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Resumo

DE AVILA, Ana Luisa Rodrigues. Analise do comportamento dindmico na interface entre
variantes do hospedeiro e do SARS-CoV-2. Dissertacdo (Mestrado) — Faculdade de Medicina
de Ribeirdo Preto, Universidade de Sao Paulo, Ribeirdo Preto, 2023.

A proteina Spike do SARS-CoV-2 (do inglés, Severe Acute Respiratory Syndrome
Coronavirus-2) interage com os receptores da enzima conversora de angiotensina 2 (ACE2) e
com a protease transmembrana de serina Il (TMPRSS2) para entrar na célula humana.
Substituicdes de aminoécidos em posi¢des-chave no dominio de ligacdo ao receptor (RBD) da
proteina Spike alteram a afinidade de ligacdo do SARS-CoV-2 com a ACE2 e TMPRSS2,
podendo influenciar na taxa de infeccdo do virus. Mutacdes especificas da ACE2 tém sido
associados ao aumento da suscetibilidade ao SARS-CoV-2, e 0 mesmo pode ocorrer com
variantes da TMPRSS2, afetando o risco de infeccdo e a gravidade da COVID-19. Além disso,
0 SARS-CoV-2 tem uma alta probabilidade de sofrer mutagédo e se adaptar ao ambiente. No
entanto, o efeito dessas variagdes genéticas sobre a estabilidade e afinidade da interagdo Spike-
ACE2 e Spike-TMPRSS2 ainda é pouco compreendido. Para avaliar o efeito de mutacdes e
comparar mudancas estruturais entre os complexos, foi utilizado o método da simulacdo de
dindmica molecular (DM). A energia livre de ligacéo e a for¢a de interagcdo biomolecular foram
estimadas pelo calculo da area de superficie de Poisson-Boltzman da mecénica molecular
MM/PBSA (do inglés, Molecular Mechanics Poisson—-Boltzmann Surface Area). As simulagdes
de dindmica molecular revelaram uma trajetéria estavel com variagdes sutis, enfatizando alguns
residuos-chave na regido de interacdo entre os complexos. A combinacao de simulacdes de DM
e métodos de aprendizado de maquina permitiu uma compreensdo mais profunda sobre como
as variacBes genéticas tanto no virus quanto no receptor ACE2 podem impactar a regido de
interacdo entre essas proteinas essenciais. Os resultados deste estudo contribuem para o
entendimento sobre como as variagbes genéticas no virus e no receptor do hospedeiro
influenciam a regido de interacdo dessas proteinas, tendo implicacbes importantes para

estratégias de tratamento, especialmente no campo da medicina de preciséo.

Palavras-chave: SARS-CoV-2, COVID-19, variantes, interacdo virus-hospedeiro,

bioinformatica



Abstract

DE AVILA, Ana Luisa Rodrigues. Analysis of dynamic behavior at the interface between host
and SARS-CoV-2 variants. Dissertation (Master’s degree) — Ribeirdo Preto Medical School,
University of Sdo Paulo, 2023.

The Spike protein of SARS-CoV-2 (Severe Acute Respiratory Syndrome Coronavirus-2)
interacts with the angiotensin-converting enzyme 2 (ACE2) receptors and transmembrane
serine protease 11 (TMPRSS2) to enter the human cell. Amino acid substitutions in key positions
in the receptor-binding domain (RBD) of the Spike protein alter the binding affinity of SARS-
CoV-2 with ACE2 and TMPRSS2, potentially influencing the virus's infection rate. Specific
ACE2 mutations have been associated with increased susceptibility to SARS-CoV-2, and the
same may occur with TMPRSS2 variants, affecting the risk of infection and severity of COVID-
19. Furthermore, SARS-CoV-2 has a high probability of mutating and adapting to the
environment. However, the effect of these genetic variations on the stability and affinity of the
Spike-ACE2 and Spike-TMPRSS2 interaction is still poorly understood. To evaluate the effect
of mutations and compare structural changes between the complexes, the molecular dynamics
(MD) simulation method was used. The binding free energy and biomolecular interaction
strength were estimated by calculating the Molecular Mechanics Poisson—-Boltzmann Surface
Area (MM/PBSA). Molecular dynamics simulations revealed a stable trajectory with subtle
variations, emphasizing some key residues in the interaction region between the complexes.
Combining MD simulations and machine learning methods allowed to gain deeper insights into
how genetic variations in both the virus and the ACE2 receptor can impact the region of
interaction between these essential proteins. The results of this study contribute to the
understanding of how genetic variations in the virus and host receptor influence the interaction
region of these proteins, having important implications for treatment strategies, especially in

the field of precision medicine.

Keywords: SARS-CoV-2, COVID-19, variants, virus-host interaction, bioinformatics
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1. INTRODUCAO E JUSTIFICATIVA

1.1 COVID-19

Desde a declaracdo da Organizacdo Mundial de Saude (OMS), em marco de 2020, a
contaminacdo global devido a COVID-19, doenca infecciosa causada pela Sindrome
Respiratoria Aguda Grave do Coronavirus-2 (do inglés Severe Acute Respiratory Syndrome
Coronavirus-2, SARS-CoV-2), registrou mais de 700 milhdes de casos confirmados, incluindo
mais de 6 milhdes de mortes (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2023). O virus SARS-
CoV-2 foi isolado inicialmente em dezembro de 2019 em Wuhan, provincia de Hubei na China,
apos originar um grande surto da doenca respiratéria aguda (JAIMES et al., 2020). A COVID-
19 é uma doenca respiratdria transmitida por meio de aerossois, que pode causar perda de olfato
ou de paladar, febre, tosse seca, dores de cabeca, cansaco e dificuldade para respirar. Entretanto,
ndo estd limitada aos sintomas respiratorios e pode manifestar complicacBes inflamatdrias,

cardiacas, cardiovasculares, tromboembodlicas e neurolégicas (CHOUDHARY et al., 2021).

1.2 SARS-CoV-2

SARS-CoV-2 é um virus de RNA de fita simples positiva de aproximadamente 30.000
bases, do género Betacoronavirus, pertencente a familia Coronaviridae, e codifica um
polipeptideo de aproximadamente 9860 aminoacidos de comprimento (POTDAR et al., 2020;
SALLEH; DERIS, 2022). E constituido por quatro proteinas estruturais, as proteinas Spike,
envelope, membrana e nucleocapsideo (Figura 1), juntamente com dezesseis nao estruturais e

cinco a oito proteinas acessorias (DU et al., 2009).


https://www.zotero.org/google-docs/?xi5xbq
https://www.zotero.org/google-docs/?xi5xbq
https://www.zotero.org/google-docs/?WFGjL4
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Figura 1. Estrutura do virus SARS-CoV-2. M: proteina da membrana, N: proteina do nucleocapsideo,
S: proteina Spike, E: proteina do envelope.

&—— Membrana (M)
N
Envelope (E)

Genoma viral (RNA)
Fonte: da autora (2023).

A proteina Spike (Figura 2) € uma glicoproteina transmembranar trimérica de 1273
aminoacidos, onde cada um dos trés mondémeros é composto por duas subunidades
funcionalmente distintas, S1 (aminoacidos 14-685) e S2 (aminoacidos 686-1273), precedidas
por um peptideo sinal (aminoéacidos 1-13) (SAKKIAH et al., 2021; XIA et al., 2020a). A
subunidade S1 se liga ao receptor enzima conversora de angiotensina 2 (ACE2) do hospedeiro
e a subunidade S2 medeia a fusdo da membrana celular para a entrada da particula viral (DU et
al., 2017).

Figura 2. Estrutura da proteina Spike trimérica. S1: subunidade 1, S2: subunidade 2.

SARS-CoV-2

PDB ID: 6VXX

Fonte: da autora (2023).

A Figura 3 mostra a representacdo esquematica dos dominios da proteina Spike. A
subunidade S1 é dividida em dominio N-terminal (aminoéacidos 14-305), dominio de ligacéo ao
receptor (RBD; aminoacidos 319-541) e um dominio carboxi-terminal (XIA et al., 2020). A

subunidade S2 consiste em um peptideo de fusdo (FP; aminoacidos 788-806) composto por


https://www.zotero.org/google-docs/?8GdZoj
https://www.zotero.org/google-docs/?Qfd8YU
https://www.zotero.org/google-docs/?T3U0Xn
https://www.zotero.org/google-docs/?T3U0Xn
https://www.zotero.org/google-docs/?rJGfaQ
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residuos hidrofébicos, repeticdo de heptapeptideo 1 (HR1; aminoécidos 912-984), repeticdo de
heptapeptideo 2 (HR2; aminoacidos 1163-1213), um dominio transmembrana (aminoacidos
1213-1237) e um dominio citoplasmético (aminoacidos 1237-1273) (SAKKIAH et al., 2021).

Figura 3. Representacao esquematica dos dominios proteina Spike.

51 S2
Legenda:
mm peptideo sinal =1 peptideo de fus3o
= dominio N-terminal =1 repeticdo de heptapeptideo
= dominio de ligagdo ao receptor (RBD) = dominio transmembrana
mm sitios de clivagem por proteases = dominio citoplasmatico

Fonte: da autora (2023).

Mecanismo de entrada do virus na célula hospedeira

A enzima conversora de angiotensina humana 2 (ACE2), serina protease transmembranar
2 (TMPRSS2) e proteina Spike séo os principais fatores que influenciam na infeccdo por SARS-
CoV-2 (SENAPATI et al., 2021).

O dominio de ligacdo ao receptor (RBD) da proteina Spike é flexivel e sofre alteracfes
estruturais entre uma conformacgédo “fechada/para baixo” e uma conformacdo “aberta/para
cima” menos estavel, como representado na Figura 4 (WALLS et al., 2020). Na conformacéo
fechada, o RBD do dominio S1 tem sua superficie de ligacdo ao receptor enterrada, e ndo pode
interagir com o receptor. Na posicao aberta, a superficie de ligacdo ao receptor esta totalmente
exposta, podendo interagir com o ACE2 (WRAPP et al., 2020).

Figura 4. A esquerda, representagéo estrutural da proteina Spike com o dominio RBD da subunidade
S1 na conformacéo fechada. A direita, RBD na conformacéo aberta.

RBD fechado
‘ : RBD aberto

PDB ID: 6VXX PDB ID: 6VYB
Fonte: da autora (2023).


https://www.zotero.org/google-docs/?1oTrRR
https://www.zotero.org/google-docs/?J8VVYN
https://www.zotero.org/google-docs/?8Vw5ud
https://www.zotero.org/google-docs/?sxBS1X
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A ligacdo do RBD da proteina Spike ao receptor ACE2 ativa a clivagem proteolitica por
proteases da célula hospedeira préxima da juncdo entre as subunidades S1 e S2, gerando dois
fragmentos distintos da proteina Spike, S1/S2 e S2' (HOFFMANN et al., 2020). A clivagem no
local S1/S2 ¢ realizada pela enzima proteolitica furina, ¢ a clivagem S2' ¢ realizada pela
protease TMPRSS2 (HUANG et al., 2020). Apos a clivagem da proteina Spike, o peptideo de
fusdo da Spike fica exposto, ocorrendo uma interacdo subsequente entre os dominios de
repeticdo do heptapeptideo (HR1 e HR2) da subunidade S2, resultando em um feixe helicoidal
de seis hélices estavel (6-HB) que aproxima as membranas viral e celular, promovendo a
entrada do virus (XIA et al., 2020b). As etapas do mecanismo de entrada do virus na célula

hospedeira estdo esquematizadas nas Figuras 5 e 6.

Figura 5. Representacdo das etapas do mecanismo de entrada do SARS-CoV-2 na célula do
hospedeiro ap6és a ligacdo da Spike ao receptor ACE2.
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Figura 6. Representacao da ativagdo do dominio S2, com subsequente interacdo entre os dominios
de repeticdo do heptapeptideo HR1 e HR2 e formacéo do feixe 6-HB, promovendo a aproximagao
das membranas viral e do hospedeiro.
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Apbs a ligacdo do SARS-CoV-2 a superficie celular de uma célula hospedeira, o
TMPRSS2 pode induzir a entrada viral na célula por outro mecanismo além da clivagem da
glicoproteina Spike, que faz a fusdo direta da membrana viral e do hospedeiro, levando a
liberacdo do ssSRNA viral no citoplasma. Alternativamente, 0 TMPRSS2 pode clivar o receptor
ACE2, que entdo aumenta a captacao viral através da endocitose. Assim, 0 SARS-CoV-2 entra
nos compartimentos endossomais, onde uma diminui¢cdo no pH endossomal estimula enzimas
catepsina L que clivam e ativam a proteina Spike, facilitando a liberacdo do ssRNA viral no
citosol. As duas vias de entrada do SARS-CoV-2 na célula estdo representadas na Figura 7.
(MAHMOUD; JARRAR, 2021).

Figura 7. Ativacéo e entrada do SARS-CoV-2 na célula hospedeira por duas vias: endocitose e fusdo
direta de membrana.

SARS-CoV-2

() Entrada viral
via endocitose

e
_T TTMPRSSZ ﬁ
(o

ssRNA do ‘/
SARS-CoV-2

(@ Entrada viral via
fusdo de membrana

N

catepsina L
ssRNA do
SARS-CoV-2

Fonte: da autora (2023).

1.3 ACE2

A enzima conversora de angiotensina 2 ¢ uma proteina longa de 805 aminoé&cidos,
codificada no cromossomo X, pertencente a familia da enzima de conversdo de angiotensina.
A ACEZ2 é um receptor funcional para a glicoproteina Spike do SARS-CoV-2 (KOWALCZUK
et al., 2008).

A ACE2 é amplamente expressa no coragdo, vasos, intestino, pulmao, rim, testiculo e
cérebro (VERDECCHIA et al., 2020). Pertence ao sistema renina angiotensina aldosterona
(RAAS) e catalisa a converséo da angiotensina | e a angiotensina Il em angiotensina 1-9 e
angiotensina 1-7, respectivamente (HOU et al., 2020).


https://link.springer.com/article/10.1007/s11033-021-06390-1/figures/2
https://link.springer.com/article/10.1007/s11033-021-06390-1/figures/2
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A estrutura da ACEZ2, representada na Figura 8, é formada por um dominio peptidase
(aminoécidos 19-615), dividido em dois subdominios: subdominio I (aminoécidos 19-102, 290-
397 e 417-430) e subdominio Il (aminoacidos 103-289, 398-416 e 431-615). Apds o dominio
peptidase (PD), existe um dominio semelhante a colectrina (CLD) (aminoacidos 616 a 768). A
regido transmembrana é formada por uma hélice (740-768 aa) e o segmento intracelular é
composto por aproximadamente 40 aminoacidos. A ACE2 estd disponivel como um
homodimero, estabilizado por interacdes polares entre os residuos PD e possui um sitio de
ligacdo ao zinco coordenado pelos aminoacidos 374-HEMGH-378 pertencentes ao subdominio
| (ZEPEDA-CERVANTES et al., 2022). Além disso, o dominio C-terminal transmembranar
(residuo 697 a 716) da ACE2 é clivado pela TMPRSS2, o que resulta em mudancas
conformacionais no complexo S1-ACEZ2, facilitando a entrada viral no hospedeiro (SENAPATI
etal., 2021; SHULLA et al., 2011).

Figura 8. Representacao esquemética da estrutura da ACE2.
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Fonte: adaptado de ZEPEDA-CERVANTES et al. (2022).

1.4 TMPRSS2

A protease transmembrana serina 2 (Figura 9) é uma protease ancorada na membrana de
~70kDa, codificada por um gene localizado no cromossomo 21, e é composta de 492
aminoéacidos com o0s seguintes dominios: um dominio citoplasmatico intracelular N-terminal
(aminoacidos 1-84), uma regido transmembranar (aminoacidos 85-105) e uma regido
extracelular C-terminal (aminoacidos 106-492) que contém um dominio do receptor de LDL
do tipo A (aminoacidos 112-148; representa um sitio de ligacao para o calcio), um dominio do
receptor rico em cisteina (aminodcidos 153-244; envolvido na ligagdo a moléculas
extracelulares) e um dominio C-terminal da peptidase S1 que cliva em arginina (Arg) ou lisina
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(Lys) (aminoacidos 256-489) (HUSSAIN et al., 2020, MAHMOUD; JARRAR, 2021). O
dominio catalitico contém uma triade catalitica constituida pelos residuos de aminoéacidos
His296, Asp345 e Ser44 (SHEN et al., 2017).

Figura 9. Mapa linear dos dominios da proteina TMPRSS2. O terminal C (COOH) contém os dominios

necessarios para a ligacdo das moléculas extracelulares, além do dominio transmembrana para

ancoragem de membrana. A extremidade N-terminal (H2N) contém uma cauda citoplasmatica.
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A TMPRSS2 esta envolvida nas ligacGes peptidicas de clivagem de proteinas que
possuem serina no sitio ativo. Sua funcdo bioldgica exata é desconhecida, porém, pesquisas
demonstram que esta associada ao cancer de prostata (SHABIR, 2021) e a algumas infeccdes
virais, incluindo influenza, SARS e MERS (SARKER et al., 2021).

A TMPRSS2 é expressa principalmente na prostata, colon, estbmago, intestino delgado,
pulmdo e glandula salivar (SINGH et al., 2021b). O gene TMPRSS2 tem sua expressao
dependente de andrdgenos e encontra-se mais significativamente em tecidos sensiveis a
andrégenos, como prostata e testiculos, do que em outros tecidos humanos (LIN et al., 1999).
O androgeno regula os niveis de expressdo de TMPRSS2 ligando-se ao elemento de resposta
androgénica, que esta localizado no promotor de TMPRSS2 (CLINCKEMALIE et al., 2013).
A expressdao de TMPRSS2 pode ser maior no pulméo dos homens, o que pode aumentar a
capacidade viral de entrar nas células hospedeiras. Esses podem ser fatores que estéo associados
a predominancia masculina da infeccdo por SARS-CoV-2 (SINGH et al., 2021b).

1.5 Residuos envolvidos na interacdo Virus-Hospedeiro

Os residuos de aminoacidos entre N437 e T508 do RBD da proteina Spike interagem com
o receptor ACE2 (WANG, Q. et al., 2020). Os residuos do RBD K417, G446, T449, N487,
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Q493, Q498, T500, N501, G502 e T505 fazem interacGes polares com ACE2 (SIRONI et al.,
2020). Os principais residuos na interface ACE2 incluem S19, Q24, T27, F28, D30, K31, H34,
E35, E37, D38, Y41, Q42, L45, L79, M82, Y83, T324, Q325, G326, E329, N330, K353, G354,
D355, R357, P389 e R393 (LI et al., 2005). Os residuos de ACE2 humano K31, E35, D38, T41,
M82 e K352, sdo aminoacidos interativos chave (LI, 2013). O residuo de aminoacido de ACE2
M82 foi identificado por possuir forte interagdo com o residuo F486 da proteina Spike (LUAN
et al., 2020). Os residuos Y489 e L455 foram identificados como residuos chave no RBD de
SARS-CoV-2. Na ACEZ2, os residuos chave identificados foram Q24, T27, D30, H34, Y83,
K353 e D355 (JAWAD et al., 2021).

Os residuos Q498, T500 e N501 do RBD viral interagem com Q42 e T41 da ACE2 por
meio de ligacBes de hidrogénio. Outras interacdes chave incluem os residuos K417 e T453 do
RBD com residuos D30 e H34 da ACE2, respectivamente (YAN et al., 2020).

Os residuos de aminoacidos T64, H66, F79, D80, T95, K187, V213, R214, D215, L242,
H245, R246, D614, G261, A262 e R667 da proteina Spike estdo envolvidos na interacdo com
TMPRSS2 e sdo importantes para a estabilizacdo da ligacdo (SENAPATI et al., 2021). Os
principais residuos de aminoéacidos do sitio ativo de TMPRSS2 que fazem contato com a
proteina Spike sdo Q276, E299, K300, P301, K340, K342, E389, K390, L419, Q438, S441 e
W461. Os residuos H296, S441, K432, W461 e Q438 sdo altamente conservados entre outras
serina proteases e sdo importantes na atividade catalitica da proteina (VANKADARI et al.,
2022).

1.6 Variabilidade do Virus

O SARS-CoV-2 é um virus de RNA que possui alta taxa de mutacéo, a qual pode alterar
a estrutura proteica da glicoproteina Spike e, dessa forma, conferir vantagens seletivas, como
maior transmissibilidade e infecciosidade (SALLEH; DERIS, 2022).

As variantes virais com mutaces no dominio de ligacdo ao receptor (RBD) da Spike e
que possuem maior afinidade de ligacdo do complexo RBD-ACE2, com alta taxa de
transmissédo e disseminagao nas popula¢Ges humanas sdo designadas variantes de preocupacao
(do inglés Variants of Concern, VOC) (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2022; CDC,
2022). As variantes de SARS-CoV-2 consideradas VOCs séo Alfa (B.1.1.7), Beta (B.1.351),
Gama (P.1), Delta (B.1.617.2) e Omicron (B1.1.529) (TAO et al., 2021) e est&o esquematizadas
na Figura 10.
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Figura 10. Representacdo dos diferentes locais de mutagdo de residuos de aminoéacidos localizados
da proteina Spike das cinco variantes de SARS-CoV-2. As linhas vermelhas indicam os locais de
mutacgdo na proteina Spike do SARS-CoV-2 nas posi¢oes especificadas. NTD: dominio N-terminal,
RBD: dominio de ligacdo ao receptor, HR2: repeticdo de heptapeptideo 2, TM: dominio
transmembranar, S1: subunidade 1, S2: subunidade 2.
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Fonte: adaptado de ARAF et al. (2022).

A variante alfa (B.1.1.7) foi detectada no Reino Unido em setembro de 2020 e o seu
aumento de transmissibilidade foi relacionado com a mutagdo N501Y no RBD da proteina
Spike (LA ROSA., 2021). Esta linhagem possui 23 mutagdes (14 ndo sindnimas; 6 sindnimas)
e 3 delegbes. As mutagbes mais significantes sdo H69-V70del, N501Y e P681H
(MOHAMMADI et al., 2021).

A variante beta (B.1.351) foi detectada em outubro de 2020 na populagéo sul-africana e
apresenta 12 mutac6es ndo sindnimas e uma delecéo (TAO et al., 2021). Dez dessas mutagdes,
incluindo a delecéo, encontram-se na Spike (L18F, D80A, D215G, LAL 242-244 DEL, R246l,
K417N, E484K, N501Y, D614G e A701V), sendo N501Y, K417N e E484K muta¢des no RBD
da proteina Spike (TANG et al., 2021).

A linhagem P.1 (variante gama) foi detectada em janeiro de 2021 no Brasil e apresentou
trés mutacOes preocupantes no RBD da Spike: N501Y, K417T e E484K (SING et al., 2021a).
Nesta variante ha 17 mutaces ndo sindnimas, 4 mutacdes sindnimas e 1 dele¢do. Na proteina
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Spike encontram-se 12 mutagdes (L18F, T20N, P26S, D138Y, R190S, K417T, E484T, N501Y,
D614G, H655Y, T10271 e V1176F) (MOHAMMADI et al., 2021). A variante gama, também
denominada B.1.1.28.1, pertence a linhagem B.1.1.28. Conjuntamente, se encontrou em
circulacdo no pais a variante zeta, da linhagem P.2, também denominada B.1.1.28.2 que, assim
como a variante P.1, possui a mutacdo E484K (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2022).

A variante delta (B.1.617.2) foi detectada na india em dezembro de 2020 e possui 17
mutacdes, todas localizadas na Spike (T19R, V70F, T951, G142D, E156-, F157-, R158G,
A222V, W258L, K417N, L452R, 7478K, D614G, P681R, D950N, E484 e QL452R). Apenas
as mutagdes K417N, L452R e T478K estdo localizadas no RBD (MOHAMMADI et al., 2021).
A substituicao de leucina por arginina na posicao 452 esta presente apenas na variante Delta, e
é conhecida por aumentar a afinidade pelos receptores ACE2 (ARAF et al., 2022).

A variante dmicron (B.1.1.529) foi anunciada como uma VOC pela Organizacdo mundial
de satde (OMS) em 26 de novembro de 2021 (KUMAR et al., 2021). Essa variante possui mais
de 2,9 mil delecBes e mais de 11 mil mutacdes ndo sindnimas. Na proteina Spike, sdo 32
mutacdes, sendo 16 substituicGes de aminoacidos chave no RBD da proteina Spike (G339D,
S371L, S373P, S375F, K417N, N440K, G446S, S477N, T478K, E484A, Q493R, G496S,
Q498R, N501Y, Y505H, T547K) (ARAF et al., 2022; CDC, 2021). Foi revelado que a dmicron
pode ser dez vezes mais contagiosa que 0 SARS-CoV-2 original e cerca de duas vezes mais
infecciosa que a variante delta, principalmente devido as suas mutacdes RBD N440K, T478K
e N501Y (CHEN et al., 2021).

1.7 Variantes da ACE2 e TMPRSS2

Residuos especificos sdo responsaveis pelas interacbes moleculares entre a Spike com
ACE2 e TMPRSS2. Essas interaces podem ser alteradas por mutagdes, afetando a estabilidade
estrutural, a afinidade de ligagdo e o nivel de expressao dessas trés proteinas, sendo fatores para
a suscetibilidade e heterogeneidade clinica para a COVID-19 (SENAPATI et al., 2021).

1.7.1 Mutagdes na ACE2

O ACEZ2 pode desempenhar o papel de um receptor eficiente ou ineficiente para SARS-
CoV-2 caso determinados aminoacidos sejam alterados. Assim, variantes de ACE2 podem
influenciar na associacdo entre ACE2 e proteina Spike do SARS-CoV-2 (SEYEDALINAGHI

et al., 2021). A mutacdo pode ser um dos fatores que justifica as diferencgas na suscetibilidade
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e gravidade da infecgdo por SARS-CoV-2 nos individuos (FIJIKURA et al., 2020). Os residuos
K26, T27, E37, K68, D206, G211, R219, G326, K341, G352, V447, 1468, F486, R559 de ACE2
sdo importantes para determinar a for¢a da interacdo Spike-ACE2 (SENEPATI et al., 2021).

As variantes ndo sindnimas da ACE2 K31R, H34R, E35K, E37K, D38V, Y50F, N51S,
K68E, F72V, Y83H, G326E, N33I, G352V, D355N e Q388L foram relacionadas com a reducéo
da interacdo da ACE2 com a proteina Spike. Por outro lado, as variantes S19P, 121V, E23K,
K26R, K26E, T27A, N64K, T92l, Q102P, H378R e M383T podem ser responsaveis pelo
aumento na afinidade entre ACE2 e SARS-CoV2 (SURYAMOHAN et al., 2021). Foi relatado
que trés variantes da ACE2 — K26R (rs4646116), M821 (rs267606406) e E329G (rs143936283)
— estdo associadas a maior afinidade de ligacdo com o dominio RBD da proteina Spike em
comparacdo com a ACE2 de tipo selvagem. Isso pode resultar em maior suscetibilidade a
infeccdo por SARS-CoV-2 (WANG, J. et al., 2020). K26 interage com o glicano ligado a N90
da ACE2 por meio de contatos polares. Este glicano possui um obstéaculo estérico, o qual pode
diminuir a afinidade da ACE2 pelo RBD da Spike. A afinidade aumentada para o R26 da ACE2
com a Spike-WT ocorre pela anulacdo da estabilizacdo dos contatos polares com o N90,
alterando a conformacéo do glicano (RODRIGUEZ et al., 2022). Além disso, 0 R26 estabelece
interacOes de cadeia principal e lateral com o residuo D30 da ACE2, que faz uma ponte salina
com o residuo K417 do RBD. Dessa forma, R26 estabiliza as alfa-hélices centrais, aumentando
a afinidade de ligacdo do ACE2 ao RBD (SURYAMOHAN et al., 2021; AL-MULLA et al.,
2021).

A variante G211R demonstrou menor estabilidade em relacdo a variante selvagem,
conferindo uma ampla flexibilidade devido a capacidade de envolver diferentes interacbes com

0s residuos de aminoacidos proximos (BENETTI et al., 2020).

1.7.2 Mutagdes na TMPRSS2

MutacOes no gene TMPRSS2 tém sido associadas a suscetibilidade de infeccdo por
SARS-CoV-2 (SCHONFELDER et al., 2021). Um estudo mostrou que a variante ndo sindnima
V160M da TMPRSS2 foi a mais provavel de afetar a funcdo e estabilidade da proteina
TMPRSS2 (PARINI, HOSSEINI, AKHAVAN-NIAKI, 2020). Foi demonstrado que a
clivagem da proteina Spike por TMPRSS2 reduziu aproximadamente 2,4 vezes em células que
expressam a variante V160M em pacientes da india (RAVIKANTH et al., 2021). Em outro
estudo, ndo foi encontrada interacdo direta da variante V160M com a Spike, mas

potencialmente influenciando a conformacéo estrutural (SENEPATI et al., 2020). Além disso,
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pacientes com COVID-19 portadores do alelo selvagem (do inglés Wild-Type, WT) da
TMPRSS2 portaram uma taxa de infec¢cdo maior em comparagédo aos pacientes com a mutagéo
V160M, sugerindo que a mutacédo reduz a funcionalidade de TMPRSS2 (RAVIKANTH et al.,
2021). No estudo de Duman et al. (2022), foi demonstrado que na variante V160M a rede
hidrofobica ndo pode ser mantida e hd um choque estérico entre a Metionina e aminoacidos

préximos, sugerindo que a mutacao pode desestabilizar a proteina.

1.8 Justificativa

As variantes de SARS-CoV-2 e mutagdes encontradas na ACE2 e TMPRSS2 podem ser
fatores importantes para o entendimento da COVID-19. Compreender a complexa interacdo
entre mutacdes virais e variages genéticas do hospedeiro é crucial para desvendar os fatores
que influenciam o desenvolvimento da doenga. Uma das areas de investigacédo € o entendimento
de como essas variagOes impactam a estabilidade e afinidade dos complexos Spike-ACE2 e
Spike-TMPRSS2, que sdo criticos para a entrada viral nas células hospedeiras. Certas mutacdes
na Spike podem aumentar a capacidade do virus de interagir mais fortemente com o receptor
ACEZ2, levando potencialmente ao aumento da replicagéo viral e da infecciosidade. Entretanto,
como essas mutagdes contribuem para melhorar a estabilidade e afinidade de interacéo entre os
complexos SARS-CoV-2-ACE2 e SARS-CoV-2-TMPRSS2 ndo é totalmente compreendido.

A andlise dos movimentos conformacionais das estruturas, assim como dindmica
molecular sdo exemplos de abordagens empregadas na tentativa de alcangar total compreenséo
do processo. As simulacdes de dinamica molecular sdo utilizadas para avaliar o efeito de uma
mutacdo ou comparar mudangas estruturais entre complexos, gerando grandes quantidades de
dados de milhares de atomos a cada intervalo de tempo. A analise de trajetorias complexas pode
ser realizada através de diversas abordagens, incluindo analise da estabilidade e afinidade entre
as estruturas, avaliacdo de propriedades termodindmicas e investigacdo das ligaches e
interacOes presentes. Assim, neste trabalho, simulagdes de dindmica molecular foram realizadas
a fim de revelar as diferengas em linhagens de SARS-CoV-2 e investigar o impacto da
variabilidade genética do SARS-CoV-2 e de variantes da ACE2 e TMPRSS2 na regido de
interacdo entre virus e hospedeiro.

Interpretar e extrair informacdes significativas destas trajetdrias requer uma analise
robusta e ndo é uma tarefa simples. Devido a natureza altamente dimensional das simulacdes,

torna-se dificil a extracdo de algumas caracteristicas das trajetorias e a compreensdo mais
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profunda dos processos moleculares, tais como regides ou residuos que podem contribuir
sutilmente para as interagdes proteicas. Dessa forma, no laboratério da orientadora foram
utilizadas técnicas de aprendizado de maquina para analisar 0s extensos conjuntos de dados
obtidos nas simulacBes de DM, ajudando a identificar distin¢Bes cruciais entre as trajetorias,
mesmo quando essas diferencgas sao sutis.

Desvendar os mecanismos pelos quais estas mutac@es influenciam a entrada e replicacao
viral pode abrir novos caminhos para intervencdes terapéuticas. Os resultados podem ajudar no
desenvolvimento e/ou triagem direcionada de moléculas disruptivas e/ou inibidoras, visando a
entrada viral na célula hospedeira, sendo util para o desenvolvimento de medicamentos
personalizados para o tratamento de pacientes com COVID-19 e para o desenvolvimento de

vacinas.

2. OBJETIVO

O presente trabalho teve como objetivo avaliar por meio de simula¢es de DM os efeitos
da variabilidade genética do SARS-CoV-2 na interacdo com a ACE2 e TMPRSS2 de tipo
selvagem, e os efeitos de mutac6es ndo sindnimas da ACE2 e TMPRSS2 na regido de interacdo
com a Spike selvagem. Além disso, identificar residuos relevantes para a afinidade de ligacédo
em variantes da ACE2 e TMPRSS2 presentes na populacdo brasileira, uma vez que algumas

variantes podem aumentar ou reduzir a afinidade da interacdo entre as proteinas.

3. MATERIAL E METODOS

3.1 Obtencéo dos Dados

3.1.1 Variantes da Spike

As variantes do SARS-CoV-2 foram selecionadas de acordo com as variantes de
preocupacdo (VOC) durante o curso da pandemia, cada uma com mutagdes especificas que
levantaram a preocupacdes de satde globais: Omicron (B.1.1.529 — varios paises), Alfa (B.1.1.7
— Estados Unidos), Beta (B.1.351 — Africa do Sul), Gama (P.1 — Brasil) e Delta (1.617.2 - india).
Além das VOCs, tambem foi selecionada a variante de interesse P2 (ou variante Zeta)
(B.1.1.28.2), que foi detectada no Rio de Cidade de Janeiro, Brasil, em outubro de 2020. (WHO
- https://www.who.int/pt). As variantes selecionadas para este trabalho e suas respectivas
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mutacdes na regido do RBD da Spike estdo ilustradas na Figura 11.

Figura 11. Variantes do SARS-CoV-2 e mutacdes localizadas do RBD da proteina Spike.
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Fonte: da autora (2023).

3.1.2 Variantes da ACE2 e TMPRSS2

As variantes das proteinas ACE2 e TMPRSS2 foram selecionadas utilizando a base de

dados Genome Aggregation Database (GnhnomAD - https://gnomad.broad.institute.org) e

Arquivo Brasileiro Online de Mutagdes (ABraOM — http://abraom.ib.usp.br).

A selecdo das mutagdes nédo sindnimas da ACE2 foi efetuada utilizando os seguintes
critérios: residuos de aminodcidos localizados na regido do dominio peptidase da ACE2
(aminoécidos 19-614) e identificados como residuos criticos na interacdo entre a ACE2 e 0
RBD da Spike segundo a literatura; variantes encontradas em amostras da populacéo brasileira
depositados na base de dados ABraOM e que estdo em maior frequéncia alélica (do inglés allele
frequency, AF) na populagdo segundo dados do GnomAD. As variantes selecionadas foram
K26R, G211R, R219C e K341R. Os residuos Lys26, Gly211, Arg219, Lys341 da ACE2 sédo
importantes para determinar a forga da interacdo Spike-ACE2 (SENEPATI et al., 2021).

A proteina ACE2 é altamente conservada e possui poucas variantes ndo sindénimas (LAN
et al., 2020). Apenas a variante K26R possui frequéncia alélica global acima de 0.1% (AF =
0.4%). G211R e K341R possuem AF de 0.1% e R219C AF < 0.1%.

As variantes da TMPRSS2 foram selecionadas de acordo com amostras encontradas na
populacéo brasileira e depositadas na base de dados ABraOM e, destas, foram escolhidas as
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com maior frequéncia alélica global segundo dados do GnomAD. As variantes selecionas
foram: V160M, F2091, P375S e V415l. Apenas V160M possui frequéncia alélica global
significativa (AF = 25%). As demais sdo variantes raras, sendo P375S com AF = 0.1%, F209I
e V4151 (AF < 0.1%).

3.1.2 Estruturas Terciérias das Proteinas

A estrutura terciaria do complexo formado entre a proteina ACE2 e o RBD da proteina
Spike foi resolvida por meio de difragio de raio X com fator de resolucéo de 2.50 A e encontra-
se depositada na base de dados Protein Data Bank (PDB - https://www.rcsb.org/) com o PDB
ID 6LZG (Figura 12).

Figura 12. Estrutura terciaria do complexo ACE2-RBD-Spike.

Fonte: da autora (2023).

O software Modeller v9.23 (SALI e BLUNDELL, 1993) foi utilizado para preencher os
atomos e residuos faltantes. Foram adicionados atomos de hidrogénio por meio do software
UCFS CHIMERA versdo 1.14 (PETTERSEN et al., 2004).

A estrutura terciaria da Spike (Figura 13) esta depositada no PDB (ID 6VSB), resolvida

por microscopia eletrdnica com 3.46 A.
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Figura 13. Estrutura terciaria da proteina Spike.

<

Fonte: da autora (2023).

A parte extracelular da estrutura terciaria da TMPRSS2 (Figura 14) foi resolvida por meio
de difracdo de raio X com fator de resolucio 1.95 A e esta depositada no PDB (PDB ID 7MEQ).
Entretanto, a estrutura ndo estd completamente resolvida, além de possuir residuos faltantes no
cristal. Portanto, no presente trabalho, foi utilizada a estrutura extracelular completa modelada

por um dos membros do nosso laboratério, Wasim Syed (manuscrito em preparacéo).

Figura 14. Estrutura completa da TMPRSS2 por modelagem molecular.

Fonte: da autora (2023).



32

3.2 Docking entre Spike e TMPRSS2

As estruturas proteicas TMPRSS2 e Spike foram submetidas ao docking molecular
usando o servidor web HADDOCK 2.2 (VAN ZUNDERT et al., 2006). HADDOCK realiza
docking direcionado. Assim, os sitios de clivagem na Spike foram definidos como residuos
ativos, e os sitios de ligacdo ao substrato e sitios ativos foram definidos como residuos ativos
na proteina TMPRSS2. O TMPRSS2 cliva a proteina Spike em dois locais potenciais,
Arg685/Ser686 e Arg815/Ser816 (HUSSAIN et al., 2020), e também em posic¢des ricas em
arginina (HOFFMANN et al., 2020). Baseado no trabalho de Hussain e colaboradores (2020) e
no trabalho de Vardhan e Sahoo (2022), os residuos da Spike escolhidos para o docking foram
os do sitio de clivagem na posi¢do Arg815/Ser816, responsavel pela formacdo dos fragmentos
S1/S2 e S2°. Ja para a TMPRSS2, foram utilizados os residuos do sitio ativo HIS296, ASP345,
ILE346, ASP435, SER441, SER460, GLY462, SER465 e LY S467.

Todas as simulagcbes de docking foram realizadas usando parametros-padrdo. O melhor

modelo, com o menor valor de Z score foi selecionado para as etapas de dinamica molecular.

3.3 Construcao dos complexos com as variantes da Spike e polimorfismos da ACE2
e TMPRSS2

Os residuos de aminoécidos da sequéncia ACE2 de tipo selvagem e RBD-Spike de tipo
selvagem da SARS-CoV-2 foram substituidos pelos das variantes selecionadas por meio do
software UCFS CHIMERA versdo 1.14 (PETTERSEN et al., 2004).

3.4 Dindmica Molecular (DM)

A dindmica molecular permite visualizar e avaliar a movimentacdo atbmica das estruturas
bioldgicas a partir da fisica que rege as interacdes atomicas, diferentemente das estruturas em
modelos tridimensionais e o docking molecular, que fornecem apenas uma visao estatica das
estruturas (HUG, 2013). Este método permite explorar o comportamento da proteina sob certas
condicBes que ndo sdo possiveis de estabelecer em laboratorio ou que sdo muito custosas, além
de obter uma visdo dos mecanismos moleculares dessas proteinas (ISHAK et al., 2017). As

trajetérias da simulacdo podem ser aplicadas para avaliar e comparar proteinas de diversos
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sistemas, fornecendo informacdes relevantes sobre o efeito de mutagfes no comportamento
proteico (DE FREITAS, 2017).

Esse método é baseado nos principios da mecénica classica e consiste na simulacao do
movimento molecular em funcdo do tempo por meio da anélise do comportamento dindmico
dos atomos que compdem o sistema, a cada intervalo de tempo (ABRAHAM et al., 2015). A
simulacdo por dindmica molecular esta sendo cada vez mais aplicada para o entendimento de
processos como 0 enovelamento e estabilidade proteica, determinacdo e refinamento de
modelos estruturais, desenho de farmacos, entre outros, devido ao seu baixo custo e rapidez
(DE FREITAS, 2017).

A DM utiliza a integracao das leis de movimento de Newton para determinar a forca
resultante e a aceleracdo de cada atomo, fornecendo uma trajetdria que especifica as posi¢des e
velocidades das particulas ao longo do tempo (SINGH et. al., 2017). Para a producdo da
trajetéria de cada atomo do sistema, € utilizado um Campo de Forca, que é um conjunto
completo dos potenciais de interacao entre as particulas. Dessa forma, a energia potencial total
do sistema pode ser calculada a partir da estrutura tridimensional (3D) do sistema. A energia
potencial é descrita como a soma de varios termos de energia, incluindo os termos para atomos
ligados (comprimentos e angulos de ligacdo, angulos diedros) e os termos para atomos néao
ligados (interacdes de van der Waals e de Coulomb) (NAMBA et al., 2008). Assim, o Campo
de Forca contétm um conjunto de pardmetros que representam o0 comportamento da
biomolécula, baseado em propriedades moleculares como comprimento e angulo de ligacGes,
rotaces, tor¢des, entre outras (HUANG et al., 2020). A escolha do campo de forga depende do
sistema a ser estudado e das propriedades que serdo investigadas. Neste trabalho, o campo de
forca utilizado foi o CHARMM36, que possui parametros compativeis para a analise do sistema
proteina-solvente (HUANG et al., 2013).

A simulacdo da DM ¢é realizada por meio da montagem e prepara¢do do sistema a ser
estudado. A estrutura de interesse é inserida em uma caixa cubica e, posteriormente, solvatada
e neutralizada. A energia do sistema € minimizada para que maus contatos entre as moléculas
sejam eliminados atraves de ajustes nas posi¢des atbmicas, em um processo de relaxamento das
distor¢des nas ligacbes quimicas, nos angulos entre ligaces e nos contatos de van der Waals.
Em seguida, é realizada a etapa de equilibrio do sistema, onde é estabelecido que o nimero de
particulas, volume e temperatura (NVT) esteja em condicdo constante, e condi¢des nas quais a
pressdo também se estabiliza. Apds tais etapas, 0 sistema estd apto para a simulacdo ser

realizada.
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As simulagdes de dindmica molecular dos complexos Spike-ACE2 e Spike-TMPRSS2
foram realizadas por meio do programa computacional GROMACS verséo 2020.5 (SPOEL et
al., 2005). Onze complexos ACE2-Spike foram analisados: ACE2-Spike (complexo selvagem),
ACE-Spike contendo as variantes da Spike (Alfa, Beta, Gama, Delta, Omicron e P2 — Zeta) e
complexos ACE-Spike com os polimorfismos da ACE2 (K26R, G211R, R219C, K341R).

Cinco complexos TMPRSS2-Spike foram analisados: TMPRSS2-Spike selvagem e
TMPRSS2-Spike com os polimorfismos da TMPRSS2 (V160M, F2091, P375S e V415I). Os
sistemas foram solvatados em uma caixa cubica com distancia minima de 1,25 nm do soluto
até a borda da caixa. O campo de forca utilizado foi o CHARMM36 (HUANG, MACKERELL,
2013). As moléculas foram solvatadas com moléculas de agua TIP3P (HARRACH,;
DROSSEL, 2014) e neutralizadas pela adicdo do nUmero apropriado de ions Na+Cl
considerando a concentracdo i6nica de 0,15 M. A minimizacéo de energia foi realizada usando
0 método de descida mais ingreme com uma forca méxima de 1000 Kj/mol.nm. Apoés a
minimizacao, os sistemas foram equilibrados em dois estagios: um conjunto canénico NVT
seguido por um conjunto isotérmico-isobarico NPT. O equilibrio NVT foi realizado com
temperatura constante de 300 K por 500 ps. O equilibrio NPT foi realizado com pressao
constante de 1 bar e temperatura constante de 300 K por 500 ps. Os algoritmos v-rescale e
Parrinello-Rahman foram utilizados para manter temperatura e pressdo constantes. A etapa de
producdo foi conduzida a 300 K por 100 ns e as trajetdrias foram salvas a cada 10 ps.

3.5 Analises das simulacdes de Dinamica Molecular

As trajetdrias obtidas a partir da DM foram utilizadas para calcular os valores da raiz do
desvio quadrado médio - RMSD (do inglés, Root Mean Square Deviation) para analisar a
estabilidade das estruturas ao longo do tempo (BRUSCHWEILER, 2002). O RMSD mede a
diferenca entre as coordenadas atdmicas do estado inicial da estrutura em relacdo aos estados
simulados, sendo utilizado para analisar a estabilidade da proteina ao longo da trajetoria da
dindmica molecular. Os valores RMSD sdo dados em funcdo do tempo, 0 que permite a
observacdo do periodo de tempo em que as estruturas se estabilizam (FREITAS, 2017). A
flutuacédo da raiz quadrada média - RMSF (do inglés, Root Mean Square Fluctuation) também
foi calculada, permitindo avaliar regides das biomoléculas que séo flexiveis (PITERA, 2014).
O RMSF representa o grau de varia¢ao da posic¢ao de um determinado 4&tomo ao longo do tempo,

em relacdo a estrutura de referéncia. Valores mais altos de RMSF por residuo caracterizam
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maior flexibilidade do mesmo (MARTINEZ, 2015). A compactagio dos 16 complexos foi
analisada pelo célculo do raio de giracdo (Rg), permitindo descrever o equilibrio
conformacional ao longo de uma simulacdo (LOBANOV et al., 2008). Os valores da area
acessivel ao solvente SASA (do inglés, Solvent Acessible Surface Area) foram gerados para
descrever o contato entre a biomolécula e o solvente (EISENHABER et al., 1995). O programa
DSSP (do inglés, Dictionary of Secondary Structure of Proteins) (KABSCH; SANDER, 1983)
foi utilizado para a predicdo das estruturas secundarias formada pelos aminoacidos das
proteinas, com base nas ligacdes intramoleculares de hidrogénio (PAULING; COREY, 1951a;
PAULING et al. 1951Db). A energia livre de ligacdo e a forca de interagéo biomolecular foram
estimadas pelo calculo da &rea de superficie de Poisson-Boltzman da mecénica molecular
MM/PBSA (do inglés, Molecular Mechanics Poisson—-Boltzmann Surface Area) (KUMARI;
KUMARK, 2014). O MM/PBSA ¢é um método para avaliar a energia livre de ligacao e a forca
das interacOes biomoleculares. Este método foi implementado ao software g_mmpbsa do pacote
GROMACS, sendo utilizado para analisar a energia livre de ligacdo nas interacdes proteina-
proteina (total e componentes — van der Waals, eletrostatica, solvatacdo polar e energia de
superficie), e também determinar as contribuicdes dos residuos para essa energia de ligacdo
(KUMARI, 2014). Para os calculos de MM/PBSA, foram incluidos os quadros dos 10 ns finais

da producéo de cada complexo.

Todas as analises foram realizadas pelo servi¢co da Superintendéncia de Tecnologia da
Informacéo (STI-USP), por meio do pacote GROMACS versao 2020.5 (SPOEL et al., 2005).

3.6 Identificacdo de residuos-chave na interacao da proteina ACE2 com a Spike por

aprendizagem de maquinas

Com a finalidade de extrair dos dados das trajetdrias de dinamica molecular os residuos-
chave que possam contribuir significantemente, porem de forma sutil, na interacdo entre as
proteinas ACE2 e Spike, os membros do laboratério Ana Carolina Damasceno Sanches e Arthur
Scorsolini Fares utilizaram métodos de aprendizado de maquinas para analisar a grande
quantidade de dados obtidos nas DM.

Baseado em Fleetwood et al., matrizes de correlagdo de mapas de contato filtrados de
trajetérias MD foram usadas como entradas para técnicas de MLP supervisionadas. Para reduzir
a influéncia de um anico modelo e aumentar a estabilidade dos resultados, foram utilizadas duas

estratégias de classificacdo diferentes, Multilayer Perceptron (MLP) e Random Forest (RF).
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Ambos os métodos foram utilizados para identificar residuos que contribuem para a diferenca

no comportamento dindmico entre os complexos (Figura 15).

Figura 15. Fluxograma dos métodos utilizados no aprendizado de maquinas.
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Fonte: adaptada do manuscrito submetido (Avila, A. L. et al, 2023).

O MLP é uma rede neural artificial com multiplas camadas entre as camadas de entrada
e saida, sendo adequado para capturar associacfes complexas e ndo lineares nos dados. Por
outro lado, RF é um algoritmo de aprendizagem de méaquina que constroi multiplas arvores de
decisbes e combina seus resultados para chegar a um unico resultado (SHICHKIN et al., 2018).
O desempenho e capacidade do RF de gerenciar dados ruidosos e incompletos € um recurso
valioso em varios cenarios (BREIMAN, 2001).

O que constitui os dados de entrada para 0 MLP e RF os dados de entrada para os MLP e
RF séo as trajetdrias obtidas na dinamica molecular, a qual passam por uma etapa de pre-
processamento antes de serem usadas para treinamento e teste.

Foram utilizadas matrizes de correlacdo obtidas a partir das distancias de contato entre os
residuos da ACE2 e Spike-RBD. As distancias foram calculadas considerando a distancia
minima entre os atomos pesados de residuos na regido de interacédo e depois filtrados, deixando
apenas as distancias menores que 15 A, a fim de estabelecer uma faixa de analise pré-

determinada para as regides estudadas.



37

Nesta etapa, foram analisados dez complexos no total: Spike-RBD (Wild) e variantes da
Spike-RBD (Delta, Omicron e P2) e ACE2 selvagem (Wild) e variantes (K26R, K341R e
R219C).

A figura 16 ilustra o fluxo do trabalho contendo as principais etapas da metodologia.

Figura 16. Fluxograma geral do trabalho.
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Fonte: da autora (2023).

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Complexo ACE2 selvagem associada a variantes da Spike

4.1.1 Raiz do Desvio Quadrado Médio (RMSD)

Os gréaficos com os valores RMSD dos complexos contendo a ACE2 selvagem e variantes
da Spike estdo representados nas Figuras 17A e 17B, respectivamente. O grafico da ACE2
mostra uma estabilizacdo nas trajetorias analisadas para a cadeia ACE2, com valores RMSD
similares (entre 0,2 nm e 0,4 nm) e desvio padrdo baixo, significando que sdo estaveis. A
trajetdria do complexo selvagem da Spike (wt) obteve valor RMSD ligeiramente maior em
relacdo aos demais complexos, revelando maior variacdo estrutural ao longo do tempo
analisado. As trajetorias da proteina Spike de todos os complexos mantiveram-se em equilibrio,

com valores RMSD entre 0,2 ¢ 0,6 nm.
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Figura 17. Grafico RMSD das trajetérias da cadeia ACE2 (A) e Spike-RBD (B).
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Fonte: da autora (2023).

4.1.2 Flutuacdo da Raiz Quadrada Média (RMSF)

Os valores RMSF obtidos para as trajetérias da ACE2 (Figura 18) ndo apresentaram
regides de alta flutuacdo, apenas em regides de loop, como em Pro138, GIn287, 11e291, GIn340
e Phe428 (Figura 19). GIn340 obteve o maior pico RMSF do grafico na trajetdria da variante
delta, com uma diferenca de aproximadamente 3 A das demais trajetdrias. Além disso, apenas
0 residuo GIn340 esta localizado em um loop proximo ao RBD da Spike.

Figura 18. RMSF dos residuos da cadeia ACE2, definida pelos residuos 19 a 614.
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Fonte: da autora (2023).
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Figura 19. Residuos com maiores flutuacdes na ACE2 selvagem estéo localizados em regides
de loop.

\ GIn287
Fonte: da autora (2023).

No grafico RMSF referente a Spike (Figura 20), o residuo Arg408 da variante delta
apresentou pico de flutuacdo ligeiramente menor (0,13 nm), seguido pela variante beta (0,16
nm), wt (0,21 nm), dmicron (0,25 nm), alfa (0,26 nm), gama (0,26 nm) e zeta (0,28 nm). Arg408
esta localizado em uma alfa-hélice, proximo a interface de interacdo Spike-ACE2. A arginina
é o aminoacido com menor indice de hidropatia, tendo como consequéncia uma cadeia lateral
muito polar (DAVID; COX, 2013). O residuo Arg408 esta situado préximo ao residuo 417, o
qual sofreu mutagéo nas variantes beta (K417N), gama (K417T), e 6micron (K417N) (WORLD
HEALTH ORGANIZATION, 2023). No tipo selvagem, Lys417 forma uma ponte salina muito
estavel com o aspartato do residuo 30 do receptor ACE2. A troca da lisina por asparagina ou
treonina interrompe amplamente a ligacdo nesta posi¢do, pois induz uma perda da ponte salina
nesta posicao (SOCHER et al., 2021).

O residuo 1le434 do complexo da variante dmicron obteve uma flutuagédo ligeiramente
maior (0,12 nm) do que as variantes selvagem/wt (0,6 nm), delta (0,7 nm), beta (0,6 nm), zeta
(0,7 nm), alfa (0,7 nm) e gama (0,7 nm). lle434 esta localizado em um folha-beta, relativamente
distante da interface Spike-ACE2 e é um aminoacido apolar, importante para a estabilizacdo
estrutural das proteinas devido a interagdes hidrofobicas em seu interior (STRYER, 1988).
Além disso, na variante dmicron, o residuo lle434 estd proximo das mutacdes Ser375Phe e
Asn440Lys que, segundo Kumar et al. (2022), reduzem a estabilidade da proteina, o que pode
explicar a maior flutuagdo observada nesta variante.

Os residuos com maiores picos de flutuacdo estdo em regides de loop (Arg346, Ser371,
Lys386, Asn388, Lys444, Phe464 e His519). Destes, apenas o residuo Lys444 esta localizado

préximo da interface de interacdo com a ACE2. O residuo Lys444 da variante delta teve o pico
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de flutuagdo mais alto (0,20 nm), seguido pela variante gama (0,18 nm), alfa (0,16 nm), 6micron
(0,16 nm), zeta (0,16 nm), beta (0,15 nm) e tipo selvagem (0,14 nm). Lys444 esta localizado
em um loop proximo aos residuos Gly446, Tyr449, GIn498, Thr500 e Asn501 na Spike
selvagem, que possuem interacGes polares com ACEZ2, de acordo com estudo de Sironi et al.
(2020). A variante dmicron possui mutagdo no residuo Gly446Ser, com uma glicina substituida
por serina e outra mutacdo no residuo GIn498Arg, onde a glutamina é substituida por uma
arginina. As variantes alfa, beta, gama e dmicron possuem mutacdo no residuo Asn501Tyr,
havendo uma troca de asparagina por tirosina (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2023).
A mutacdo L452R presente na variante delta, que estd relativamente proxima do residuo
Lys444, reduz a estabilidade da proteina (KUMAR et al., 2022).

Os residuos Arg408, 1le434 e Lys444 situados proximos da regido de interacdo com a

ACE2 estdo ilustrados na Figura 21.

Figura 20. RMSF dos residuos da cadeia Spike, definida pelos residuos 333 a 527.
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Fonte: da autora (2023).

Figura 21. Localizacdo dos residuos Arg408, lle434 e Lys444 na Spike.
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4.1.3 Raio de Giracdo (Rg)

O raio de giracdo € uma medida da compactacdo de uma proteina. Se uma proteina for
dobrada de forma estavel, mantera um valor relativamente estavel de Rg. Se a proteina esta
menos compactada, sera mais flexivel e se movera mais rapido, obtendo valor de Rg maior. J&
uma proteina compactada e com mais estabilidade terd& um Rg menor (SNEHA, P.; DOSS, G.,
2016).

Os gréficos de Rg dos complexos ACE2-RBD-Spike (Figura 22) mostram valores
constantes, com baixo desvio padrdo, indicando que as trajetérias permanecem em equilibrio

conformacional durante o periodo de tempo analisado (100000 ps).

Figura 22. Raio de giragdo das cadeias ACE2 (A) e Spike (B).
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Fonte: da autora.

4.1.4 Area Acessivel ao Solvente (SASA)

SASA € a area de superficie de uma biomolécula que é acessivel a um solvente. Com base
nos valores SASA, os residuos de aminoécidos de uma proteina podem ser classificados como
enterrados ou expostos (ALI et al., 2014). Os complexos Spike-ACE2 mantiveram-se
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relativamente estaveis ao longo do tempo analisado (Figura 23). A trajetoria do complexo da
variante Delta sofre um ligeiro aumento de SASA em relagdo aos outros complexos por volta
de 50000 ps (50 ns), indicando que a proteina sofre uma desestabilizacdo, podendo expor

regides hidrofdbicas ao solvente.

Figura 23. SASA das trajetérias dos complexos ACE2 e variantes Spike-RBD.
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Fonte: da autora (2023).

4.1.5 Dicionario de Estrutura Secundaria de Proteinas (DSSP)

Essa analise prediz o contetdo da estrutura secundaria de uma proteina em funcéo do
tempo. A partir do grafico gerado, é possivel visualizar a estabilidade (ou instabilidade) dos
elementos da estrutura secundaria em funcéo do tempo (ANDERSEN et al., 2002). A Figura
24 ilustra as variagdes estruturais dos residuos da ACE2 WT e variantes da Spike-RBD em
relacdo a evolucdo temporal. Ndo houve mudangas significativas na estrutura secundaria dos
complexos durante a simulacdo de dindmica molecular. A figura mostra que houve ligeiras
transicdes para estruturas desdobradas, como voltas e curvas, e também para 5-hélice e 3-hélice,
que sdo variacOes da alfa-hélice. Assim, as mudancas de flexibilidade conformacional

aparentam ndo induzir varia¢fes secundarias.



43

Figura 24. llustracdo gréafica do DSSP dos complexos com ACE2 selvagem e Spike-RBD das
variantes. As estruturas secundarias estédo representadas conforme as cores indicadas na legenda da
imagem.
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4.1.6 Area de Superficie de Poisson-Boltzmann da Mecanica Molecular (MM/PBSA)

O célculo MM/PBSA foi realizado para estimar as energias de ligacao entre as proteinas
ACE2 e Spike, bem como para compreender os fatores que contribuem para a estabilidade ou
instabilidade da interacdo. Os valores de energia de ligacdo estdo resumidos na Tabela 1,
revelando que a variante Omicron demonstra uma afinidade mais forte com a ACE2,
apresentando uma energia de ligagéo de -2572,23 + 144,92 Kj.mol-1, seguida pelas variantes
Delta e P2, que registram valores de -1.875,71 + 132,97 e -1.837,21 + 119,867 kj.mol-1,
respectivamente. A anélise da decomposicéo da energia residual do MM/PBSA revelou que s&o
as interacdes eletrostaticas que influenciam predominantemente a estabilidade das variantes da
proteina Spike na interagdo proteina-proteina. Isto contrasta com os valores obtidos para os
componentes de energia de Van der Waals, energia polar de solvatagdo e SASA, que néo

apresentaram variagoes significativas.

Tabela 1. Decomposicao residual e energia de ligagcao da interagao proteina-proteina (dado em
kJ.mol-1).



ACE2

wild
wild
wild
wild
wild
wild
wild

SPIKE AEvdW
wild -321.597 + 22.537
Delta -315.863 + 19.370
Omicron -328.232 + 20.667
P2/Zeta -322.528 + 24.992

Alfa -331.948 + 16.908
Beta -326.388 + 18.791

Gama -324.219 + 18.860

AEelet

-1429.286 + 59.435
-2046.183 + 73.329
-2866.463 + 96.486
-2190.347 £ 71.591
-1202.110 £ 63.963
-1606.571 + 70.629
-1566.002 + 50.006

Energia Polar de
Solvatagiio

785.306 + 107.762
527.732 +131.845
664.301 + 135.753
719.820 + 115.046
568.956 + 167.500
484.462 + 110.407
418.446 + 138.536

SASA

-40.912 +3.417
-41.399 + 3.557
-41.834 1+ 3.542
-44.160 + 3.584
-40.688 + 3.737
-40.675 + 3.364
-38.549 + 3.452

Energia de Ligacao

-1006.488 + 115.085
-1875.713 £ 132.967
-2572.228 + 144,922
-1837.214 £ 119.867
-1005.789 £ 167.256
-1489.173 £ 109.571
-1510.324 + 133.772

Fonte: da autora (2023).

A Figura 25 ilustra a decomposicao de energia por residuo através do MM/PBSA dos
complexos analisados. Embora os residuos da ACE2 mostrem variagdes sutis na interagdo com
as variantes da Spike (Figura 25A), as variacdes dos residuos na proteina Spike foram mais
pronunciadas (Figura 25B). Especificamente, os residuos nas posi¢des 408, 417, 440, 452, 478,
484, 493 e 498 exibiram variacdes energéticas significativas.

Figura 25. Decomposi¢éo de energia por residuo MM/PBSA para as trajetérias obtidas nas simula¢cdes
de DM. (A) Energia de contribui¢cdo dos residuos ACE2 WT em intera¢cdo com variantes Spike-RBD;
(B) Energia de contribuicdo dos residuos das variantes Spike-RBD em interagdo com a ACE2 WT.
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Na cadeia Spike-RBD (Figura 25B), a variante Omicron mostra uma energia de ligag&o
ligeiramente menor no residuo Arg408 em comparagdo com a wt e as outras variantes. Além
disso, o residuo Lys417 apresenta uma energia de ligacdo mais fraca nas variantes Gama (-3,24
Kj.mol-1), Beta (-5 Kj.mol-1) e Omicron (-4,72 Kj.mol-1) do que nos outros complexos, com
uma discrepancia superior a 200 kj.mol-1. Como mencionado anteriormente, a substituicdo de
lisina por asparagina (variante Omicron e Beta) ou treonina (variante Gama), rompe uma
interacdo de ponte salina altamente estavel entre Lys4l7 e o residuo 30 da ACEZ2,
consequentemente desestabilizando o complexo. Além disso, a mutacdo N440K presente na
variante Omicron registra um valor de -225,52 kj.mol-1, diferindo em mais de 200 kj.mol-1 dos
demais complexos.

No complexo da variante Delta, a mutacdo L452R apresentou energia de ligacdo de -
200,19 Kj.mol-1, enquanto nos demais complexos o residuo atingiu valores em torno de -1
Kj.mol-1. O residuo L452R esta localizado na regido hidrofobica da proteina Spike e nédo
interage com o receptor ACE2. No entanto, existe a possibilidade de que a mutacdo induza
alterages estruturais que promovem sua interacdo com o receptor ACE2 (DENG et al., 2021).

A mutacdo T478K, identificada nas variantes Delta e Omicron, resultou em energias de
ligacdo de -186,69 e -175,78 kj.mol-1, respectivamente. Em contrapartida, os complexos WT,
P2/Zeta, Alfa, Beta e Gama, apresentaram energias de ligacdo em torno de -1 kj.mol-1. A
substituicdo do residuo polar e ndo carregado (treonina) pelo aminoacido bésico e carregado
positivamente (lisina) aumenta a contribuicdo do potencial eletrostatico da Spike-RBD,
promovendo uma afinidade mais forte com o receptor ACE2. Além disso, a cadeia lateral
alongada da lisina poderia aumentar os efeitos estéricos da variante Delta, potencialmente
elucidando o aumento da interagéo entre Spike-RBD e o receptor ACE2 (DI GIACOMO et al.,
2021).

O residuo Glu484 sofre mutacdo na variante Omicron, envolvendo a substituicio da
glutamina pela alanina, e da mesma forma nas variantes P2/Zeta, Gama e Beta, mas com a
substituicdo da glutamina pela lisina. Notavelmente, a mutacdo E484K nas variantes P2/Zeta,
Gama e Beta, produziu uma energia de ligacdo mais elevada (-211,87 Kj.mol-1), contrastando
com a mutacdo E484A observada na variante Omicron (-1,76 Kj.mol-1). A mutagio E484A na
variante Omicron elimina a ligag&o fraca de Glu484 com a ACE2, a0 mesmo tempo que atenua
a desestabilizacdo decorrente da repulsao eletrostatica entre Glu484 de WT e Glu35 da ACE2
apos a alteracdo para Ala484. Consequentemente, a mutagdo E484A ndo tem influéncia na

energia livre de ligacdo, em contraste com a mutacdo E484K, que aumenta a interagdo (JAWAD
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etal., 2022). Ja a mutacdo do residuo Glu484 carregado negativamente para o residuo carregado
positivamente Lys484 contribui para a energia livre de ligagdo negativa e, consequentemente,
para a estabilizacdo do complexo (ISTIFLI et al., 2021).

Q493R e Q498R sdo mutacdes presentes na variante Omicron que apresentaram aumento
na energia de ligagdo com valores de -226 e -252 kj.mol-1, respectivamente, com diferenga de
mais de 200 kj.mol-1 das outras variantes. A combinacdo das mutacdes Q498R e N501Y
aumenta significativamente a capacidade de ligacdo da ACE2 devido a formacéo de duas novas
pontes salinas fortes entre Arg493 e Arg498 da Omicron, e Glu35 e Asp38 na ACE2 (JAWAD
et al., 2022).

4.1.7 ldentificacdo de residuos-chave na Spike selvagem e variantes por aprendizagem
de maquinas

A Tabela 2 mostra os cinco pares de residuos mais significativos para cada complexo
obtidos por MLP e RF. Residuos-chave responsaveis por variacfes na ligacdo entre as variantes
Spike-RBD e ACE2 WT foram identificados. Além dos pares de residuos relatados pela
literatura (destacados em negrito), os métodos foram capazes de identificar novos residuos-

chave importantes na interacdo entre as estruturas que formam os complexos estudados.

Tabela 2. Residuos importantes nas variantes da Spike interagindo com ACE2 WT obtidos por MLP

e RF.

MLP RF
Variantes da Variantes da

Spike ACE2 Spike Importancia Spike ACE2 Spike Importancia

SER106 GLY485 1.00 SER19 VALA483 1.00

Selvagem VAL107 PHEA486 0.99 Selvagem SER19 CYS488 0.95

(Wild) GLNg9 SER477 0.98 (Wild) SER19 CYS480 0.60

SER19 PRO479 0.89 SER44 TYRS505 0.52

ALATL GLU484 0.82 SER19 GLN474 0.52

ASP30 GLU484 1.00 ALA36 ASN3501 1.00

GLN24 LYS417 0.71 GLY66 ASNS501 0.98

Delta GLY352 ARG408 0.68 Delta ALA342 THRS300 0.93

ALAGS5 SER443 0.62 ASNI103 TYRS05 0.71

ASN33 GLN498 0.60 LYS68 ASN301 0.64

GLU329 SER438 1.00 ALA25 ASN417 1.00

GLN42 SER349 0.96 GLN24 ASN417 0.98

Omicron TYR381 GLYS502 0.92 Omicron ILE21 ASN417 0.97

GLY352 ASN448 0.91 LYS353 ARG498 0.94

GLY354 GLY504 0.90 THR27 ASN417 0.88

PRO321 ARG403 1.00 SER106 LYS484 1.00

SER19 ASN477 0.92 SER19 CYS480 0.90

P2 SER19 PRO479 0.87 P2 SERI105 ASN487 0.87

GLN325 SER371 0.84 GLY104 ASN487 0.80

GLU37 THR415 0.81 SER105 LYS484 0.79

Fonte: da autora (2023).




48

O modelo MPL identificou a interacdo entre Asp30 daACE2 e Glu484 da Spike na
variante Delta. Asp30 esta localizado em uma alfa-hélice, proximo do residuo Glu35, o qual
interage com Glu484, promovendo uma repulsao eletrostatica entre ambos os residuos, como
mencionado anteriormente. A interacdo entre o os residuos GIn24 da ACE2 e Lys417 da Spike
identificada na variante Delta também é relevante. Como j& citado no presente trabalho, a
substituicdo de lisina por asparagina na mutacdo Lys417Asn da variante Delta rompe uma
interacdo de ponte salina altamente estavel entre Lys417 e o residuo 30 da ACEZ2, o qual esta
proximo de GIn24, localizados na alfa-hélice.

Outros novos residuos-chave relevantes foram identificados na variante Omicron pelo
modelo MLP. A interacdo com maior pontuacdo ocorreu entre o residuo Glu329 da ACE2 e
Ser438 da Spike. O residuo Ser438 esta proximo da mutacdo N440K da variante Omicron, onde
a troca da asparagina (polar ndo carregado) para lisina (polar carregada positivamente) pode
causar uma mudancga estrutural devido a remocao do grupo carbonila e da adi¢do de grupos
amina, diminuindo o valor da energia livre de ligacdo e favorecendo sua ligacdo ao receptor
ACE2 (ALAM et al., 2023). O receptor ACE2 é globalmente carregado negativamente,
portanto, a substituicdo de N440 por lisina melhora as interacfes eletrostaticas atrativas, que
favorecem a ligacio do RBD da variante Omicron ao receptor ACE2 (WANG et al, 2023). Na
interacdo Tyr381 da ACE2 com Gly502 da Spike, o residuo Gly502 esté localizado ao lado da
mutacdo N501Y, que aumenta as interacdes eletrostaticas entre a proteina Spike e a ACE2 por
meio de uma forte ligacdo de hidrogénio perto do local da mutacdo. O aminoacido asparagina,
quando substituido por tirosina no residuo 501, cria uma ligacdo de hidrogénio entre a cadeia
lateral e K353, consequentemente aumentando as interagdes intermoleculares entre 0 RBD e 0
ACE2 (VERMA; SUBBARAO, 2021). Outro par de residuos relevante é a interacdo entre
Gly352 da ACE2 e Asn448 da Spike. O residuo Asn448 esta proximo da mutacdo G446S, a
qual ocorre a troca do residuo hidrofobico glicina para o residuo polar serina, aumentando a
interacdo com o receptor ACE2 (ZHANG et al., 2022). Os residuos 446 e 448 estdo localizados
em um loop, na interface de ligacdo da Spike. O par de residuos-chave Gly354 da ACE2 e
Gly504 da Spike também é interessante. Gly354 da ACE2 esta localizado em um loop ao lado
de Lys353 e Gly504 esta localizado em uma alfa-hélice da Spike, proximo das mutacdes N501Y
e Y505H. Segundo Verma e Subbarao (2021), o residuo Lys353 é um hotspot da ACE2
importante na interacdo com os residuos 505 e 501 da Spike. A mutacdo de N501Y leva a um
aumento do nimero de contatos no hotspot-353. O aminoacido N, quando substituido por Y em
501, cria uma ligacdo de hidrogénio entre cadeia lateral e K353. Consequentemente,

aumentando as interacOes intermoleculares entre 0o RBD e 0 ACE2.
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A Figura 26 ilustra alguns dos residuos importantes que distinguem as variantes do WT,
0s quais estdo destacados em negrito na Tabela 2 (Figuras 26A-C).

Os pares de residuos identificados pelo modelo RF diferiram daqueles identificados pelo
modelo MLP. No entanto, alguns dos residuos foram identificados por ambos 0os métodos. As
andlises dos resultados enfatizam a importancia dos principais residuos de ACE2 na interagdo
com Spike-RBD, conforme mencionado por Ali e Vijayan (2020), que incluem GIn24, Thr27,
Asp30, Glu3d7, GIn42 e Lys353. Além disso, o residuo Serl9 da proteina ACE2, que foi
comumente visto entre os pares, também é importante. Serl9 participa de uma rede de
interagcbes de hidrogénio, particularmente interagindo com Pro462 (DE ANDRADE;
GONCALVES; NETZ, 2021).

Figura 26. Pares de residuos determinados como mais importantes para distinguir a ligacéo entre as
variantes ACE2 WT e Spike-RBD. (A) Pares de residuos importantes encontrados na Spike-RBD WT
e P2; (B) Pares de residuos importantes encontrados na Omicron; (C) Par Pares de residuos
importantes encontrados na P2. Residuos importantes sdo compostos de pares altamente distintos de
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B :Pro47b

Variantes da Spike: Delta Bl Omicron HEIP2 HEE Wild
Fonte: adaptada do manuscrito submetido (Avila, A. L. et al, 2023).

Os resultados obtidos pelo MLP sugerem que Serl9 pode interagir sutilmente com
residuos préximos a Pro462, formando pares com Pro479 na Spike-RBD WT e Asn477 e
Pro479 na variante P2. A mutacdo S477N, presente na variante P2, pode favorecer uma maior
interacdo com Ser19 da proteina ACE2. Além disso, a mutagdo S19P aumentou a interagdo
entre ACE2 e Spike-RBD (SURYAMOHAN et al., 2021). Isso sugere que o residuo Serl9
desempenha um papel critico na modulacdo da interagdo entre a ACE2 e a Spike,
potencialmente influenciando a capacidade de infeccdo e a transmissibilidade do virus na
variante P2. Os pares mencionados podem ser importantes para distinguir a interacao entre a
Spike-RBD WT e P2 com a ACE2 (Fig. 26A).

No modelo RF, as mutacdes K417N e Q498R da variante Omicron formaram pares de
residuos interessantes. A mutacdo K417N pode ter efeitos significativos nos residuos lle21,
GIn24, Ala25 e The27, enquanto a mutacdo Q498R pode afetar Lys353 da proteina ACE2



50

(Figura 26B). Estudos indicam que a mutacdo K417N leva a uma reducdo na afinidade de
ligagdo da Spike com a ACE2; no entanto, é uma mutacdo de escape imunoldgico, a qual ajuda
0 SARS-CoV-2 a escapar das defesas imunologicas naturais do hospedeiro, contribuindo para
aumento da transmissibilidade viral. Por outro lado, Q498R é associada a um aumento na
infeccéo viral. O par Lys353-Arg498 teve uma importancia de 0,94. O estudo de Zhang et al.
(2022) sugere que Q498R ¢é estruturalmente incompativel com Lys353 na ACE2, mas esta
estruturalmente adaptado para Asp38 (ZHANG et al., 2022).

A mutacdo E484K, encontrada na variante P2, € associada a uma redugdo nos anticorpos
neutralizantes. Essa mutagdo resulta em uma interface de ligagdo mais estreita entre a proteina
Spike RBD e ACEZ2, contribuindo para um aumento na afinidade de ligacdo (WANG et al.,
2021). Os resultados indicam a presenca de dois pares relacionados a este residuo,
nomeadamente Serl106-Lys484 com uma significancia de 1,00 e Serl05-Lys484, com
significancia de 0,79 (Figura 26C).

4.2 Complexo Spike selvagem associado a variantes da ACE2

4.2.1 Raiz do Desvio Quadrado Médio (RMSD)

Os gréaficos com os valores RMSD dos complexos da Spike selvagem e variantes da
ACE2 estdo representados nas Figuras 27A e 27B, respectivamente. Todas as trajetdrias
analisadas dos complexos permaneceram estaveis durante o periodo de simulacdo. Todos 0s

complexos obtiveram valores semelhantes, entre 0,2 nm a 0,4 nm, mantendo-se em equilibrio.

Figura 27. Grafico RMSD das trajetdrias das proteinas ACE2 (A) e Spike (B).
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Fonte: da autora (2023).

4.2.2 Flutuacéo da Raiz Quadrada Média (RMSF)

O grafico RMSF com os valores das trajetorias dos residuos da cadeia ACE2 esta
representado na Figura 28.

O residuo GIn325 localizado em uma alfa-hélice da ACE2, proximo ao RBD da Spike,
obteve flutuacdo ligeiramente menor na trajetéria do complexo da variante K341R (0,18 nm),
seguida por G211R (0,24 nm), WT (0,26 nm), R219C (0,27 nm) e a maior, K26R (0,30 nm).
Da mesma forma, o residuo Trp328 também obteve menor flutuacdo na trajetéria do complexo
K341R, com uma diferenca de 1,6 nm comparado aos outros complexos. Os residuos Triptofano
e Glutamina estdo localizados em uma alfa-hélice, préximo ao RBD da Spike. Ambos GIn325
e Trp328 estdo situados proximo da variante K341R.

O residuo Arg582 do complexo selvagem obteve valor RMSF ligeiramente inferior (0,07
nm) em comparacdo aos complexos com as variantes K26R (0,25 nm), G211R (0,19 nm),
R219C (0,20 nm) e K341R (0,19 nm). O residuo Arg582 esta localizado em uma alfa-hélice
proximo das variantes G211R e R219C.

Os maiores picos estdo localizados em loops, nos residuos Aspl36, GIn139, GIn287,
Asn290 e Asn338. Destes, apenas 0 Asn338 esta relativamente proximo do RBD da Spike. A
asparagina 338 € um aminoacido polar e esta proximo do polimorfismo K341R. A alteracédo de
um aminoacido menor (lisina) por um maior (arginina) pode causar protuberancias que
aumentam a instabilidade da regiéo.

A localizacao dos residuos Arg341, Trp328, GIn325, Arg582, Arg211, Cys219, Asn338
na ACEZ2 estdo ilustrados na Figura 29.
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Figura 28. RMSF dos residuos ACE2-Spike. A cadeia ACE2 ¢é definida pelos residuos 19 a 614.
RMSF - ACE2

0,60
0,50

0,40

RMSF (nm)
°
8

I Al
0,20 I ' | ‘ Iy ‘ | I '
YN 'l A " 4 K * [/ 1 "}, \
0,10 L AL (B IR i LR AN (I
0,00
o 100 200 300 400 500 600
Residuos
—WT —K26R —G211R —R219C —K341R

Fonte: da autora (2023).

Figura 29. Localizagcdo dos residuos Arg341, Trp328, GIn325, Arg582, Arg211, Cys219, Asn338 na
ACE2.

Fonte: da autora (2023).

No grafico da cadeia Spike (Figura 30), o complexo ACE2-RBD da variante K26R da
ACE2 apresentou valor RMSF no residuo Trp436 da proteina Spike ligeiramente maior (0,1
nm de diferenca) em comparacdo com o complexo das demais variantes. A variante Arg26 é
um residuo polar, localizado em uma alfa-hélice, proximo ao RBD da proteina Spike, enquanto
o residuo Trp436 é um aminoacido aromatico apolar, e esta localizado em uma folha-beta do
RBD-Spike. Além disso, o complexo com a variante G211R obteve valor RMSF relativamente
maior no residuo Ser443, apresentando uma diferenca de 0,27 nm em relagdo as outras
variantes. Ser443 esta situado em uma alfa-hélice préximo ao RBD da Spike, e é um residuo
polar ndo carregado. A Figura 31 ilustra a localizagdo dos residuos Arg26, Arg211, Ser436 e
Serd43.
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Figura 30. RMSF dos residuos ACE2-Spike. A cadeia Spike é definida pelos residuos 333 a 527.
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Fonte: da autora (2023).

Figura 31. Localizacdo dos residuos Arg26 e Arg211 na ACE2 e dos residuos Trp436 e Ser443
na Spike.

Fonte: da autora (2023).

4.2.3 Raio de Giragéo (Rg)

Os graficos do Raio de Giracdo dos complexos ACE2-RBD-Spike contendo a cadeia
ACE2 selvagem e variantes associadas a cadeia Spike selvagem (Figura 32) mostram que as
trajetorias permaneceram em equilibrio conformacional durante o periodo de tempo analisado,

com valores constantes e baixo desvio padréo.

Figura 32. Raio de giracdo da cadeia ACE2 (A) e Spike (B).
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4.2.4 Area Acessivel ao Solvente (SASA)

Os complexos Spike-ACE2 mantiveram-se estaveis ao longo do tempo analisado (Figura
33). Todas as trajetérias obtiveram comportamento semelhante durante os 100000 ps da

simulacdo, ndo apresentando diferengas conformacionais.

Figura 33. SASA das trajetérias dos complexos com as variantes da ACE2 e Spike selvagem.
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Fonte: da autora (2023).

4.2.5 Dicionario de Estrutura Secundaria de Proteinas (DSSP)

As variagOes estruturais dos residuos da Spike-RBD selvagem e das variantes da ACE2
em relacdo a evolucdo temporal estdo representadas na Figura 34. Assim como nos complexos
com as variantes da Spike, ndo houve mudangas significativas na estrutura secundaria dos
residuos nos complexos contando as mutagcdes da ACE2 durante a simulacdo de dindmica

molecular.
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Figura 34. llustragdo grafica do DSSP dos complexos com variantes da ACE2 e Spike-RBD
canbnica. As estruturas secundarias estéo representadas conforme as cores indicadas na legenda
da imagem.
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4.2.6 Area de Superficie de Poisson-Boltzmann da Mecanica Molecular (MM/PBSA)

Na interagdo da Spike-RBD WT com as variantes da ACE2, os valores estimados para



56

energia de ligacdo ndo apresentaram variagoes significativas (Tabela 3). Isto pode ser atribuido
as alteracOes pontuais nas variantes da ACE2, que ndo foram suficientes para diferenciar a
energia de interacdo de ligacdo. Como citado anteriormente, estudos anteriores relataram um
aumento na afinidade de ligacdo da mutacdo K26R. Porém, a mudanca na afinidade de ligagéo
ocorre devido a participacdo de um glicano ligado a ACE2. No presente estudo, ndo foram
adicionados glicanos junto as estruturas da Spike e ACE2, o que pode explicar o resultado
obtido.

Tabela 3. Decomposicao residual e energia de ligagédo da interacéo proteina-proteina (dado em kJ.mol—
1).

ACE2 SPIKE AEvdW AEelet Energia Polar de SASA Energia de Ligacao
Solvatacao

K26R Wwild -323.334+26.126  -1243.890 £ 76.663  612.919 + 157.233 -41.409 +3.323  -995.714 1+ 140.331

G211R wild -289.217 +31.810 -1126.235+91.138 608.183 + 158.584  -39.983 +4.339 -847.252 + 124.898

R219C Wild -337.366 + 20.153  -1433.607 + 65.647 669.348 + 174.176 -41.373 +4.127  -1142.998 + 161.385

K341R wild -333.922+21.914 -1394.377 +78.384  801.886 + 159.180 -42.524 +3.730 -968.938 + 171.393

Wild Wild -321.597 +22.537  -1429.286 +59.435 785.306 + 107.762 -40.912 +3.417 -1006.488 + 115.085

Fonte: da autora (2023).

Né&o foram observados valores significativos nos resultados MM/PBSA para o0s residuos
em questdo (Figura 35A e 35B). Porém, os residuos Val343 e His345, localizados na cadeia
ACE2 do complexo contendo a mutagdo K341R, apresentaram energia de ligag&o ligeiramente
mais fraca em comparacdo aos demais complexos (Figura 35A). Val343 e His345 estdo situados
proximos da mutacdo K341R, todos dentro da regido do loop e relativamente préximos ao
Spike-RBD.

Figura 35. Decomposigdo de energia por residuo MM/PBSA para as trajetérias obtidas nas simulagdes
de DM. (A) Energia de contribuicdo dos residuos das variantes da ACE2 em interacdo com Spike-RBD
WT; (B) Energia de contribui¢cdo dos residuos Spike-RBD WT em interacdo com variantes da ACE2.
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Fonte: da autora (2023).

4.2.7 Identificacéo de residuos-chave na ACE2 selvagem e variantes por aprendizagem

de maquinas

A Tabela 4. mostra os cinco pares responsaveis pelas variagdes da ligacdo entre as
variantes da ACE2 e Spike-RBD. Ambos os modelos RF e MLP identificaram residuos de pares
idénticos, como Phe356-Tyr495 em K26R e Gly104-Phe486 e Ser105-Tyr489 em K341R. Para
a ACE2 WT e a variante R219C, os pares de residuos identificados pelo modelo RF diferiram
daqueles identificados pelo modelo MLP. No entanto, o residuo Phe486 (em R219C) e GIn325
(em WT) foram identificados em ambos os métodos. Notavelmente, o residuo Serl19 na proteina
ACE2 recebeu pontuacdes altas para todos os polimorfismos, incluindo K26R, K341R e R219C
identificados por MLP, além do WT identificado pela RF.

Tabela 4. Residuos importantes obtidos por MLP e RF para as variantes de ACE2 interagindo com a
Spike-RBD. Os pares destacados em negrito e marcados com asteriscos apareceram tanto em analises
de MLP como de RF.

MLP RF
Variantes da Variantes da
ACE2 ACE2 Spike Importancia ACE2 ACE2 Spike Importancia
SER19 SER477 1.00 PHE356* | TYR495* 1.00*
SER19 ASP467 0.91 LYS353 TYR495 0.94
K26R PHE356* | TYR495* 0.80* K26R GLY352 TYR495 0.94
LEU351 TYR495 0.41 ASP355 ASN439 0.79
ASN194 PHE486 0.39 ASP350 TYR495 0.66
GLY104* | PHE486* 1.00* GLY104* | PHE486* 1.00*
SER19 PRO479 1.00 GLN102 ASN487 0.79
K341R ALA193 PHE486 0.86 K34IR SER105* | TYR489* 0.78*
SER105* | TYR489* 0.80* LYS26 GLY504 0.73
ASN103 TYR505 0.77 GLN102 TYR489 0.65
SER19 PRO479 1.00 SER105 TYR489 1.00
ASP38 LYS444 0.54 GLY104 PHE486 0.98
R219C PHE32 GLY446 0.43 R219C GLN102 GLY485 0.91
PHE40 TYR495 0.43 ASN103 GLY485 0.86
ALA193 PHE486 0.41 ASN103 TYR489 0.84
ASN103 TYRS505 1.00 SER19 ALA475 1.00
ASN103 TYR489 0.85 GLN325 THRS500 0.96
Selvagem ANS103 GLY485 0.80 Selvagem SER19 GLN474 0.87
(Wild) HIS401 TYRS505 0.74 (Wild) GLN325 GLN498 0.81
GLN325 TYR449 0.54 GLN325 ASN448 0.76

Fonte: da autora (2023).
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As Figuras 36A e 36B ilustra os principais residuos que diferenciam as variantes do
WT.

Figura 36. Pares de residuos determinados como mais importantes para diferenciar a ligacdo entre a
Spike-RBD WT e variantes da ACE2. (A) Pares de residuos importantes encontrados para Spike-RBD
WT e K26R da ACEZ2; (B) Pares de residuos importantes encontrados para Spike-RBD WT e K341R
da ACE2. Residuos importantes sdo compostos por pares de distancias altamente distintos entre as
variantes da ACE2 e a Spike-RBD.
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Fonte: adaptada do manuscrito submetido (Avila, A. L. et al, 2023).

A variante K26R da ACE2 aumenta a suscetibilidade ao SARS-CoV-2 devido a uma
maior afinidade de ligacdo com a proteina Spike (SURYAMOHAN et al., 2021). Nesta
variante, Phe356 forma um par com Tyr495. Phe356 esta localizado em uma folha-beta,
préximo aos residuos Tyr4l, GIn42, Lys353 e Arg357, que interage com o Spike-RBD,
enquanto Tyr495 participa de uma rede de ligagdes de hidrogénio com a ACE2. No entanto,
atualmente ndo ha literatura disponivel sobre a importancia especifica do Phe356 na variante
K26R ao interagir com a Spike-RBD.

A mutacdo K341R, que substitui a lisina por arginina, resulta em um residuo mutante
maior, que pode causar saliéncias (RODRIGUEZ et al., 2022). Neste estudo, sdo destacadas
variagfes nos pares Gly104-Phe486 e Ser105-Tyr489. Os papéis de alguns desses residuos
foram documentados por Ali e Vijayan (2020). Especificamente, Phe486 participa de
importantes interacdes polares com Tyr83 e interagfes hidrofobicas com Leu79 da ACE2.
Tyr489 esta envolvida em interacdes polares com Thr27 e Lys31, bem como interacdes
hidrofébicas com Phe28, Tyr83, Thr27, Phe32 e Phe72 da ACE2. E importante ressaltar que os
residuos Glyl04 e Serl05 da ACE2 estdo localizados proximos dos residuos citados
anteriormente.

Na variante R219C, o modelo MLP identificou a interacédo Alal93 da ACE2 e Phe486.
O residuo Alal93 é um aminodcido apolar e esta localizado em um alfa-hélice proximo a

mutacdo R219C, o qual possui 0 amino&cido polar cisteina.
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Na ACE2 WT, o modelo RF identificou a interagdo de GIn325 da ACE2 com os residuos
Asn448, GIn498 e Thr500 da Spike. Os trés residuos da Spike estéo localizados em uma regido
de loop proximos ao residuo GIn325 da ACE2. Todos os residuos envolvidos nesta interagdo

séo polares ndo carregados.

4.3 Complexo Spike selvagem e variantes TMPRSS2

4.3.1 Raiz do Desvio Quadrado Médio (RMSD)

No grafico com as trajetérias da cadeia Spike (Figura 37A), todas as trajetorias
permaneceram estaveis durante os 100ns de simulacdo, com excecdo da trajetoria do complexo
com a variante P375S, que obteve um aumento de aproximadamente 1,5 nm no valor RMSD
partir de 55 ns. Também foi observado que a trajetéria do complexo com a variante V4151
demonstra ser a mais estavel, permanecendo retilinea a partir de 25 ns.

As trajetorias da cadeia TMPRSS2 (Figura 37B) seguem o mesmo padrdo observado na
cadeia Spike. A trajetoria da variante P375S demonstra um aumento crescente do RMSD,
caracterizando uma desestabilizacdo da proteina. A trajetdria da variante VV415I, ao contrario,
demonstra estabilidade e permanece com o menor valor RMSD a partir de 50 ns, caracterizando

menor flexibilidade.

Figura 37. Grafico RMSD das trajetdrias da cadeia Spike (A) e TMPRSS2 (B).
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Fonte: da autora (2023).

4.3.2 Flutuacéo da Raiz Quadrada Media (RMSF)

A estrutura terciaria da proteina Spike contém muitas regides de loop, o que explica as
diferentes flutuacdes entre as trajetdrias em diversos pontos do grafico contendo as trajetorias
da cadeia Spike (Figura 38). Os picos com RMSF mais elevados estdo em localizados em
regides de loop distantes da interacdo com a proteina TMPRSS2.

Os residuos entre 748 e 756 da cadeia Spike da trajetéria do complexo com a variante
P375S (Figura 39A) estdo localizados em uma alfa-hélice, com flutuacdo RMSF de
aproximadamente 1,5 nm mais alta em relacdo as trajetdrias dos outros complexos. O mesmo
ocorre com os residuos 985 a 995 (Figura 39A), também localizados na alfa-hélice. Os residuos
citados acima, porém, ndo estdo proximos da regido de interacdo entre a Spike com a
TMPRSS2.

O residuo P793 da trajetoria pertencente ao complexo com a variante P375S (Figura 39B)
obteve maior flutuacdo, com valor RMSF de aproximadamente 0,5 nm acima das outras
trajetdrias. P793 esta localizado em um loop préximo da TMPRSS2.

O residuo K811, também localizado em um loop proximo da TMPRSS2 (Figura 39C),
obteve maior flutuacédo na trajetdria da variante P375S (1,5 nm), seguido pela variante V160M
(1,11 nm), WT (0,70 nm), F2091 (0,63 nm) e V415l (0,55 nm). K811 esta localizado em um
loop préximo da TMPRSS2.

K921, localizado em uma alfa-hélice proximo da TMPRSS2 (Figura 39D), obteve maior
flutuacdo no complexo da variante P375S e menor flutuacdo na trajetoria da variante V415I,

com uma diferenca de aproximadamente 0,6 nm entre ambas.
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Figura 38. RMSF dos residuos da cadeia Spike, definida pelos residuos 27 a 1146.
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Fonte: da autora (2023).

Figura 39. (A) Residuos 748-756 e 985-995 (destacados em roxo) obtiveram alta flutuacéo e estdo
localizados em uma alfa-hélice da Spike, porém encontram-se distantes da interacdo com a TMPRSS2.
(B) Localizacao do residuo P793 na Spike. (C) Localizag&o do residuo K811 na Spike. (D) Localiza¢éo
do residuo K921 na Spike.

Fonte: da autora (2023).

No grafico RMSF da cadeia TMPRSS2 (Figura 40), as flutuacbes com picos mais
elevados estdo localizadas em regides de loop e distantes da regido de interacdo com a Spike



62

(Figura 41).

O residuo K390 esta localizado em um loop préximo da Spike e obteve maior flutuacéo
no complexo com a variante V160M (0,48 nm), seguida do complexo com a variante P375S
(0,39 nm), com diferenca de aproximadamente 0,15 nm dos complexos WT, F2091 e VV415I.

O residuo Q438, também localizado em um loop proximo da Spike, alcangou maior
valor RMSF no complexo da variante P375S (0,60 nm). O segundo maior pico foi o do
complexo com a variante V4151 (0,42 nm), seguida da WT (0,27 nm), V160M (0,24 nm) e
F2091 (0,17 nm).

G464 e C465 obtiveram maior flutuacdo no complexo da variante V4151 (0,36 nm),
com uma diferenca de 0,12 nm no valor RMSF dos outros complexos. Ambos os residuos, G464

e C465 estdo localizados em um loop proximo da Spike.

Figura 40. RMSF dos residuos da cadeiaTMPRSS2, definida pelos residuos 106 a 491.
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Fonte: da autora (2023).

Figura 41. Localizagdo dos residuos K390, Q438, G464 e C465 na TMPRSS2.
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Fonte: da autora (2023).
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4.3.3 Raio de Giragéo (Rg)

O gréafico com os valores do Raio de Giracdo referentes a cadeia Spike de cada complexo
representado na Figura 42A mostra que a trajetéria do complexo selvagem (WT) e as trajetdrias
das variantes V160M, F2091 e V415l entram em equilibrio a partir de 70000 ps, mantendo-se
constantes e apresentando valores de Rg proximos. A (nica excegdo € a trajetoria do complexo
contendo a variante P375S, a qual apresenta elevacdo no valor Rg de 1 nm a mais em relagédo
as trajetorias dos outros complexos a partir de 60000 ps. Esta diferenca indica que a cadeia
Spike do complexo da variante P375S possui menor compactacdo e, portanto, € mais flexivel e
com menor estabilidade.

A Figura 42B apresenta o grafico do Raio de Giracdo da cadeia TMPRSS2. Todos 0s

complexos permanecem estaveis e com valores constantes durante todo o periodo de tempo

analisado.
Figura 42. Raio de Giracdo da cadeia Spike (A) e TMPRSS2 (B).
A Raio de Giracio - Spike
6,00
5,00 . %J‘wﬁvf*..u.\tf e Al

hu.cz‘,,r*f Wkﬁf%ﬂ"“
*W\.M*MMM

2,00

1,00

0,00

o 10000 20000 30000 40000 50000 60000 70000 80000 90000 100000
Tempo (ps)
—WT —F2091 —P375S V160M —V415I

B Raio de Giracao - TMPRSS2

2,34

2,32

2,30 A
- 2,28 Lt ! !M H]
Ez,zs ‘ ‘ d* q&u]‘«‘ fn } 'lﬂ fh ’1‘
o 2,24 } ' U "“

2,22 ' \“I-‘ ‘ H T ' \ ' | 1) “

220 ¥ bl L il l* fn iy |

2,18

2,16 ‘

0 10000 20000 30000 40000 50000 60000 70000 80000 90000 100000
Tempo (ps)
—WT —F2091 — P3758 V160M —V415l

Fonte: da autora (2023).



64

4.3.4 Area Acessivel ao Solvente (SASA)
O grafico SASA das trajetdrias dos complexos Spike-TMPRSS2 (Figura 43) mostra um

aumento de aproximadamente 20 nm no valor de SASA do complexo com a variante P375S,
caracterizando maior desestabilizacdo deste complexo em relacdo aos demais. Além disso,
nota-se que o complexo com a variante V415l apresenta SASA ligeiramente menor que 0S
complexos WT, V160M e F209I, indicando maior estabilidade.

Figura 43. SASA das trajetorias dos complexos com as variantes da TMPRSS2 e Spike selvagem.
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5. CONCLUSAO

A interacdo entre as proteinas Spike e ACE2, assim como Spike e TMPRSS2,
desempenha um papel crucial na determinacdo da taxa de replicacdo do SARS-CoV-2 e tem
implicagdes na progressdo da doenca em individuos infectados. O virus apresenta uma
pronunciada propenséo para mutagdes, como evidenciado pelo surgimento de varias variantes
nos ultimos anos. Residuos especificos desempenham um papel crucial na mediacdo das
interacbes moleculares entre ACE2-Spike e TMPRSS2-Spike. A suscetibilidade a COVID-19
é influenciada pela estabilidade estrutural, afinidade de ligacao e nivel de expressao destas trés
proteinas em interacdo. Mutacgdes genéticas de ocorréncia natural podem levar a substituicdes
de aminoacidos chave, potencialmente modificando interaces especificas entre as proteinas e
contribuindo para o aumento da heterogeneidade clinica na COVID-19. Assim, as mutacdes

ndo sinbnimas encontradas nas proteinas responsaveis pela interacéo do virus com o hospedeiro
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podem fornecer explicagdes potenciais para os diferentes graus de susceptibilidade ao COVID-
19, sendo um dos fatores genéticos que contribuem para a diversidade de casos de infeccao.
Portanto, a identificacdo de assinaturas de variacdo em nivel de populacGes especificas € um
aspecto fundamental da doenca e do controle global da pandemia. Além disso, compreender as
variantes populacionais ndo apenas fornece informagoes sobre a suscetibilidade ao SARS-CoV-
2, mas também pode ser utilizada para desenvolver inibidores especializados e de alta afinidade.
No entanto, uma compreensdo abrangente de como as mutacdes impactam a estabilidade e a
dindmica de interacdo dentro do complexo SARS-CoV-2-ACE2 e SARS-CoV-2-TMPRSS2
continua a ser um esforco continuo.

Neste trabalho, foram utilizadas simulacbes de DM para explorar a interacdo entre
diferentes variantes do SARS-CoV-2 e variantes da ACE2 e TMPRSS2. Através dessas
simulac@es, foram obtidas informagdes significativas sobre a interagdo proteina-proteina. Ao
mesmo tempo, 0 emprego de técnicas de aprendizado de maquina permitiu identificar residuos
criticos de aminoacidos dentro da regido de ligacdo entre Spike e ACE2 que contribuem
sutilmente para essa interag&o.

As simulacdes de DM revelaram padrdes de estabilidade semelhantes entre os complexos
estudados. Além disso, as trajetorias resultantes indicaram uma convergéncia das simulacdes
para um estado de equilibrio. A estabilidade do complexo proteico ACE2 com Spike-RBD WT
foi ligeiramente diminuida, como evidenciado pelos valores RMSD, em contraste com 0s
complexos das variantes do SARS-CoV-2. Esta observacédo é consistente com o efeito previsto
de mutacBes na regido de interacdo Spike, levando a uma maior estabilidade.

Embora as flutuacdes mais significativas tenham sido observadas nas regies de loop,
alguns residuos proximos a interface de interacdo exibiram flutuacdes notaveis. Arg408 e
Lys444 do Spike-RBD apresentaram valores de RMSF ligeiramente mais elevados na variante
Delta. Os residuos GIn325 e Trp328 da proteina ACE2 apresentaram menores flutuacbes nas
trajetorias do polimorfismo K341R, enquanto Trp436 e Ser443 exibiram maiores flutuacdes
para WT e G211R, respectivamente. Mudancas significativas no RMSF nessas regides podem
sugerir alteragdes conformacionais importantes para a atividade biolégica na interagdo ACE2-
Spike.

A variante Omicron demonstra uma afinidade mais forte com ACE2, como evidenciado
pelos valores MM/PBSA, onde as mutagdes Q493R e Q498R contribuiram mais
significativamente para a energia de ligacdo. Em relagcdo aos complexos formados entre as
variantes da ACE2 e o Spike-RBD, ndo foram identificadas diferengas significativas nos
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resultados de MM/PBSA para os residuos considerados. Estas muta¢es pontuais ndo foram
suficientes para gerar variag0es notaveis detectaveis usando o método MM/PBSA.

Em relacdo aos métodos de aprendizado de maquina, as abordagens ML e RF
identificaram os principais residuos de ambas as proteinas responsaveis pelas diferencas na
regido de ligagédo, algumas das quais foram relatadas anteriormente na literatura. 1sso demonstra
que o método foi capaz de identificar residuos que contribuam significativamente para a
distingdo entre interacdo entre virus e hospedeiro devido as variantes da Spike e ACE2,
identificando até mesmo pares de residuos que ndo foram documentados anteriormente na
literatura existente. Dentre os pares de residuos mais significativos para o complexo das
variantes da Spike com a ACE2 WT identificados pelo modelo MLP, destacam-se: Ser19-
Pro479 em WT, Asp30-Glu484 e GIn24-Lys417 na variante Delta, Glu329-Ser438, Tyr381-
Gly502, Gly352-Asn448, Gly504-Asn448 na variante Omicron e Ser19-Pro479 na variante P2.
Nos pares identificados pelo modelo RF, destacam-se Ala25/GIn24/11e21/Thr27-Ans417 e
Lys353-Arg498 na variante Omicron e Ser106-Lys484 e Ser105-Lys484 na variante P2. Para
o complexo com a Spike WT e variantes da ACE2, os pares de residuos mais significativos
identificados foram Phe356-Tyr495 na variante K26R, Gly104-Phe486 e Ser105-Tyr489 na
variante K341R, em ambos os modelos MLP e RF. No modelo MLP, Alal93-Phe486 na
variante R219C e GIn325-Tyr449 na ACE2 WT. No modelo RF, GIn325-
Thr500/GIn498/Asn448 na ACE2 WT.

Os valores RMSD mostraram uma diminuic&o significativa na estabilidade do complexo
Spike com a variante P375S da TMPRSS2. Em contraste, 0 complexo Spike com a variante
V4151 da TMPRSS2 apresentou a maior estabilidade.

Como esperado, as flutuacbes mais significativas aparecem no complexo Spike com a
variante P375S da TMPRSS2, com destaque para o residuo P793 na cadeia Spike, localizado
em um loop préximo da interacdo com a TMPRSS2. Na cadeia TMPRSS2, destaca-se o residuo
Q438, também localizado em um loop préximo da regido de interagdo com a Spike.

E importante ressaltar que a variante P375S possui a substituicdo de um residuo de
aminoéacido de estrutura ciclica e, portanto, mais rigido (prolina) por um aminoéacido flexivel
devido a presenca de uma cadeia lateral relativamente simples (serina). Esta substituicdo pode
levar a alteracOes na estrutura proteica local e global, podendo introduzir maior flexibilidade.
A prolina é frequentemente encontrada em regides de loop de proteinas, e sua substitui¢do por
serina pode afetar a estabilidade e a formagdo dessas estruturas secundarias. Além disso, a

prolina desempenha um papel nas interacdes proteina-proteina e a sua substituicdo pode afetar



67

a afinidade de ligacéo da proteina aos seus residuos de interagéo.

Os resultados do presente estudo indicam que podem haver residuos importantes além
daqueles ja relatados na literatura que podem impactar na interacdo entre as proteinas. Esses
residuos podem ser responsaveis por diferencas na estabilidade da proteina e na afinidade de
ligacdo, levando a niveis variados de suscetibilidade ao SARS-CoV-2 e resultando em varios
graus de gravidade da doenca. Assim, este trabalho contribui para o estudo da suscetibilidade
genética do COVID-19 e no desenvolvimento de medicamentos novos/reaproveitados contra o
SARS-CoV-2, fornecendo dados para a compreensdo mais profunda da relagdo entre mutacgdes
e a afinidade entre Spike-ACE2 e Spike-TMPRSS2.
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