Brasil. A enzima metiltransferase, essencial para a replicagdo viral, € um alvo
importante para o desenvolvimento de antivirais. Este estudo buscou, por meio de
ancoragem molecular, avaliar o potencial inibitério de compostos bioativos presentes
em exsudatos de fermentacdo de sementes de cacau (Theobroma cacao L.) sobre a
metiltransferase viral. Foi realizada uma triagem in silico com as plataformas
Discovery Studio, PyMOL, Dynamic Dock e CB-Dock2, utilizando estruturas da base
Lumios, além de dados do PubChem e do Protein Data Bank. Foram analisados as
energias de ligagcdo e os tipos de interagbes moleculares entre 13 compostos e a
enzima-alvo. Os resultados mostraram que procianidina, catequina e trealose
apresentaram as menores energias de ligagao e as interacbes mais estaveis no sitio
ativo, indicando maior afinidade e potencial de inibicdo. Conclui-se que a prospeccao
de metabdlitos especiais, aliada a ferramentas computacionais, constitui uma

estratégia promissora para identificar candidatos a antivirais naturais contra a dengue.

Palavras-chave: antivirais; docagem molecular; bioinformatica; Aedes; metabdlitos
especiais.
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ABSTRACT

Dengue is a viral disease transmitted by mosquitoes of the genus Aedes and is a
serious public health problem, especially in tropical countries such as Brazil. The
methyltransferase enzyme, essential for virus replication, is an important target for the
development of antiviral drugs. This study sought, through molecular docking, to
evaluate the inhibitory potential of bioactive compounds present in fermentation
exudates of cocoa seeds (Theobroma cacao L.) on viral methyltransferase. An in silico
screening was performed using the Discovery Studio, PyMOL, Dynamic Dock, and CB-
Dock?2 platforms, with structures from the Lumios database and data from PubChem
and the Protein Data Bank. The binding energies and types of molecular interactions
between 13 compounds and the target enzyme were analyzed. The results showed
that procyanidin, catechin, and trehalose presented the lowest binding energies and
stable interactions at the active site, indicating greater affinity and inhibition potential.
It is concluded that prospecting for special metabolites, combined with computational
tools, constitutes a promising strategy for identifying natural antiviral candidates

against dengue.

Keywords: antivirals; molecular docking; bioinformatics; Aedes; special metabolites.



1. INTRODUGAO

As doengas tropicais negligenciadas (DTNs) constituem um grupo de infecgbes
que afetam, predominantemente, populagcdes vulneraveis, impactando mais de 1,4
bilhdo de pessoas em todo o mundo, e historicamente recebem pouca atengdo em
pesquisa, prevengao e tratamento (Who, 2023). Entre elas, a dengue € uma doencga
viral transmitida por mosquitos do género Aedes, que afeta milhdes de pessoas
anualmente e representa um grave problema de saude publica, especialmente em
paises tropicais como o Brasil (Wilder-Smith et al., 2012). Apesar dos avangos em
programas de controle vetorial e no desenvolvimento de vacinas, ainda ndo existe um
antiviral especifico aprovado para o tratamento da doenga. Dentre os diversos alvos
moleculares do virus da dengue, destaca-se a enzima metiltransferase (Mtase),
localizada na porgé&o N-terminal da proteina NS5, considerada essencial para o ciclo
de replicagéo viral (Noble et al., 2014). Essa enzima participa da metilagdo do RNA
viral, processo fundamental para a estabilidade do genoma e para a evasdo do
sistema imunolégico do hospedeiro, o que a torna um alvo promissor para o
desenvolvimento de inibidores antivirais.

Nesse contexto, a docagem molecular surge como uma importante técnica
computacional utilizada para prever a interagdo entre moléculas, geralmente entre um
ligante, frequentemente uma substancia bioativa, e um receptor biolégico, como uma
enzima ou uma proteina (Amaro et al., 2018; Wang et al., 2019). Essa abordagem
permite avaliar a afinidade e a estabilidade da ligagcdo molecular, facilitando a
identificacdo de compostos com potencial para atuar como inibidores ou moduladores
da proteina-alvo (Ruan et al., 2013).

No desenvolvimento de farmacos, a docagem molecular € uma ferramenta
valiosa para a triagem virtual de compostos, pois reduz o tempo e 0s custos em
comparagao com métodos experimentais tradicionais (Choi; Lee, 2021; Jorgensen,
2004). A técnica permite simular o posicionamento do ligante na regido ativa da
proteina, analisando interagdes quimicas importantes, como ligagdes de hidrogénio,
interagdes hidrofébicas e ligagdes eletrostaticas, essenciais para a formagao de uma
ligagao eficaz.

Compostos naturais tém se mostrado fontes promissoras de agentes bioativos.
O cacau (Theobroma cacao L.), em particular, é rico em flavonoides, alcaloides e

outros metabdlitos secundarios com propriedades antioxidantes, anti-inflamataérias e,



em alguns casos, antivirais, o que o torna um candidato interessante para estudos
antivirais, conforme Huq et al. (2024). Assim, a triagem das moléculas presentes na
fermentacdo do cacau contra a metiltransferase do virus da dengue pode revelar
candidatos potenciais para a inibicdo dessa enzima, contribuindo para o
desenvolvimento de novos antivirais.

Portanto, esta pesquisa justifica-se pela relevancia social e cientifica de buscar
novas alternativas terapéuticas contra a dengue, ao integrar o potencial de compostos
naturais de origem tropical, como o cacau, com ferramentas modernas de descoberta
de farmacos. Essa abordagem pode contribuir significativamente para o
desenvolvimento de tratamentos antivirais inovadores e eficazes.

O presente trabalho teve como objetivo investigar, por meio da docagem
molecular, o potencial das moléculas presentes em exsudatos da fermentagao de
sementes de cacau na inibicdo da enzima metiltransferase do virus da dengue. A
metodologia empregada consistiu na triagem in silico, utilizando diferentes
plataformas de docagem molecular, como Discovery Studio, PyMOL, Dynamic Dock
(https://dockingdynamic.netlify.app/) e CB-Dock2, com dados estruturais obtidos de

bases publicas, como PubChem e o Protein Data Bank (PDB). Essa abordagem
permitiu estimar a energia de ligagdo e mapear as interagdes moleculares entre os
compostos selecionados e o receptor-alvo, orientando a identificacdo dos candidatos

mais promissores para estudos futuros.


https://dockingdynamic.netlify.app/

2. METODOLOGIA

O estudo foi conduzido por meio de métodos in silico, utilizando ferramentas de
docagem molecular para avaliar a interagdo entre o receptor-alvo e 13 compostos
identificados em exsudatos provenientes da fermentacao espontadnea de sementes de
cacau. Tais compostos foram extraidos do banco de dados da plataforma LUMIOS
(Vieira; Sousa; Castro-Gamboa, 2024; Vieira, 2023). Além do alvo proteico do virus
da dengue, foram aplicadas técnicas de modelagem molecular por meio dos softwares
PyMOL e Discovery Studio Visualizer, bem como de ferramentas especializadas,
como Dynamic Dock e CB-Dock2, com o objetivo de calcular e comparar o grau de
afinidade das interagdes. Esses procedimentos permitiram identificar os compostos

com maior potencial de atividade antiviral.

2.1 Selegao de Proteina-Alvo

Para a selegdo da proteina utilizada como receptor na docagem molecular,
consultou-se a base de dados Protein Data Bank (PDB). Por meio dessa ferramenta,
foi obtida a estrutura da enzima metiltransferase da dengue, identificada pelo codigo
1L9K, envolvida na replicagao viral.

2.2 Selegao dos Ligantes Bioativos

Foram selecionadas 13 moléculas identificadas em exsudatos da fermentacao
espontdanea de sementes de cacau: catequina, trealose, teobromina, cafeina,
procianidina, adenina, indole-3-acetamide, acido ftalico, anidrido ftalico, fenilalanina,
tirosina, bis(2-ethylhexyl)phthalate e dibutyl benzene-1,2-dicarboxylate (Vieira; Sousa;
Castro-Gamboa, 2024; Vieira, 2023). Embora as pesquisas iniciais tenham
investigado essas moléculas devido ao seu potencial terapéutico em doencgas
respiratorias, neste estudo, elas foram selecionadas para explorar possiveis
interagdes com alvos do virus da dengue, visando identificar compostos naturais com
atividade contra doengas tropicais negligenciadas. Os dados sobre essas moléculas
foram obtidos inicialmente na base LUMIOS, e suas representacbées SMILES foram
posteriormente verificadas no PubChem para garantir a precisdo estrutural. Cada



molécula foi nomeada e numerada sequencialmente para organizagdo durante as

analises posteriores.

2.3 Softwares

Para a condugado desta pesquisa, foram empregados os softwares PyMOL e
Discovery Studio Visualize, especializados em visualizagdo molecular tridimensional,
bem como na representagcdo bidimensional de estruturas quimicas e de suas
respectivas interagdes. As simulagdes de docagem molecular foram realizadas por
meio das plataformas Dynamic Dock (em desenvolvimento) e CB-Dock2, ambas
disponiveis como aplicacbes web. A escolha por essas ferramentas se deu pela
praticidade de uso, pela acessibilidade e pela capacidade de processar multiplos
ligantes de forma automatizada, otimizando o fluxo de trabalho e reduzindo a

demanda por recursos computacionais locais.

2.4 Docagem Molecular

Apoés a enumeragao dos ligantes bioativos selecionados para a pesquisa, foi
realizado o carregamento da estrutura tridimensional da proteina-alvo, identificada
pelo cédigo PDB 1L9K, na plataforma Dynamic Dock, possibilitando a visualizagéo e
a analise de sua conformacdo estrutural. Em seguida, foi realizada a docagem
molecular das 13 moléculas previamente numeradas, de forma sequencial e
individual, repetindo o procedimento trés vezes para calculo da média de afinidade.

Concluida a docagem molecular, os dados obtidos foram analisados e
registrados, considerando-se os valores de afinidade de cada ligante com a proteina.
As estruturas resultantes foram baixadas para analise posterior. Durante todo o
processo, as coordenadas espaciais do centro da caixa de docagem permaneceram
fixas, com valores de X = 20, Y = 20 e Z = 20, aplicados uniformemente a todas as
moléculas.

Para verificacdo dos resultados, o procedimento foi repetido na plataforma CB-
Dock2. Quando a diferenga entre os valores obtidos em ambas as plataformas foi igual
ou inferior a 0,3 kcal/mol, manteve-se a média resultante para cada molécula. Em
todas as repeticdes, realizadas trés vezes para cada ligante, as coordenadas
espaciais do centro da caixa foram mantidas idénticas as utilizadas na Dynamic Dock,



visando maior precisdo nos resultados.

2.5 Avaliagao das Interagoes Proteina-Ligante

Com a conclusdo da docagem molecular e o levantamento das médias de
afinidade obtidas em ambos os programas, foi realizada a avaliagao das interagodes,
fundamentada na analise dos diagramas moleculares em 2D gerados pelo Discovery
Studio, na verificag&o estrutural, na analise dos residuos envolvidos e na identificagcao
das ligacbes presentes no sitio ativo. Essa etapa baseou-se principalmente na
comparagao entre a estrutura do complexo proteina-ligante original e os 13
complexos moleculares formados pelos ligantes estudados, com suporte bibliografico
em artigos sobre o tema.

Para uma manipulacdo mais precisa e detalhada das estruturas
tridimensionais, utilizou-se o software PyMOL, o que permitiu inspegdes visuais
minuciosas, a identificacdo de interacdes intermoleculares e a analise da orientagao
espacial dos ligantes no sitio ativo. As moléculas ligantes que apresentaram valores
de afinidade > - 7 kcal/mol foram selecionadas para analises complementares e mais
aprofundadas, visando compreender, de forma detalhada, o potencial de interagao e
a estabilidade do complexo proteina—ligante.
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3. RESULTADOS E DISCUSSOES

Nesta secdo, apresentam-se os resultados da triagem molecular entre os
ligantes selecionados e o receptor-alvo do virus da dengue. A analise considerou as
energias de ligagao, os tipos de interagdes envolvidas e a estabilidade dos complexos
proteina-ligante.

3.1 Receptor-Alvo

O receptor selecionado para este estudo foi a metiltransferase do virus da
dengue, uma enzima essencial no ciclo de replicag&o viral, responsavel pela metilagao
do RNA viral, processo crucial para a evasao do sistema imune do hospedeiro e para
a estabilidade do RNA (Bhutkar et al. 2025). A proteina foi obtida do banco de dados
do Protein Data Bank (PDB) sob o codigo 1L9K. Trata-se de uma transferéncia
expressa em Escherichia coli, cristalizada e determinada por difragcado de raios X com
resolucdo de 2,40 A. O ligante presente na estrutura é o SAH (S-
Adenosylhomocysteine), um produto da reacédo catalisada por metiltransferases, o
que sugere que essa molécula pode servir de referéncia para a modelagem de novos
inibidores. A seguir, estdo apresentadas as principais caracteristicas estruturais do
receptor utilizado:

Tabela 1: Caracteristicas estruturais e informagdes do receptor metiltransferase do virus da dengue

Nome da proteina Dengue methyltransferase
Cadigo PDB 1L9K
Classificacao Transferase
Organismo Dengue virus type 2
Expressao Escherichia coli
Método de determinagéao Difragdo de raios X
Resolugio 2.40 A
Ligante presente SAH (S-Adenosylhomocysteine)
Autores Egloff, M.P., Benarroch, D., Selisko, B.,
Romette, J.L., Canard, B.
Data de depdsito 25 de margo de 2002

Fonte: Adaptado de Protein Data Bank (PDB), entrada 1L9K. Disponivel em:
https://www.rcsb.org/structure/1L9K. Acesso em: 4 jul. 2025.


http://www.rcsb.org/structure/1L9K

3.2 Ligantes Selecionados

11

Os compostos extraidos da base de dados do LUMIOS incluem flavonoides,

alcaloides e outros metabdlitos secundarios reconhecidos por suas atividades

bioldgicas. Os dados do LUMIOS foram posteriormente comparados aos SMILES

correspondentes no PubChem para confirmar a estrutura de cada ligante. Para cada

um deles, suas representacbes no formato SMILES, apresentadas na Tabela 2,

serviram de base para as analises estruturais e de interagdo molecular discutidas a

seguir.
Tabela 2: Ligantes selecionados e suas respectivas representa¢cdes SMILES
Estrutura Nome Smiles
. - NC1NCNC2C1NCN2[C@@H]10[C@H](CSC
Hgante Original SAR CIC@HIN)C(0)0)[C@@HI(O)[C@HIT0
. . C1[C@@H]([C@H](OC2=CC(=CC(=C21)0)0)
Molécula 1 Catequina C3=CC(=C(C=C3)0)0)0
C([C@@HNC@H]I(C@@H](IC@HI(IC@HI(O1)
Molécula 2 Trealose O[C@@H]2[C@@H]([C@H]([C@@H]([C@H](02)CO)0)0
)0)0)0)0)O
Molécula 3 Teobromina CN1C=NC2=C1C(=O)NC(=0O)N2C
Molécula 4 Cafeina CN1C=NC2=C1C(=0O)N(C(=0O)N2C)C
C1C(C(0OC2=CC(=CC(=C21)0)0)C3=CC(=C(C=C3)0)0)
Molécula 5 Procianidina OC4(C(C(C5=C(C=C(C=C504)0)0)
0)0)C6=CC(=C(C=C6)0)O
Molécula 6 Adenina C1=NC2=NC=NC(=C2N1)N
Molécula 7 Indole-3-acetamide C1=CC=C2C(=C1)C(=CN2)CC(=0O)N
Molécula 8 Acido ftalico C1=CC=C(C(=C1)C(=0)0O)C(=0)O
Molécula 9 Anidrido ftalico C1=CC=C2C(=C1)C(=0)0C2=0
Molécula 10 Fenilalanina C1=CC=C(C=C1)C[C@@H](C(=O)O)N
Molécula 11 Tirosina C1=CC(=CC=C1C[C@@H](C(=0O)O)N)O
. Bis(2-ethylhexyl) CCCCC(CC)COC(=0)C1=CC=CC=C1C(=0)OCC(CC)CC
Molécula 12 phthalate cC
Dibutyl Benzene-1,2-
Molécula 13 dica CCCCOC(=0)C1=CC=CC=C1C(=0)0CcccC
rboxylate

Fonte: Vieira (2023); ligante original obtido de PDB 1L9K; cédigos SMILES obtidos no PubChem.

Apos a analise dos compostos bioativos da fermentacdo do cacau e de seus
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respectivos SMILES, foi possivel identificar diversas familias quimicas, tais como
flavonoides, dissacarideos, alcaloides, bases nitrogenadas (purinas), derivados
inddlicos, acidos dicarboxilicos aromaticos, anidridos de acidos dicarboxilicos
aromaticos, aminoacidos aromaticos e ftalatos. Embora ndo sejam o foco principal da
pesquisa, duas dessas familias destacaram-se pela maior frequéncia e pela
importancia estrutural no contexto das interagdes moleculares analisadas. Nesse
grupo, destacaram-se especialmente os alcaloides e os flavonoides. Os alcaloides
como a teobromina, cafeina e adenina, pertencentes as purinas, possuem nucleos
heterociclicos nitrogenados que favorecem o empilhamento pi-pi e ligagbes de
hidrogénio, o que pode conferir estabilidade ao complexo pds-docagem molecular
(Camiruaga et al., 2023)

Flavonoides, catequina e procianidina destacam-se pelo elevado numero de
grupos hidroxila, que facilitam a formagdo de pontes de hidrogénio com residuos
polares do sitio ativo. Essa familia de compostos é amplamente estudada devido as
suas importantes propriedades terapéuticas, incluindo atividades antioxidantes, anti-
inflamatorias e antimicrobianas (Ullah et al., 2020).

3.3 Resultados da Docagem Molecular

Na tabela abaixo, estdo ranqueados os ligantes de acordo com o valor de
afinidade, incluindo o ligante original do complexo 19k, que neste caso € o SAH.

Tabela 3: Parametros de afinidade e interagdo obtidos nas simulagdes de docagem molecular

N° Estrutura Nome Best Binding Affinity
1° SAH Ligante Original -8.70 kcal/mol
2° Procianidina Molécula 5 -8.60 kcal/mol
3° Catequina Molécula 1 -8.20 kcal/mol
4° Trealose Molécula 2 -7.20 kcal/mol
5° Indole-3-acetamide Molécula 7 -6.50 kcal/mol
6° Tirosina Molécula 11 -5.90 kcal/mol
7° Anidrido ftalico Molécula 9 -5.90 kcal/mol
8° Bis(2-ethylhexyl) phthalate Molécula 12 -5.90 kcal/mol
9° Dibutyl Molécula 13 5.80 keal/mol

benzene-1,2-dicarboxylate
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10° Fenilalanina Molécula 10 -5.70 kcal/mol
11° Acido ftalico Molécula 8 -5.70 kcal/mol
12° Adenina Molécula 6 -5.30 kcal/mol
13° Teobromina Molécula 3 -5.20 kcal/mol
14° Cafeina Molécula 4 -5.00 kcal/mol

Fonte: elaborado pelo autor (2025)

A anadlise das energias de interagdo dos 13 ligantes revelou uma média de —
6,22 kcal/mol. Dentre estes, 76,92% apresentaram valores superiores a —7,00
kcal/mol, sendo classificados como interagcdes de intensidade moderada a fraca,
conforme os critérios previamente estabelecidos. Todavia, visando garantir
consisténcia e completude na apresentacao dos resultados, a Tabela 4 compila todos
os complexos analisados, incluindo suas respectivas estruturas moleculares e as

ligagdes identificadas.

Tabela 4: Complexos moleculares resultados de docagem molecular: diagramas 2D das estruturas
testadas e do ligante original

1- Ligante Original (A: -8.70 2- 1L9K/Procianidina (A: 3- 1L9K/Catequina (A: -8.20
kcal/mol) 8,60kcal/mol) kcal/mol)
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Fonte: Elaborado pelo autor com base em visualizag&o no software BIOVIA Discovery Studio Visualizer
(DASSAULT SYSTEMES, 2023)

3.4 Analise Detalhada dos Complexos

Com base nos resultados das simulagdes de docagem molecular, que
permitiram a analise das estruturas dos ligantes e das interagdes com o receptor, foi
possivel identificar os complexos que apresentaram o melhor desempenho em termos
de energia de ligagéo, estabilidade e diversidade de interagbes moleculares com a
proteina-alvo.

Dentre os 13 complexos moleculares analisados, destacaram-se,

principalmente, aqueles formados pelos ligantes procianidina (molécula 5), catequina
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(molécula 1) e trealose (molécula 2). Cada um desses compostos apresentou

desempenho superior em critérios especificos estabelecidos, contribuindo de forma

distinta para a estabilidade do complexo receptor-ligante.
A seguir, apresenta-se a analise detalhada dos complexos formados pelo

ligante principal e pelo ligante que obteve a maior pontuagdo de afinidade,
acompanhada de uma tabela comparativa (Tabela 5), que identifica suas principais

ligacbes e os residuos que os compdem. O objetivo foi compreender os principais

fatores estruturais e interacionais que influenciaram seus desempenhos na docagem

molecular.

Tabela 5: Complexos moleculares do ligante original e do ligante com melhor afinidade: estruturas e

interacoes

1- Ligante Original (A: -8.70 kcal/mol)

2- 1L9K/Procianidina (A: 8,60kcal/mol)

[[] Water Hydrogen Bond
tional Hydrogen Bond
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THR  A940 146
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EU
AL03 s
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| Picaton
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LigagOes Presentes

Tipo

Ligante Original

1L9K/Procianidina

Van der Waals

ASP A:131, VAL A:130, THR
A:104, ILE A:147, GLY A:81, GLY
A:106, ASP A:146, GLY A:83,
VAL A:55, TRP A:87, SER A:88,
GLY A:58, GLU A:111, HOH
A:956, HIS A:110, HOH A:945,
GLY A:148, PHE A:133 e HOH

LYS A:181, GLU A:149, LEU A:183, HOH
A:965, HOH A:957, THR A:215, LYS A:61,
ARG A:212, LYS A:29, HOH A:956, ASP
A:146, HOH A:910, HOH A:955, GLY A:86,
ARG A:84, GLY A:83, GLY A:85, GLY A:81,
THR A:104, HOH A:940, HIS A:110, LYS
A:105, HOH A:962 e ILE A:147
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LHde Agua  HOHAD10, ';%'QSA:940 e HOH HOH A:951 , HOH A:967 e HOH A:945
LH CYS A:82, GLY A:85, GLY A:86, . .
Convencional ARG A:84 e SER A:56 GLU A217 e CYS A:82
LEU A:103, SER A:56 e CYS
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Desfavoravel:
Pi-Cation ARG A:57
Pi-Anion GLU A:111
L.Doadora .
Elétrons Pi SER A:150

Fonte: Elaborado pelo autor com base na visualizagdo no software BIOVIA Discovery Studio Visualizer
(DASSAULT SYSTEMES, 2023).

O ligante original apresenta afinidade de ligacéo elevada, estimada em -8,70
kcal/mol, valor considerado elevado no contexto de interagbes moleculares. Essa forte
afinidade pode ser atribuida a diversos fatores estruturais do ligante, como a presenca
de uma cadeia alifatica, uma estrutura linear composta por atomos de carbono e
hidrogénio, que proporciona flexibilidade conformacional e facilita o ajuste ao sitio
ativo da proteina. Além disso, a molécula contém um anel heterociclico com
nitrogénio, grupos hidroxila e uma unidade de tioureia, todos contribuindo para a
formagdo de ligagdes de hidrogénio e de interagdes hidrofébicas essenciais a
estabilidade do complexo.

Essa diversidade estrutural sugere um sitio ativo complementar ao ligante,
facilitando a estabilizacdo do complexo por multiplos pontos de contato, o que explica
a alta afinidade observada. Adicionalmente, a presenga de multiplas glicinas, como
GLY A:81, GLY A:83, GLY A:85, GLY A:86, GLY A:106 e GLY A:148, indica regides
flexiveis na proteina, permitindo ajustes conformacionais que favorecem o encaixe do
ligante e otimizam as interagdes, especialmente em sitios que requerem adaptagao
estrutural.

Dentre as interagbes mais relevantes identificadas no complexo, destacam-se
as ligagdes de hidrogénio convencionais, que correspondem a 15,63% das interagbes
totais. Apesar de menos frequentes, essas interagdes exercem grande impacto na
estabilidade do sistema, por envolverem contatos diretos entre doadores, como o
grupo —NH de ARG, e aceptores, como o grupo —OH de SER, presentes tanto no
ligante quanto na proteina, sendo reconhecidas como fatores criticos para a
manutengdo da estabilidade estrutural (Hung et al., 2021). A presenga de residuos
como ARG, de carga positiva, e SER, polar, indica interagbes fortes com grupos
polares do ligante, o que contribui significativamente para a energia de ligagao.

No entanto, a auséncia de anéis aromaticos no ligante limita o estabelecimento

de interag¢des do tipo pi—pi ou pi—cation com residuos aromaticos (Meyer; Castellano;
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Diederich, 2003), como TRP A:87 e PHE A:133, restringindo-se majoritariamente a
interacoes de Van der Waals. Essas interagbes ocorreram em 14 ocasides, o que
corresponde a aproximadamente 59,38% das interacbes moleculares observadas.
Embora individualmente fracas, as intera¢des de Van der Waals tém efeito cumulativo
significativo na estabilidade do complexo, pois ocorrem entre atomos proximos e
eletricamente neutros, sem envolvimento de ligagbes covalentes (Wang; Hou; Heinz,
2021). Outra ligacado presente e fraca no complexo é a Ligagcdo de Carbono-
Hidrogénio presentes em 3 ligagbes, cerca de 9,38% das ligacbes observadas no
complexo. Essas interagcbes ocorrem em sitios compactos, contribuindo
marginalmente para a estabilidade. A presenca de LEU (apolar) e SER (polar) indica
que o ligante pode interagir com uma regido mista do sitio ativo. A repeticao de CYS
A:82 (também em ligagdes de hidrogénio convencionais) sugere que esse residuo
desempenha um papel duplo, aumentando a ancoragem do ligante.

Por outro lado, foi identificada uma interacdo do tipo doador-doador
desfavoravel entre os residuos VAL A:132 e GLY A:86 equivalente a 6,25% das
interagdes presentes no complexo do ligante original, indicando repulsdo eletrostatica
entre dois grupos doadores de hidrogénio. Esse fator pode prejudicar a afinidade local,
reduzindo a energia livre do sistema.

A seguir, na Tabela 6, sdo apresentadas as estruturas tridimensionais dos

complexos de maior desempenho na docagem molecular.

Tabela 6: Estruturas moleculares 3D dos dois complexos com maior desempenho na interagdo com a
metiltransferase do virus da dengue

1- 1L9K/Procianidina (A: 8,60kcal/mol) 2- 1L9K/Catequina (A: -8.20 kcal/mol)

Fonte: Elaborado pelo autor a partir de visualizagao no software PyMOL (Schrédinger, 2025).

A procianidina mostrou um alto nivel de afinidade, com uma energia de ligagao

de cerca de —8,60 kcal/mol. Essa forte afinidade deve-se a sua estrutura quimica, que
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apoia uma variedade de interagdes, incluindo ligagdes de hidrogénio, interagdes pi e
forcas de Van der Waals.

Essa diversidade de interagdes € facilitada pelos quatro anéis aromaticos e
pelos grupos hidroxila presentes na molécula, que maximizam a energia de ligagao,
contribuindo para maior estabilidade do complexo molecular formado com o receptor
(Pacheco-Palencia; Mertens-Talcott; Talcott, 2008).

Dentre todos os ligantes avaliados, a procianidina foi a que mais se destacou
guanto ao numero de residuos envolvidos nas interagoes, totalizando 33 residuos e 7
tipos de ligagdes. Destes, 24 residuos interagem por meio de for¢as de Van der Waals,
sendo esta a ligagdo mais predominante, correspondendo a 72,73% das interagbes
observadas. Juntamente com o complexo formado com o ligante Bis(2-ethylhexyl)
phthalate, apresenta o maior numero de residuos envolvidos nesse tipo de interagéo
entre os 13 complexos moleculares analisados. No entanto, ha uma diferencga
significativa entre seus graus de afinidade, o que pode ser justificado pela diferencga
nos residuos envolvidos nas interagdes ou, ainda, pelas diferencas estruturais entre
os ligantes, que podem influenciar diretamente o potencial de ancoragem e a
estabilidade dos complexos formados (Desantis et al. 2022).

Outro ponto relevante é que o complexo molecular da procianidina apresenta
quatro interagdes de hidrogénio mediadas por moléculas de agua, caracteristica que
o diferencia dos demais complexos analisados. Essas interagcées representam
aproximadamente 9,09% de todas as ligagdes presentes no complexo, sendo a
segunda mais frequente, o que provavelmente contribui para sua estabilidade.

E importante ressaltar, contudo, a presenca de uma ligagdo desfavoravel no
complexo, o que pode indicar repulsao entre os grupos doadores. Tal repulsdo pode
provocar uma desestabilizagdo local, sendo, portanto, um aspecto relevante para
futuros estudos visando a otimizagdo da estrutura molecular, com o objetivo de elevar
ainda mais o grau de afinidade.

Ao comparar os graus de afinidade dos complexos formados pelo ligante
original e pela procianidina, observou-se uma diferenga relativamente pequena.
Apesar de apresentarem estruturas bastante distintas, ambos os ligantes mantém
niveis de afinidade semelhantes. Quanto aos residuos presentes nos sitios ativos,
ambos os complexos apresentam cerca de 50% de similaridade. No entanto, ao
restringirmos a analise as semelhancas entre os residuos e os tipos de ligacdes
estabelecidas nos sitios ativos, a similaridade cai para aproximadamente 21,88%.
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Especificamente, ambos os complexos compartiham apenas uma ligagdo de
hidrogénio convencional, enquanto as demais interagbes comuns ocorrem por meio
de forcas de Van der Waals.

Esses dados sugerem que ambos os ligantes possuem formas especificas de
estabilizar o complexo receptor-ligante apés a docagem molecular com a proteina
receptora metiltransferase do virus da dengue, reforgando o potencial da procianidina
como uma candidata promissora para estudos futuros.

Apos a analise comparativa dos resultados entre o complexo do ligante original
e o complexo de maior afinidade de ligagéo, entre os 13 complexos avaliados, sao
apresentados a seguir os dois complexos que atenderam aos critérios previamente

estabelecidos (Tabela 7).

Tabela 7: Complexos moleculares com desempenho elevado, porém inferior aos principais destaques
da docagem molecular

3- 1L9K/Catequina (A: -8.20 kcal/mol) 4- 1L9K/Trealose (A: -7.20 kcal/mol)
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Doador-Doador LYS A:105, GLU A:111

Desfavoravel
Pi-Sigma LYS A:105
Alkyl LYS A:105 e ILE A:147
Pi-Alkyl ILE A:147 e VAL A:132

Fonte: Elaborado pelo autor com base em visualizag&o no software BIOVIA Discovery Studio Visualizer
(DASSAULT SYSTEMES, 2023)

O préximo complexo molecular analisado foi a catequina (molécula 1), segunda
colocada em grau de afinidade entre todas as estruturas avaliadas na docagem
molecular. Esta molécula é uma das duas unidades que compdem a procianidina,
juntamente com a epicatequina (Porter; Hrstich; Chan, 1985). Assim como ocorre com
a sua molécula “méae”, a catequina apresentou um elevado valor de afinidade com o
receptor, de -8,20 kcal/mol, resultado bastante préximo ao da procianidina (-8,60
kcal/mol). Essa proximidade nos valores pode ser explicada pelas semelhangas
estruturais entre ambas; a procianidina possui, em sua estrutura mais complexa, o
nucleo da catequina como elemento base, o que justifica a similaridade de
desempenho.

Em relagdo ao perfil de interagbes, a catequina apresenta 23 ligagdes
moleculares, sendo a quarta molécula com o maior numero de interagdes entre todas
as 13 analisadas, além do ligante original. Diferente do que se observou na
procianidina e no ligante original, as ligacbes da catequina estdo mais bem
distribuidas entre diferentes tipos de interagdes: 56,52% correspondem a forcas de
Van der Waals, 17,39% a ligagdes de hidrogénio convencionais, além de interagdes
hidrofébicas e do tipo Pi. De acordo com Copeland (2016), a eficacia de um ligante
nao depende apenas da quantidade de residuos em seu sitio ativo, mas também das
interacbes formadas, sendo a especificidade e a estabilidade do complexo mais
determinantes do que o numero absoluto de ligagdes.

Um destaque importante é o papel da lisina (Lys A:105), que se mostrou um
residuo estratégico neste complexo. Ela participou de trés tipos de interagdes
distintas: Pi-Sigma, Alkyl e ligagdo de hidrogénio convencional. Vale notar que, em
outros complexos estudados, a lisina apareceu em dois casos, mas foi favoravel e
ativa em 10, incluindo o presente. Essa versatilidade sugere que a Lys A:105 pode
ser determinante para a estabilidade do sistema, especialmente quando participa de
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multiplos modos de ligagdo, como observado aqui.

No aspecto estrutural, a catequina apresenta dois anéis aromaticos e grupos
fendlicos, o que confere flexibilidade e potencial para multiplas interacdes
intermoleculares. Diferentemente da procianidina, ndo foram identificadas ligagdes
desfavoraveis que pudessem comprometer a estabilidade do complexo, reforcando
seu bom encaixe no sitio ativo.

Na analise comparativa entre os residuos envolvidos, a catequina compartilhou
33,33% dos mesmos residuos ligados a procianidina (1/3 das ligagdes) e 45,45%
guando se considerou apenas a presenca desses residuos no sitio ativo, mesmo sem
manter a mesma interacdo. Ao comparar com o ligante original, observou-se que a
catequina apresentou 28,13% de residuos idénticos no sitio ativo, com as mesmas
ligacdes, e 43,75% quando se avaliou apenas a presencga desses residuos no nucleo
ativo. Isso indicou que, embora a procianidina apresente maior coincidéncia na
presenca de residuos, a catequina exibiu grau superior de similaridade nas interagdes
moleculares com o ligante original.

Por fim, na analise tridimensional das estruturas que apresentaram afinidades
intermediarias e atenderam aos critérios pré-estabelecidos, observou-se, como
evidenciado nas imagens da Tabela 8, que a catequina manteve uma organizagao
espacial mais simples e compacta em comparacao a procianidina. Essa simplicidade
estrutural pode estar diretamente ligada a sua boa adaptabilidade ao sitio ativo,
favorecendo o encaixe preciso e a manutencéo de interacdes estaveis. Além disso,
essa configuracdo evitou conflitos estéricos com residuos proximos e reduziu a
probabilidade de ocorréncia de ligagdes desfavoraveis, que poderiam comprometer a
afinidade do complexo (Zhung et al., 2024).

Tabela 8: Estrutura molecular 3D do complexo com afinidade intermediaria na docagem molecular
3- 1L9K/Trealose (A: -7.20 kcal/mol)

Fonte: Elaborado pelo autor a partir de visualizagao no software PyMOL (Schrédinger, 2025).
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Em relagéo a trealose, diferentemente dos outros dois complexos moleculares
analisados ap6s a docagem molecular, essa molécula ndo apresenta anéis
aromaticos em sua estrutura e ndo pertence a familia dos flavonoides. No entanto,
esse dissacarideo se distingue dos demais devido a presenca de seis grupos hidroxila
em sua composi¢ao. Esta caracteristica torna a trealose um composto Unico em
relagdo aos outros estudados, visto que os grupos hidroxila podem influenciar
diretamente a conformacéo tridimensional da molécula, resultando em um aspecto de
torcao (French et al. 2002).

A energia de ligacdo da trealose com a molécula receptora foi calculada em -
7,20 kcal/mol. Essa afinidade, embora consideravel, reflete a interagdo da trealose
com 20 residuos no sitio ativo. Dentre essas interagcbes, destacam-se as mais
relevantes com os residuos ASP A:146, que participam de duas ligagdes no complexo:
uma ligacdo de hidrogénio convencional e outra de carbono-hidrogénio. Essas
interagdes sao consideradas essenciais para a preservagao da integridade estrutural
das biomoléculas, conforme apontado por Dasmahapatra et al. (2022). A interagao
com ASP A:146 é crucial, pois esta associada a for¢as de interagcdo de hidrogénio, o
que contribui para a estabilidade do complexo.

A trealose também exibe uma interagcdo dubia com o residuo GLU A:111, que
forma uma ligac&o de hidrogénio convencional, mas também apresenta uma interagcao
doador-doador desfavoravel. Esse comportamento indica uma interagdo ambigua
entre a trealose e o residuo GLU A:111, o que pode reduzir a eficacia da interacéao,
embora ndo comprometa substancialmente a estabilidade do complexo. Como
resultado, cerca de 65% das ligagdes da trealose sédo do tipo Van der Waals, 15% séo
de carbono-hidrogénio e 10% envolvem ligagbes de hidrogénio com moléculas de
agua.

A interacdo com as moléculas de agua é particularmente interessante. O
residuo HOH A:940, por exemplo, forma trés ligagdes, sendo duas com grupos
hidroxila da trealose e uma com o residuo LYS A:105. Isso sugere que a presenga de
agua no complexo pode atenuar os efeitos das interagbes desfavoraveis (como a
interacdo doador-doador com GLU A:111), estabilizando o grupo hidroxila e,
consequentemente, contribuindo para maior estabilidade do sitio ativo.

Outro ponto importante € que a trealose € uma molécula altamente polar, o que
limita a formacado de interagdes hidrofobicas. Estudos indicam que, em misturas
aquosas, as ligagdes de hidrogénio desempenham papel fundamental na estabilidade
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e na funcionalidade dessas solugdes (Olgenblum; Sapir; Harries, 2020). Isso, por sua
vez, limita as interagcdes que poderiam proporcionar uma afinidade ainda maior com a
molécula receptora. Contudo, a diversidade de grupos hidroxila presentes na trealose
oferece multiplos pontos de ligacdo com os residuos do sitio ativo, 0 que permite a
formacgao de diversas interagdes favoraveis.

Ao realizar uma analise comparativa, a trealose se destacou em relagcéo aos
outros complexos estudados, principalmente pela auséncia de anéis aromaticos e
pela falta de interacdes claras com complexos que apresentam afinidade muito alta
pelo receptor. Essa molécula, com poucos residuos no sitio ativo, apresenta
comportamento semelhante ao da catequina, outro composto analisado
anteriormente. A presengca de um numero elevado de residuos ndo implica,
necessariamente, maior afinidade. Pelo contrario, como observado, interacbes
altamente especificas e energeticamente favoraveis podem ser mais eficazes do que
uma grande quantidade de ligagdes.

Embora a trealose apresente apenas 20 residuos no sitio ativo, a qualidade de
suas interagcdes supera a quantidade. Mesmo com a presenca de duas interagdes
desfavoraveis (como no caso de GLU A:111), a afinidade com a molécula receptora
permanece significativa, o que evidencia a importancia da especificidade nas
interacbes moleculares. Isso também reforga a ideia de que a estabilidade de um
complexo molecular pode ser alcangada de diferentes formas, ndo se limitando a uma
estrutura especifica nem a presenga de compostos com caracteristicas comuns, como
anéis aromaticos ou outras funcionalidades.

Em sintese, a trealose, em razdo de sua estrutura singular e elevada
polaridade, demonstrou capacidade de estabelecer boa afinidade molecular e
estabilidade, mesmo sem apresentar caracteristicas tipicas de outros complexos,
como os flavonoides. Apesar de suas interagcdes com residuos especificos serem mais
restritas, a qualidade dessas interacdes, aliada a presenga de grupos hidroxila,
favoreceu a ligacéo eficaz da trealose ao receptor. A analise das interagbes e da
afinidade energética sugeriu que a quantidade de residuos presentes no sitio ativo &
menos determinante do que a especificidade das interacbes moleculares, constituindo
um aspecto relevante para futuras investigacbes sobre o comportamento de
moléculas analogas em processos de docagem molecular.

Os resultados obtidos neste estudo com a procianidina, a trealose e a catequina

encontram-se em consonéncia com trabalhos ja publicados, que evidenciaram o
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potencial dessas moléculas frente ao virus da dengue. No caso da catequina, Yi et al.
(2023) demonstraram atividade antiviral direta contra a infeccdo pelo DENV,
reforcando sua relevancia como candidata promissora. De modo semelhante, Huq et
al. (2024) destacaram compostos fendlicos do cacau, incluindo catequinas e
procianidinas, como potenciais inibidores da enzima RdRp, por meio de estudos de
docagem molecular e de simulagdes dindmicas. A procianidina, também foi
investigada por Chen et al. (2023), que relataram inibigdo da replicagao viral associada
a modulagao de vias de sinalizagdo intracelular, como NF-kB e MAPK, sugerindo agao
antiviral em multiplos alvos. A trealose, por sua vez, tem despertado interesse tanto
em derivados, como o trealose-6-monolaurato, que apresentou atividade virucida in
vitro contra o DENV (Lu et al, 2023), quanto em estudos experimentais que
demonstraram seu papel no suporte ao crescimento celular e na modulagdo da
replicagcéo viral em células de Aedes aegypti (Marten et al., 2024). Dessa forma, os
achados da docagem molecular apresentados neste trabalho podem ser
complementados por trabalhos tedricos e experimentais, o que poderia reforcar a

plausibilidade dos resultados.
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CONSIDERAGOES FINAIS

Os resultados mostraram trés compostos extraidos de exsudatos da
fermentacdo espontdnea de sementes de cacau com afinidade significativa (s —7
kcal/mol) ao receptor da metiltransferase do virus da dengue: catequina, procianidina
(ambos flavonoides) e trealose (dissacarideo).

A procianidina destacou-se como o ligante com maior afinidade (—8,6 kcal/mol),
associada a diversidade de interagcdes, ao numero elevado de residuos envolvidos e
a estrutura que favorece a estabilidade do complexo, o que indica seu potencial
terapéutico.

A catequina apresentou afinidade proxima (—8,2 kcal/mol), com perfil interativo
diversificado, incluindo predominédncia de forcas de Van der Waals e ligagcbes de
hidrogénio, e evidenciou o papel do residuo lisina (Lys A:105) para a estabilidade do
complexo. Sua simplicidade estrutural favoreceu o encaixe e evitou conflitos estéricos,
reforgando sua relevéncia para estudos futuros.

Embora estruturalmente distinta, a trealose demonstrou afinidade relevante (-
7,2 kcal/mol) por multiplos grupos hidroxila, favorecendo interagbes especificas e
estabilidade mediada pela presenga de moléculas de agua, indicando que a qualidade
das interagdes superou a quantidade de residuos envolvidos.

Esses resultados reforgcaram a hipétese inicial de que compostos bioativos da
fermentacdo do cacau apresentaram potencial para inibir a metiltransferase do virus
da dengue, o que justifica a realizagdo de investigagbes complementares, tanto in
silico quanto in vitro, visando a validacao experimental e ao possivel desenvolvimento
de candidatos terapéuticos.

Partindo das contribuicbes da pesquisa, este estudo identificou compostos
naturais com potencial para inibir a metiltransferase do virus da dengue, enzima
essencial a replicacdo do virus. Ao destacar moléculas promissoras presentes na
fermentagao do cacau, um recurso tropical, abre-se caminho para o desenvolvimento
de tratamentos mais seguros, acessiveis e alternativos. Dessa forma, podera
colaborar no combate a uma doenga que afeta milhdes, especialmente em regides
tropicais, promovendo saude publica e bem-estar social de forma sustentavel.

Contudo, o estudo apresenta limitagbes, pois a docagem molecular nao
considera a flexibilidade conformacional da proteina 1L9K, o que pode superestimar
a afinidade de algumas moléculas e alterar seu grau real de interagdo, ndo garantindo



26

eficacia bioldgica concreta.

Para validar os resultados, recomenda-se a realizacdo de estudos
complementares, tanto in vitro quanto in vivo. A inclusdo de dinamicas moleculares
também é sugerida para aprofundar a compreensao da estabilidade dos complexos
em condi¢des mais realistas.

Outro ponto importante € a auséncia de analise da toxicidade e da
biodisponibilidade dos compostos identificados, aspectos essenciais para o
desenvolvimento de farmacos viaveis. Além disso, em estudos futuros, recomenda-se
ampliar a variedade de compostos testados oriundos da fermentagcdo do cacau e
aplicar a analise a diferentes alvos virais, o que pode ampliar a abrangéncia do estudo

e explorar melhor o potencial terapéutico desses compostos.
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