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RESUMO

O novo coronavirus SARS-CoV-2 que ¢ responsavel pela pandemia de COVID-19
apresenta gravidade preocupante, alta transmissdo e elevada taxa de mutacdo, e por isso, a
proteina spike de SARS-CoV-2, que medeia a entrada do virus na célula, e sua interacdo com
o receptor celular ECA2 humano se tornaram alvos de estudos. Nesse contexto, sdo buscadas
caracteristicas moleculares intrinsecas a interagdo proteina spike de SARS-CoV-2 ¢ ECA2
que potencialmente justificam mudancas da taxa de transmissibilidade, de gravidade e do
impacto no sistema imune das variantes de SARS-CoV-2. Para isso, andlises in silico de
interagdo proteina-proteina vém se mostrando metodologias eficientes para céleres conclusdes
cientificas sobre essa interagdo. Foi descoberto que na interagdo intermolecular entre a
proteina spike do SARS-CoV-2 e ECA2 os residuos Arg403 na estrutura original de Wuhan,
Arg498 e Arg403 na variante Omicron e Lys440, His505, Arg403 ¢ Arg498 na subvariante
BA.2 que deixaram o perfil da superficie interativa da spike mais positivo. Isso sugere uma
selecdo positiva promovendo maior estabilidade na ligagdo por atragdo de cargas, pois a

superficie de ECA2 apresenta um perfil predominantemente eletronegativo.
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1. INTRODUCAO

Os coronavirus causaram 3 grandes epidemias em torno do mundo nas ultimas duas
décadas: a sindrome respiratoria aguda grave (SARS), a sindrome respiratéria do Oriente
Médio (MERS) e a coronavirus disease 2019 (COVID-19). Os primeiro casos do novo
coronavirus (SARS-CoV-2) foram relatados no dia 1 de Dezembro de 2019 em Wuhan, na
China, e em Marg¢o de 2020 a Organizagdo Mundial da Satide (OMS) declarou que se tratava
de uma pandemia (RAMANATHAN et al., 2020). De acordo com o relatério emergencial
epidemioldgico da OMS de 15 de Fevereiro de 2022, até¢ o dia 13 do mesmo més, o mundo
ultrapassou a marca de 409 milhdes de casos confirmados ¢ de 5,8 milhdes de mortes
causadas pela COVID-19 (WHO, 2022a).

Os coronavirus da familia Coronaviridae sao virus envelopados e de RNA de tnica
fita sentido positivo (GORBALENYA et al., 2020), subdivididos em 4 géneros: alfa, beta,
gamma e delta (FIELDS; KNIPE; HOWLEY, 2013; “International Committee on Taxonomy
of Viruses”, 1991; WOO et al., 2009), sendo somente os coronavirus alpha-hCoV-NL63,
alpha-hCoV-229E, beta-HCoV-0OC43, beta-HKU1 (CHIU et al., 2005; GORSE et al., 2009;
JEAN et al., 2013; JEVSNIK et al., 2012), ¢ SARS-CoV, MERS-CoV e SARS-CoV-2, os
causadores de doengas em seres humanos. Seus genomas possuem a capacidade de produzir
16 proteinas ndo estruturais, 9 proteinas acessorias e 4 proteinas estruturais, sendo uma das
estruturais a proteina Spike (S) que ¢ responsavel por mediar a entrada do virus na célula
(PERLMAN; NETLAND, 2009). A proteina S ¢ dividida nas subunidades S1 (13-541)
responsavel pela ligacdo dela ao receptor Enzima Conversora de Angiotensina (ECA) 2
através do receptor binding domain (RBD), e a subunidade S2 (543-1208) que medeia a fusdo
da membrana do virus com a membrana da célula hospedeira (HOFFMANN et al., 2020;

WALLS et al., 2020; WRAPP et al., 2020).




Os ciclos virais dos diferentes coronavirus que infectam humanos sdo semelhantes,
diferindo nos receptores de entrada que sdo utilizados durante a etapa de adsor¢do. No caso
dos SARS-CoV-2, HCoV-NL63 e SARS-CoV, os receptores ECA2 e serinoprotease
transmembrana Il (TMPRSS2) sdo os responsaveis pela entrada do virus na célula. Apos as
etapas de adsorc¢do, penetragdo e desnudamento da particula viral no citoplasma da célula, se
inicia a etapa de replicagdo viral, na qual o RNA de simples fita ¢ replicado por um conjunto
de 15 proteinas nao estruturais de replica¢cdo advindas da tradugdo das regides da extremidade
5°, ORFla e ORF1b, do préprio RNA viral. A medida que a sintese de proteinas ndo
estruturais ocorre, o engendro bioldgico leva a formagdo de microambientes protetores de
replicagdo vesiculares com RNA viral dupla fita no interior. Ap6s a tradugdo de todas as
proteinas virais, as proteinas estruturais transitam do reticulo endoplasmatico ao complexo de
Golgi, onde encontram o RNA viral parcialmente encapsulado pela proteina do
nucleocapsideo (N) e isso provoca um brotamento no limen das vesiculas secretoras, o que
acarreta na exocitose dos virions (V’KOVSKI et al., 2021).

Até o dia 31 de agosto de 2021, 4 variantes de preocupagdao (VOC) do SARS-CoV-2
surgiram na populagdo humana: alfa (B.1.1.7), beta (B.1.351) gamma (P.1) e delta (B.1.617.2)
(CHOI; SMITH, 2021). Podem-se observar alguns desses clados na Figura 1. Dentre as
mutagdes que caracterizam as variantes, se destacam as mutagdes: A222V presente na
variante delta que, quando associada a mutacdo D614G, pode provocar uma mudanga na
estabilidade da ligagdo entre proteina spike do SARS-CoV-2 e ECA2 (JACOB et al., 2021). A
muta¢do D614G presente em todas as variantes de preocupacdo atuais estd associada a uma
maior taxa de replica¢do viral e possivelmente maior taxa de transmissdo (KORBER et al.,

2020; PLANTE et al., 2021; VOLZ et al., 2021).
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Figura 1. Representagdo retangular dos clados do SARS-CoV-2 de maio de 2020 até janeiro de 2022. Fonte da
figura: plataforma GISAID (HADFIELD et al., 2018; SAGULENKO; PULLER; NEHER, 2018).

Em 26 de Novembro de 2021, a OMS adicionou ao catalogo de variantes de
preocupacio a nova variante Omicron, descoberta primeiramente na Africa do Sul. Essa nova
variante traz consigo 3 linhagens: a BA.l1 (B.1.1.529.1), BA.2 (B.1.1.529.2), ¢ BA.3
(B.1.1.529.3) (DESINGU; NAGARAJAN; DHAMA, 2022; WANG; CHENG, 2022). A
proteina spike da variante Omicron ¢ a que mais se difere estruturalmente da molécula
original de Wuhan em comparagao as outras variantes ja descritas, acumulando um total de 34
mutacoes (YANG et al., 2021). Dentre as mutacdes descritas, destacam as mutagdes N501Y,
D614G, K417N e T478K, que ja estavam descritas em outras variantes de preocupagao
(Variants of Concern — VoC) anteriores, € que juntamente com outras novas mutacdes da
variante Omicron, potencializam os eventos de reinfec¢do e resisténcia parcial a algumas
vacinas existentes. Duas das mutacdes mencionadas para a variante Omicron, K417N e
T478K estdo presentes também na variante Delta e sdo relacionadas respetivamente a
alteragdes conformacionais da proteina S, levando possivelmente a uma evasdao imune e
mudanga do perfil eletrostatico da molécula, eventualmente acarretando no fortalecimento da
interacdo RBD spike do SARS-CoV-2 e ECA2 (ARAF et al., 2022). Recentemente existem
indicios de que a nova subvariante de Omicron denominada de BA.2, apresente uma maior
taxa de transmissdo, contudo, maiores estudos ainda sdo necessarios para esclarecer esse

fendmeno bioldgico (DHAWAN; PRIYANKA; CHOUDHARY, 2022).
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Figura 2. Representagdo retangular das variantes emergentes do SARS-CoV-2 de maio de 2020 até janeiro de
2022. Figura adaptada da plataforma GISAID (HADFIELD et al., 2018; SAGULENKO; PULLER; NEHER,
2018).

ECA2 humana ¢ uma enzima carboxipeptidase associada a membrana de 805
aminoacidos que regula negativamente o sistema renina-angiotensina (responsavel por
controlar a pressdo arterial e uma série de outras fungdes), convertendo angiotensina I em
angiotensina 1-7, hormonio vasodilatador e anti-inflamatério e também podendo converter em
angiotensina 1-9 de efeito ainda desconhecido (ALEXANDRE et al., 2020; BLUME et al.,
2021; TIPNIS et al., 2000b). Maior expressdo de transcritos para ECA2 foi descrita nos
orgdos, vesicula biliar, cora¢do, rim, intestino delgado, colon, duodeno e testiculo
(FAGERBERG et al., 2014). A estrutura molecular de ECA2 possui 40% de identidade e 61%
de similaridade com a molécula ECA 1 (TIPNIS et al., 2000a).

A codificacdo da ECA2 se da pelo seu gene ECA2 através da transcrigdo de 18 exons,
podendo gerar por “splicing” alternativo a sua isoforma 2. Também apresenta muitos
polimorfismos em seu gene, sendo esses, associados a predisposi¢des em hipertensdo e
doengas cardiovasculares (BLUME et al., 2021; BURRELL et al., 2013; PATEL et al., 2014;
PINHEIRO et al., 2019).

Recentemente a ECA2 passou a ser alvo de investigagdes cientificas moleculares,

tendo em vista que esta molécula é o receptor de infec¢do celular do virus SARS-CoV-1,




HCoV-NL63 e também do SARS-CoV-2, agente viral responséavel pela pandemia de COVID-

19 (V’KOVSKI et al., 2021).
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Figura 3. Sistema renina-angiotensina. As setas em azul ressaltam a participagdo da enzima conversora de
angiotensina 2 (ECA2) em trés etapas do sistema renina-angiotensina: na conversdo de angiotensina I em
angiotensina (1-9), angiotensina I em angiotensina (1-9) e na transformacdo de angiotensina A em alamandine,
um vasodilatador. Fonte banco de dados Kegg Pathway (KANEHISA, 2000, 2019; KANEHISA et al., 2021).

Nesse contexto, as interagdes proteina-proteina (IPPs), em especiais, entre receptores
celulares e moléculas de patdgenos, podem responder questdes relevantes relacionadas a
biologia da infeccdo dos patogenos. As interagdes proteina-proteina (IPPs) sdo conexdes
fisicas (interfaces) advindas de interacdes eletrostaticas e hidrofobicas de forma altamente

especifica e energeticamente favoravel de modo a atender um propodsito bioldgico da




interagdo (DE LAS RIVAS; FONTANILLO, 2010). As IPPs estdo envolvidas em
bioprocessos vitais como a replicagdo e transcricdo de DNA, ciclos metabolicos, vias de
transducdo de sinais e respostas celulares e imunolégicas (CATERINO et al., 2017; LIU et al.,
2019). Para entender os mecanismos das IPPs, sdo necessarios detalhes de nivel atdmico e
molecular. Em casos que envolvam a formagao de complexos transitorios de IPPs, a estrutura
desses complexos proteicos pode ser resolvida por métodos experimentais, no entanto, esta
abordagem se torna mais laboriosa ¢ demorada em comparacdo a outras metodologias
(KOZAKOV et al., 2006) e, portanto, métodos avangados de simulagdo/predi¢do por
ferramentas computacionais tém emergido como uma solugdo a este problema. Dentre as
ferramentas, métodos de simulagdes de interagdo intermolecular (docking molecular) vém
sendo desenvolvidos para predizer a estrutura desses complexos com uma precisdo similar as
metodologias de cristalografia, difragdo de raio X e ressonancia magnética nuclear (RITCHIE,
2008; SMITH; STERNBERG, 2002).

Portanto, neste trabalho monografico, realizamos andlises in silico das interacdes entre
proteinas spike de variantes de preocupacao (Variants of Concern — VoCs) do SARS-CoV-2

com isoformas humanas descritas para enzima conversora de angiotensina 2 (ECA2).

2. OBJETIVOS
2.1. Objetivo geral
Avaliar por meio de abordagem computacional (in silico) a interface de interacdo entre
as proteinas spike de variantes do SARS-CoV-2 com isoformas humanas da enzima

conversora de angiotensina 2 (ECA2).




2.2. Objetivos especificos

e Realizar analises comparativas das sequéncias primarias da proteina spike das
variantes de SARS-CoV-2 em relacdo uma sequéncia de referéncia de genotipo original
Wubhan.

e Definir as diferengas em cada molécula para inclusao das substitui¢cdes e/ou adi¢des de
aminoacidos que caracterizam as mutagdes pontuais ou combinadas presentes na molécula
spike de SARS-CoV-2;

e Realizar andlises comparativas das sequéncias primaria da ECA2 humana (cédigo de
acesso UniprotKB: Q9BYF1) com suas isoformas descritas na literatura;

e Modelar as estruturas moleculares monoméricas da proteina spike de diferentes
variantes de SARS-CoV-2 contendo com mutagdes pontuais ou combinadas;

e Modelar as estruturas moleculares da proteina ECA2 humana e suas isoformas
descritas na literatura;

e Realizar a minimizagao energética dos modelos atomicos;

e Refinar os modelos atomicos gerados para cada molécula, quando necessario,
utilizando a plataforma Molprobity;

e Avaliar a qualidade estereoquimica dos modelos gerados na modelagem por
homologia ou ab initio realizadas nos diferentes servidores computacionais;

e Efetuar por abordagem computacional as interagdes moleculares (docking molecular)
entre as formas monomeéricas da proteina spike de variantes do SARS-CoV-2 e isoformas de
ECA2; e

e Elucidar e comparar as potenciais interagdes proteina-proteina (IPPs) estabelecidas

entre diferentes combinacdes de proteinas spike do SARS-CoV-2 e isoformas de ECA2.




3. METODOLOGIA

O presente trabalho foi realizado seguindo passos demostrados no fluxograma da
Figura 4. Primeiramente, foram realizadas analises comparativas das sequencias de proteinas
de spike do SARS-CoV-2 e isoformas de ECA2 gerando um conjunto (set) de sequencias, que
a seguir, foram modeladas. Apdés a modelagem molecular, foi realizado protocolo de
minimizagdo de energia, refinamento e avaliagdes estereoquimicas das estruturas proteinas
moleculares. Com os modelos atomicos avaliados e refinados, foram realizados sobreposi¢des
moleculares 3D e alinhamentos das estruturas para uma analise comparativa através dos dados
de RMSD. Com os modelos referentes as proteinas spike do SARS-CoV-2, foram realizados
docking molecular com as isoformas de ECA2. As interagdes proteina-proteina (IPPs)

formadas nos complexos gerados no docking molecular foram elucidados em diagramas 2D.
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Figura 4: Fluxograma da metodologia aplicada. (1) Alinhamento das sequéncias primarias dos grupos 1 e 2 da
proteina spike de SARS-CoV-2 e isoformas de ECA2, (2) modelagem dos modelos das variantes de SARS-CoV-
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2 e isoformas de ECA2 e minimizacdo de energia das estruturas (3) refinamento e avaliagdes de qualidade dos
modelos gerados, (3) sobreposi¢do e alinhamento dos modelos referentes as proteinas spike das variantes
completas e mutagdes pontuais combinadas ou ndo de SARS-CoV-2, (4) docking molecular entre os modelos
proteicos da spike de SARS-CoV-2 ¢ isoformas de ECA2 ¢ (5) analise de diagramas 2D das interagdes proteina—
proteina (IPPs) formadas pelo docking molecular das diferentes combinagdes de proteinas spike do SARS-CoV-
2 e isoformas de ECA2. Figura elaborada na plataforma Lucidchart (“Lucidchart”, [s.d.])

Conforme a Tabela 1, os modelos das proteinas spike do SARS-CoV-2 foram
divididos em 2 grupos, sendo que, para todas as proteinas foram estabelecidas abreviacdes e

foram gerados (quando modeladas) ou coletados os codigos PDB.

Tabela 1. Nomes dos modelos atomicos das proteinas spike do SARS-CoV-2 e suas respectivas abreviagdes e
c6digos PDB apds refinamento.

Cédigo

Modelo grupo 1 Abreviagao PDB Modelo grupo 2 Abreviagdo  Codigo PDB
Referéncia S1A 7CAK-A Referéncia S2A 7K43-E
Variante dg:;’/‘_‘ga“ SARS- SIB D269* Variante de Wuhan S2B D919*
L e ek
Subvariante Omicron (BA.2) S2G D935*

Tabela 1. Nomes dos modelos atdmicos das proteinas spike do SARS-CoV-2 ¢ suas respectivas abreviagdes e
codigos PDB apos refinamento. Respectivos dados do titulo, abreviagdo e cddigo PDB das proteinas spike do
SARS-CoV-2 das variantes de muta¢des pontuais ou multiplas refinadas e modeladas tomando como referéncia
a sequéncia de aminoacidos da cadeia A da estrutura 7CAK para o grupo 1 multiplas estruturas para o grupo 2.
*Codigos PDB gerados pelo PDBsum generate e, portanto, ainda ndo armazenados no banco de dados PDB.

Conforme a Tabela 2, foram modeladas 7 isoformas de ECA2 sendo estabelecidas
respectivas abreviagdes e gerados codigos PDB correspondentes.

Tabela 2. Nomes dos modelos atomicos das isoformas de ECA2 e suas respectivas abreviagdes e codigos PDB
apos refinamento.

Modelo Abreviacio Cédigo PDB
Isoforma 1 ECA2 E1A D932*
Isoforma 2 ECA2 EI1B D936*
Isoforma 3 ECA2 E1C D936*
Isoforma 4 ECA2 E1D D937*
Isoforma 5 ECA2 E1E D966*
Isoforma 6 ECA2 E1F D967*
Isoforma 7 ECA2 E1G E129*

Tabela 2. Nomes dos modelos atdmicos das isoformas de ECA2 e suas respectivas abreviagdes e codigos PDB
apo6s refinamento. Respectivos dados do titulo, abreviagdo e codigo PDB das isoformas de ECA2 refinadas e
modeladas. *Codigos PDB gerados pelo PDBsum generate e, portanto, ainda ndo armazenados no banco de
dados PDB.
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3.1. Sequéncias de aminodcidos das proteinas spike do SARS-CoV-2 e isoformas de

ECA2

As sequéncias de aminoacidos em formato FASTA da proteina spike do SARS-CoV-2
foram coletadas da cadeia A da estrutura de cédigo PDB 7CAK (LV et al., 2020) depositada
por crio microscopia eletronica no banco de dados Protein Data Bank (PDB). Ja para a
proteina ECA2, as sequéncias das isoformas 1 (BLUME et al., 2021), isoforma 2 (BLUME et
al., 2021; ONABAJO et al., 2020) e isoformas 3, 4, 5, 6 e 7 foram extraidas do banco de
dados UniprotKB (BATEMAN et al.,, 2021). Os cddigos de acesso das sequéncias das

isoformas de ECA2 se encontram na Tabela 3.

Tabela 3. Isoformas de ECA2 ¢ seus respectivos codigos de entrada Uniprot KB.

Isoforma de ECA2 Codigo de entrada UniprotKB

1 QI9BYF1-1*

2 Q9BYF1-3*

3 AOQATI2ZV3IN4**
4 AOQATI2V4HO**
5 AOQATI2V2E9**
6 AQATI2V3X6**
7 AOQATI2ZVSW5**

Tabela 3. Isoformas de ECA2 e seus respectivos codigos de entrada Uniprot KB. * Sequéncias com evidéncia
experimental a nivel proteico e revisadas pelo banco de dados Swiss-Prot. **Sequéncias com evidéncia
experimental a nivel proteico e ndo revisadas.

3.2. Geragao de mutacdes da proteina spike do SARS-CoV-2
Para gerar os modelos atdmicos das proteinas spike mutantes de SARS-CoV-2, as
mutagdes descritas para as variantes de SARS-CoV-2 foram manualmente inseridas nas
sequéncias de aminodcidos da cadeia A da sequéncia de aminodcidos correspondente a
proteina spike do SARS-CoV-2 original de Wuhan. Para este presente trabalho, somente as

mutagdes da Tabela 4 foram consideradas para as analises posteriores.

Tabela 4. Mutacdes consideradas para a modelagem das variantes de preocupagdo (Variants of Concern - VoC).

VoC Mutacdes

Alpha AH69/V70, A144, L216F, N439K, Y453F, E484K, S494P, N501Y, A570D, D614G, P681H, T7161, Q836R,
S982A, D1118H

Beta L18F, A27S, D80A, D215G, K417N, E484K, N501Y, D614G, A701V.

Delta V70F, T951, G142D, E156G, A157-158, A222V, W258L, K417N, L452R, T478K, D614G, P681R, D95ON

Omicron A67V, A69-70, T951, G142D/A143-145, A211/L.2121, ins214EPE, G339D, S371L, S373P, S375F, K417N,
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N440K, G446S, S477N, T478K, E484K, G496S, Q498R, N501Y, Y505H, T547K, D614G, H655Y, N679K,
P681H, N764K, D796Y, N856K, Q954H, N969K, L981F
A67V, 069-70, TISI, AG142-143, AY 144, Y145D, AN211, L2121, G339D, S371L, S373P, S375F, K417N,
BA.2 N440K, G4468S, S477N, T478K, E484A, Q493R, G496S, Q498R, N501Y, Y505H, T547K, D614G, H655Y,
N679K, P681H, N764K, D796Y, N856K, Q954H, N969K, L981F

Tabela 4. Mutacdes consideradas para a modelagem das variantes de preocupacao (Variants of Concern - VoC).
“Ins” e “A” significam respectivamente insercao (0es) ou delecao (des) de residuos. As posi¢des de aminoacidos
sdo definidas com base na posic¢ao original da sequéncia de referéncia de Wuhan.

3.3. Alinhamento das sequéncias primarias das proteinas spike do SARS-CoV-2 e
isoformas de ECA2 humanas
Foram realizados 3 alinhamentos das sequéncias primarias das proteinas spike do
SARS-CoV-2 do grupo 1 e 2 e das isoformas de ECA2. O algoritmo selecionado foi o
MUSCLE (EDGAR, 2004). Para as penalidades inerentes ao alinhamento, o parametro de
definicdo de lacuna aberta foi de -2,9, de extensdo da lacuna de 0 e multiplicador de
Hidrofobicidade de 1,2. Foi estabelecido o numero maximo de 16 iteragcdes para o
alinhamento, sendo que todas as iteragdes se executaram o método cluster. Com os

alinhamentos, foram montados esquemas representativos.

3.4. Modelagem computacional de estruturas tridimensionais (3D) das proteinas spike das
variantes de SARS-CoV-2 e isoformas de ECA2

As estruturas foram modeladas gerando 2 grupos de proteinas spike do SARS-CoV-2:

o primeiro contendo 1 modelo de referéncia (codigo PDB: 7CAK) (S1A), 1 modelo da

variante de Wuhan (S1B), 4 modelos de mutagdes pontuais ndo combinadas e combinadas:

A222V (S1C), D614G (S1D), E484K (S1E) e E484K, N501Y e K417Y (S1F); e o segundo

grupo contendo 1 modelo referéncia (codigo PDB: 7K43) (S2A), 1 modelo da variante de

Wuhan (S2B) e 5 modelos de variantes da proteina spike do SARS-CoV-2: S2C (Alfa), S2D

(Beta), S2E (Delta), S2F (Omicron) ¢ S2G (BA.2). Para a modelagem do grupo 1 de

proteinas spike do SARS-CoV-2 e isoformas de ECA2, foi seguido o protocolo de
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modelagem por homologia e ab initio das plataformas I-Tasser e SwissModel (ROY;
KUCUKURAL; ZHANG, 2010; WATERHOUSE et al., 2018).

Para a modelagem do grupo 2 das proteinas, foi seguido o protocolo de modelagem
por homologia da plataforma YASARA (KRIEGER; VRIEND, 2014) tomando como
referéncia os modelos da Tabela 5. Esta abordagem metodolédgica difere da modelagem no I-
Tasser ¢ SwissModel, pois considera multiplos modelos atdmicos como referéncia para
modelagem por homologia.

Todas as estruturas modeladas por ambas as metodologias foram minimizadas a fim de
melhorar as caracteristicas estereoquimicas, ja que o processo de modelagem computacional
pode intrinsicamente gerar modelos com regides de baixa qualidade estereoquimica. Somente
os modelos atomicos referentes as isoformas de ECA2 ndo passaram pelo processo de
minimizagdo de energia.

Tabela 5. Modelos utilizados para a modelagem por homologia da estrutura de referéncia hibrida para o segundo
grupo de proteinas spike do SARS-CoV-2 pelo software YASARA.

Cobertura ID Resolucao Leitura

EM glicoproteina Spike [Sindrome respiratoria aguda grave coronavirus 2]
85% 7LY2-] 2.50 A <SPIKE_SARS2(1-1208)> (1041 residuos com 0.961 pontos de qualidade),
liberado 2021-04-14
EM glicoproteina Spike [Sindrome respiratoria aguda grave coronavirus 2]
88% 7K43-E 2.60 A <SPIKE_SARS2(14-1211)> (1034 residuos com 0.830 pontos de qualidade),
liberado 2020-10-07
EM glicoproteina Spike [Sindrome respiratoria aguda grave coronavirus 2]
81% TLXY-J 220 A <SPIKE_SARS2(1-1208)> (1035 residuos com 0.970 pontos de qualidade),
liberado 2021-04-14
EM glicoproteina Spike [Sindrome respiratoria aguda grave coronavirus 2]
88% 7JJ1-B 3.60 A <SPIKE _SARS2(1-1273)> (1109 residuos com 0.795 pontos de qualidade),
liberado 2020-08-26
EM glicoproteina Spike [Sindrome respiratoria aguda grave coronavirus 2]
88% 7KE9-A 3.08 A <SPIKE SARS2(1-1208)> (966 residuos com 0.785 pontos de qualidade),
liberado 2020-11-04
EM glicoproteina Spike [Sindrome respiratoria aguda grave coronavirus 2]
85% 7KDG-A 3.0l A <SPIKE SARS2(1-1208)> (972 residuos com 0.799 pontos de qualidade),
liberado 2020-11-04
EM glicoproteina Spike [Sindrome respiratdria aguda grave coronavirus 2]
78% 7N8H-K 230 A <SPIKE SARS2(1-1208)> (999 residuos com 0.936 pontos de qualidade),
liberado 2021-07-14
EM glicoproteina Spike [Sindrome respiratoria aguda grave coronavirus 2]
86% 7LWV-B 312 A <SPIKE SARS2(1-1208)> (995 residuos com 0.755 pontos de qualidade),
liberado 2021-03-31
Desconhecido EM glicoproteina Spike [Sindrome respiratoria aguda grave coronavirus 2]
87% 6XR8-A ou NMR <SPIKE_SARS2(1-1273)> (1107 residuos com 0.723 pontos de qualidade),
liberado 2020-07-22
EM glicoproteina Spike [Sindrome respiratdria aguda grave coronavirus 2]
88% IN1Q-C 344 A <SPIKE SARS2(1-1273)> (1104 residuos com 0.694 pontos de qualidade),
liberado 2021-07-07

13




Tabela 5. Modelos utilizados para a modelagem por homologia da estrutura de referéncia hibrida para o segundo
grupo de proteinas spike do SARS-CoV-2 pelo software YASARA. Cobertura da referéncia, cadeia ¢ codigo
PDB (ID), resolugdo da estrutura depositada no Protein Data Bank e quantidade de residuos e suas pontuagdes
correspondentes.

3.5. Avaliagdo da qualidade dos modelos gerados da modelagem

As proteinas foram submetidas em formato PDB em 4 ferramentas para refinamento se
necessario e avaliacdo de qualidades estereoquimicas. Todos os resultados das avaliagdes
foram comparados ao modelo atdbmico de molécula de referéncia extraida a partir do banco de
dados PDB. Foram selecionadas as proteinas cristalografadas spike 7CAK e 7K43 como
proteinas de referéncia, sendo considerada somente a cadeia A da estrutura 7CAK para as
variantes da proteina spike do SARS-CoV-2 do grupo 1 e cadeia E da estrutura 7K43 para as
variantes de spike do SARS-CoV-2 do grupo 2. A estrutura 7K43 foi selecionada como
referéncia para o grupo 2 por possuir uma taxa de alta cobertura e alta resolucdo (Tabela 5)
molecular na modelagem por homologia utilizando sequéncia de Wuhan para o grupo 2. Os
modelos de referéncia ndo sofreram quaisquer refinamentos ou minimizacdes de energia. Para
o refinamento e avaliagdo estereoquimica, as estruturas 3D das proteinas foram submetidas na
plataforma Molprobity Manchester. Apds o refinamento, todos os modelos das proteinas
spike do SARS-CoV-2 do grupo 1 e 2 e isoformas de ECA2 foram submetidas as avaliagdes
de qualidade nas ferramentas VERIFY3D, PROCHECK pela plataforma SAVES v6.0 e na

ferramenta ProSA por meio da plataforma ProSA-Web Protein Structure.

3.6. Sobreposicao e alinhamento modelos atdmicos da proteina spike de SARS-CoV-2 e

isoformas de ECA2 refinados

As comparagdes das sequéncias de aminoacidos entre as estruturas das proteinas spike
SARS-CoV-2 e entre as isoformas de ECA2 foram realizadas somente dentro dos grupos,
entre estruturas referentes a mesma proteina e referéncia. Os modelos atomicos foram

submetidos no software Chimera 1.15 (PETTERSEN et al., 2004) onde foi executado o
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protocolo de sobreposi¢cdo e alinhamento através da ferramenta MatchMaker na se¢do de
ferramentas e comparagdo de estruturas. Para o alinhamento e sobreposi¢do, todas as
sequéncias foram confrontadas com a sequéncia de referéncia correspondente em pares, e
somente o alinhamento de mais alta pontuagdo de cada par foi considerado. O algoritmo de
alinhamento utilizado foi o de Needleman-Wunsch e a matriz BLOSUM-62. Foram
considerados para os algoritmos os parametros como: penalidades de extensdo de lacunas em
1, inclusdo de estruturas secundarias em 30% com uma matriz de pontuacao de 6 nos atomos
de hidrogénio de estruturas em intra-hélice, -9 e 6 respectivamente nos atomos de hidrogénio
e enxofre em estruturas em intra-fita e -6, -6 ¢ 4 respectivamente nos atomos de hidrogénio,
enxofre e oxigénio em outros tipos de estruturas, com penalidades e lacunas abertas para
intra-hélice, intra-fita e outras estruturas respectivamente de 18, 18 ¢ 6; ¢ a submissdo das
atribuicdes das estruturas secundarias. Para o alinhamento, foram limitados os pares de
atomos de forma inteirada para suas distdncias nao excederem 2 angstrons. Além disso, os
pares foram computados de forma individual apds a sobreposi¢do. Para criar o alinhamento a
partir da sobreposicao, foram consideradas as sequéncias correspondentes ao par que foi
analisado com os parametros da distancia corte entre residuos de 5 angstrons e alinhamento

do residuo se este estiver dentro da distancia corte de pelo menos um outro residuo.

3.7. Calculo das raizes dos desvios quadraticos médios (RMSD) dos alinhamentos das

proteinas spike do SARS-CoV-2

A coleta dos dados de RMSD dos alinhamentos das proteinas spike do SARS-CoV-2
foram feitas com a ferramenta “RMSD: ca” utilizando o software Chimera (PETTERSEN et
al., 2004). A ferramenta “RMSD: ca” gera um arquivo contendo os dados de RMSD por
residuos que foi transformado em uma tabela para a analise dos dados e os dados de RMSD

foram apresentados em formato de grafico utilizando o software Microsoft excel.
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3.8. Interacdo molecular (docking molecular) entre variantes das proteinas spike de

SARS-CoV-2 e isoformas de ECA2

Os modelos das mutagdes pontuais e as variantes Wuhan, Omicron ¢ BA.2 das
proteinas spike do SARS-CoV-2 foram submetidos e confrontados para o docking molecular
contra as isoformas de ECA2 na plataforma cluspro2 (KOZAKOV et al., 2017). Foi

estabelecido como residuos de atragdo de ambas as proteinas as posi¢cdes representadas na

Tabela 6.
Tabela 6. Posicdo de atracdo para o docking molecular entre a proteina spike do SARS-CoV-2 e a ECA2.
Variante Posicio de atracdo da cadeia D da proteina  Posicio de atracio da cadeia A da proteina spike do  Referéncia
ECA2 SARS-CoV-2
S2B d-24 d-27 d-28 d-30 d-31 d-34 d-37 d-38 d-41 a-417 a-446 a-449 a-453 a-455 a-456 a-475 a-486 a- (LAN et al.,
d-42 d-330 d-353 d-354 d-355 d-357 487 a-489 a-493 a-496 a-498 a-500 a-501 a-502 a-505 2020)
S2F d-24 d-27 d-28 d-31 d-34 d-35 d-38 d-41 d-42 a-449 a-453 a-456 a-476 a-486 a-487 a-489 a-493 a- (MANNAR
d-79 d-82 d-83 d-330 d-353 d-354 d-355 d-357 494 a-496 a-498 a-500 a-501 a-502 a-505 etal., 2022)
S2G d-24 d-27 d-28 d-31 d-34 d-35 d-38 d-41 d-42 a-304 a-308 a-311 a-331 a-341 a-344 a-348 a-349 a- (MANNAR
d-79 d-82 d-83 d-330 d-353 d-354 d-355 d-357 351 a-353 a-355 a-356 a-357 a-360* etal., 2022)
S1E d-24 d-27 d-28 d-30 d-31 d-34 d-37 d-38 d-41 a-417 a-446 a-449 a-453 a-455 a-456 a-475 a-486 a- (LAN et al.,
d-42 d-330 d-353 d-354 d-355 d-357 487 a-489 a-493 a-496 a-498 a-500 a-501 a-502 a-505 2020)
S1F d-24 d-27 d-28 d-30 d-31 d-34 d-37 d-38 d-41 a-446 a-449 a-453 a-455 a-456 a-475 a-486 a-487 a- (LAN et al.,
d-42 d-330 d-353 d-354 d-355 d-357 489 a-493 a-496 a-498 a-500 a-502 a-505 2020)

Tabela 6. Posi¢do de atragdo para o docking molecular entre a proteina spike do SARS-CoV-2 e a ECA2.
Posicdes de atragdo para a cadeia D da isoforma 1 de ECA2 (E1A) e posi¢des de atragdo para a cadeia A das
proteinas spike do SARS-CoV-2 das variantes de Wuhan (S2B), Omicron (S2F), BA.2 (S2G), variante de
Wuhan com mutacdo E484K (S1E) e variante de Wuhan com as mutag¢des combinadas E484K, N501Y e K417Y
(S1F). *Por causa do modelo atomico referente a proteina spike da subvariante BA.2 do SARS-CoV-2 estar
incompleta, as posi¢des precisaram ser adaptadas ao modelo, subtraindo 152 das posigdes.

Para a coleta dos modelos formados na etapa de docking molecular (complexos
moleculares), foi estabelecido como prioritdrio o melhor modelo que apresentou um perfil
balanceado entre interagdes eletrostaticas e hidrofobicas. Para esse caso, o calculo da

pontuagdo para a selegdo do melhor modelo foi com base na Equagao 1:
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E = 0,40E,., + (—0,40E4;) + 600E, ;. + 1,00Ep 455 (1)
Onde Er¢p € Eax se referem respectivamente as forcas repulsivas e atrativas, Eelec € igual
a energia eletrostatica e Epars € igual ao potencial referente mudanca de energia livre
calculada pelo sistema de isca com estruturas de referéncia (DARS) (CHUANG et al., 2008;

KOZAKOV et al., 2017).

3.9. Anédlise 2D das interagdes intermoleculares entre as proteinas spike das variantes do

SARS-CoV-2 com as isoformas de ECA2

Para a Andlise 2D das interagdes intermoleculares entre as proteinas spike das
variantes do SARS-CoV-2 com a proteina ECA2, os complexos formados na etapa de
docking molecular foram submetidos em formato PDB no software LigPlot+ versdo 2.2

(WALLACE; LASKOWSKI; THORNTON, 1995).

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Alinhamento das sequéncias de aminodcidos das proteinas spike do SARS-CoV-2

Conforme demonstrado na Figura 5, sdo apresentados esquemas derivados do
alinhamento das sequéncias primarias das proteinas spike do SARS-CoV-2 do com grupo 1 (3
variantes de proteinas spike com mutagdes pontuais A222V, D614G, E484K e 1 variante com
mutacoes combinadas de 3 aminoacidos, K417Y, E484K e N501Y). Nessa representagdao
esquematica, estdo destacadas as regides com as mutagoes de cada variante, o dominio RBD
(Receptor Binding Domain) e RBM (Receptor Binding Motif) que interage com ECA2. Além
disso, € possivel observar que as mutacdes K417Y, E484K e N501Y estao mapeadas dentro

da regido do RBD.
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Figura 5. Representacdo esquematica derivada do alinhamento das sequéncias de aminodcidos das proteinas
spike do SARS-CoV-2 do grupo 1 utilizando o algoritmo MUSCLE. Dominios e tamanho das proteinas spike do
SARS-CoV-2 de Wuhan e as variantes do grupo 1 com muta¢des pontuais A222V, D614G, E484K e
combinacdo K417Y, E484K e N501Y com destaque no Receptor Binding Domain (RBD) em azul claro,
Receptor Binding Motif (RBM) em azul escuro e mutagdes de substituicdo de aminoacidos representadas em
verde. Linhas tracejadas em vermelho fazem indicagdo a posi¢do do aminoacido (aa) em relagdo a estrutura.
Fonte do autor.

As proteinas do grupo 1 apresentam mutagdes pontuais cujos potenciais moleculares ja
foram descritos na literatura. A mutacdo E484K presente nas variantes Beta, Gamma ¢ Eta
promove uma resisténcia parcial a anticorpos neutralizantes (GARCIA-BELTRAN et al.,
2021; WANG et al., 2021a; WIBMER et al., 2021; WU et al., 2021b; XIE et al., 2021), ¢ a
combinacdo de mutagdes E484K, N501Y e K417Y parece aumentar a transmissibilidade.
Nesse contexto, também destacam a mutacdo K417Y pode reduzir a capacidade de
neutralizacdo mediada por anticorpos, uma vez que essa posi¢ao do residuo 417 parece ser um
importante alvo imunologico, € ainda a mutacao N501Y que est4 associada a um aumento na
interacao entre RBD e a ECA2 (ALI; KASRY; AMIN, 2021; GU et al., 2020).

Para as proteinas spike do SARS-CoV-2 do grupo 2, as mutagdes de substituicao,
insercao e/ou delecdo de aminoacidos foram destacadas na representacdo esquematica para
cada variante de preocupac¢do (VoC) incluindo a andlise das variantes Alfa, Beta, Delta,
Omicron e a subvariante BA.2, conforme demonstrado na Figura 6 ¢ na Tabela 4. No
esquema das sequéncias das proteinas spike estdo destacados o dominio RBD (Receptor
Binding Domain) e RBM (Receptor Binding Motif) que interage com ECA2, e ainda, as

mutacoes de substituicdo estdo representadas em verde, as de delecio em laranja e as de
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inser¢do em roxo para cada variante. Conforme demonstrado na Tabela 4 muitas mutagdes

foram observadas nas variantes Omicron BA.1 e BA.2 que compartilham 14 mutagdes no

RBD.
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Figura 6. Representacdo esquematica das sequéncias de aminoacidos das proteinas spike do SARS-CoV-2 do
grupo 2. Dominios e tamanho das proteinas spike do SARS-CoV-2 de Wuhan e as variantes do grupo 2: Alfa,
Beta, Delta, Omicron ¢ BA.2 com destaque no Receptor Binding Domain (RBD) em azul claro, Receptor
Binding Motif (RBM) em azul escuro, muta¢des de substituicdo em verde, de delegdo em laranja e de inser¢do
em roxo. Linhas tracejadas em vermelho fazem indicagdo a posi¢do do aminoacido (aa) em relagdo a estrutura.
Fonte do autor.

As mutacdes demonstradas na Tabela 4 s3o mudangas estruturais descritas para a
proteina spike que apresentam associacdo com caracteristicas bioldgicas e patogénicas das
novas variantes de SARS-CoV-2. Foi observado na COVID-19 o aumento de
transmissibilidade e severidade da variante Alfa (DAVIES et al., 2021; FUNK et al., 2021;
JANGRA et al., 2021), aumento de transmissibilidade, severidade e impacto no sistema
imune da variante beta (CELE et al.,, 2021; FUNK et al., 2021; MADHI et al., 2021;
PEARSON et al., [s.d.]; TEGALLY et al., 2021), aumento de transmissibilidade, severidade e
impacto no sistema imune da variante Delta (PUBLIC HEALTH ENGLAND, 2021a, 2021bj;
SHEIKH et al., 2021a; STOWE et al., 2021) e aumento de transmissibilidade, impacto no
sistema imune e uma aparente reducdo da severidade da variante Omicron (ALTARAWNEH
et al., 2022; BAGER et al., 2022; EUROPEAN CENTRE FOR DISEASE PREVENTION
AND CONTROL, 2022; FERGUSON et al., 2021; JACOBSEN et al., 2022; LYNGSE et al.,

2022; PUBLIC HEALTH ENGLAND, 2021c; PULLIAM et al., 2021; ROSSLER et al.,
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2022; SHEIKH et al., 2021b; STATENS SERUM INSTITUT (SSI), 2022; SURYAWANSHI
et al., 2022; UK HEALTH SECURITY AGENCY (UKHSA), 2021, 2022; WHO, 2022b).

Os modelos atdmicos das proteinas spike de SARS-CoV-2 com as mutagdes descritas
foram gerados neste trabalho e foram utilizadas para avaliacdo do célculo das raizes dos

desvios quadraticos médios (RMSD) descritos no item 4.4.
4.2. Alinhamento das sequéncias de aminoécidos das isoformas de ECA2

Como mostra a Figura 7, as sequéncias de aminoécidos derivadas do alinhamento da
estrutura primaria das isoformas 1, 3, 4, 5 ¢ 6 de ECA2 foram esquematizadas. Nessa
representacdo, estdo destacadas: a regido de ligacdo da peptidase M2 em azul (19-606), a
regido homologa a colectrina em verde (617-770) e a regido de maior variabilidade entre as
isoformas em cores variadas (770-805). O alinhamento das sequéncias de aminoacidos das
isoformas de ECA2 demonstrou que na comparagdo entre as isoformas 1, 3, 4, 5 ¢ 6, as
diferengas estdo apenas na por¢cdo C-terminal da molécula. A regido C-terminal dessas
1soformas de ECA2 nao contempla os residuos GIn24, Lys31, His34, Glu35, Asp38 e Lys353
envolvidos na interagdo molecular com a proteina spike do SARS-CoV-2 (ALI; VIJAYAN,

2020).
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Figura 7. Representacdo esquematica das sequéncias de aminoacidos das isoformas de ECA2 (1, 3,4, 5 e 6) em
ordem decrescente de tamanho. Dominios e tamanhos da proteina ECA2 e de suas isoformas com destaque nas
regides compartilhadas: de ligagdo da Peptidase M2 entre as posi¢des 19 e 606, regido homologa a colectrina
entre as posi¢des 617 e 770 e nas regides nao compartilhadas: a partir da posi¢do de 770 aminoécidos. Linhas
tracejadas em vermelho fazem indicagdo a posi¢do do aminoacido (aa) em relagdo a estrutura. Fonte do autor.
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Além disso, quando sdo observadas as diferencas entre as isoformas 1, 2 ¢ 7 de ECA2
no esquema representativo que foi derivado do alinhamento das estruturas primarias dessas
isoformas (Figura 8), nota-se que as isoformas 2 ¢ 7 ndo possuem os residuos GIn24, Lys31,
His34, Glu35, Asp38 e Lys353, ja que estas apresentam uma delecdo amino terminal até os
aminoacidos 365 e 605 respectivamente, em comparagdo a isoforma 1. Sendo assim, as
isoformas 2 e 7 ndo apresentam os residuos de interacdo para a ligagdo molecular entre o
RBD da proteina spike do SARS-CoV-2. Portanto, neste trabalho, ndo foram consideradas
para a realizacdo dos docking moleculares com as proteinas spike do SARS-CoV-2 as

isoformas 2 e 7 de ECA2.

Regifio
homologa a

Regido de ligacdo da Peptidase M2 colectrina

Isoforma 1 (Canonica)

Isoforma 2

Isoforma 7

— LG S S

—
—

|
Posigdo (aa) 19 366 606 617 694 770 805

Figura 8. Representacdo esquematica das sequéncias de aminoacidos das isoformas de ECA2 (1, 2 e 7) em

ordem decrescente de tamanho. Dominios e tamanhos da proteina ECA2 e de suas isoformas com destaque nas

regides compartilhadas: de ligacdo da Peptidase M2 entre as posigdes 19 e 606 ¢ na regido homdloga a colectrina

entre as posi¢des 617 ¢ 770. Linhas tracejadas em vermelho fazem indicagdo a posi¢do do aminoacido (aa) em

relagdo a estrutura. Fonte do autor.

Na analise descritiva das sequéncias de aminoacidos das isoformas de ECA2, foi
observado que as regidoes de polimorfismos desta molécula ndo contemplam as regidoes de
interacdo com o RBD da proteina spike do SARS-CoV-2. Dessa forma, ¢ provavel que nao
haja diferencas nas interagdes intermoleculares entre a proteina spike do SARS-CoV-2 com as
diferentes isoformas de ECA2 humanas avaliadas neste trabalho. No entanto, somente a
analise na sequéncia primaria de aminodcidos das isoformas de ECA2 nao ¢ suficiente para
averiguar tal suposi¢ao.

As estruturas moleculares das isoformas de ECA2 foram modeladas e utilizadas para

avaliagdo de RMSD descritas a seguir.
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4.3. Modelagem das proteinas spike do SARS-CoV-2 e isoformas de ECA2

Como mostra a Figura 9, sdo apresentados os modelos atomicos das proteinas spike do
SARS-CoV-2 da estrutura original de Wuhan do grupo 1 (9A), das variantes com mutagao
pontual A222V (9B), D614G (9C), E484K (9D) e com mutagdes combinadas N417Y, E484K
e N501Y (9E) em forma de fitas e com acessibilidade a superficie. Conforme o esperado
devido a semelhanca nas sequéncias de aminoacidos, as variantes apresentaram em suas
estruturas moleculares conformagdes parecidas ao modelo S1B (7CAK-A) utilizado como

referéncia.
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Figura 9. Representacdes tridimensionais em formato de fita & esquerda e com acessibilidade do solvente a
superficie a direita, das proteinas spike do SARS-CoV-2 (grupo 1) das variantes de Wuhan (9A), com: mutagado
A222V (9B), D614G (9C), E484K (9D) e E484K, N501Y e K419Y combinadas (9E). As cores vermelha e azul
das figuras da direita representam as cargas parciais dos atomos respectivamente positiva e negativa e variam de
acordo com a intensidade da carga.

Como mostra a Figura 10, sdo apresentados os modelos atomicos das proteinas spike
do SARS-CoV-2 da estrutura original de Wuhan do grupo 2 (10A), das variantes Alfa (10B),
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Beta (10C), Delta (10D), Omicron (10E) e subvariante BA.2 (10F) em forma de fitas e com
acessibilidade a superficie. Por mais que existam um acumulo de muta¢des nas variantes
Omicron e subvariante BA.2, como esperado, essas mutagdes ndo causaram mudangas
conformacionais substanciais na estrutura 3D das proteinas. Somente a auséncia de 145
aminoacidos na regido amino terminal do modelo da proteina spike do SARS-CoV-2 da
subvariante BA.2 justifica a mudanca conformacional observada na figura 10F. Essa auséncia

esta relacionada com uma limitagao no processo de modelagem utilizado para essa variante da

proteina spike do SARS-CoV-2.
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Figura 10. Representagdes tridimensionais em formato de fita a esquerda e com acessibilidade do solvente a
superficie a direita, das proteinas spike do SARS-CoV-2 (grupo 2) das VoC de Wuhan (10A), Alfa (10B), Beta
(10C), Delta (10D) e Omicron, BA.2 (10E). As cores vermelha e azul das figuras da direita representam as
cargas parciais dos atomos respectivamente positiva e negativa e variam de acordo com a intensidade da carga.
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Como mostra a Figura 11, sdo apresentados os modelos atomicos das isoformas 1
(11A), 3 (11B), 4 (11C), 5 (11D) e 6 (11E) de ECA2. Conforme o esperado devido a alta
similaridade dessas isoformas, a modelagem gerou estruturas conformacionais semelhantes.
Por corresponder a parte de maior variabilidade entre as isoformas, a extremidade carboxi
terminal ¢ a Unica regido que apresentou conformacdo distinta. Por outro lado, causado por
fatores inerentes ao processo de modelagem, a extremidade amino terminal também
apresentou pequenas mudangas conformacionais entre as isoformas modeladas. Este resultado
foi inesperado uma vez que as sequéncias primarias das isoformas de ECA2 nessa regido sao
iguais e abordagens futuras serdo empregadas para elucidar estas diferengas observadas entre

os modelos estruturais destas proteinas.
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Figura 11. Representagdes tridimensionais em formato de fita a esquerda e com acessibilidade do solvente a
superficie a direita das isoformas 1 (11A), 3 (11B), 4 (11C), 5 (11D) e 6 (11E) de ECA2 refinadas. As cores
vermelha e azul das figuras da direita representam as cargas parciais dos atomos respectivamente positiva e
negativa e variam de acordo com a intensidade da carga. As estruturas foram modeladas a partir da sequéncia de
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aminodacidos das isoformas 1 (BLUME et al., 2021), isoforma 2 (BLUME et al., 2021; ONABAIJO et al., 2020) e
isoformas 3, 4, 5, 6 e 7 extraidas do banco de dados UniprotKB (BATEMAN et al., 2021).

Como mostra a Figura 12, sdo apresentados os modelos atémicos das isoformas 1
(12A), 2 (12B) e 7 (12C) de ECA2. Conforme o esperado, em fungao da diferenca de
tamanhos entre as isoformas, a modelagem gerou estruturas conformacionais muito distintas.
Essas diferencas estruturais observadas entre as isoformas 1, 2 e 7 de ECA2 foram resultado
da auséncia de 365 aminoacidos na isoformas 2 e 695 aminoacidos na isoforma 7 em
comparagao a isoforma 1 (full length). Estas delecdes descritas para as isoformas 2 ¢ 7 estdo

localizadas em ambos os casos na regido amino terminal da molécula ECA2 (Figura 8).
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Figura 12. Representagdes tridimensionais em formato de fita a esquerda e com acessibilidade do solvente a
superficie a direita das isoformas 1 (12A), 2 (12B) e 7 (12C) de ECA2. As cores vermelha e azul das figuras da
direita representam as cargas parciais dos atomos respectivamente positiva e negativa e variam de acordo com a
intensidade da carga. As estruturas foram modeladas a partir da sequéncia de aminoacidos das isoformas 1
(BLUME et al., 2021), isoforma 2 (BLUME et al., 2021; ONABAJO et al., 2020) ¢ isoformas 3, 4, 5, 6 ¢ 7
extraidas do banco de dados UniprotKB (BATEMAN et al., 2021).
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Com as estruturas das proteinas spike de SARS-CoV-2 e isoforma 1 de ECA2
modeladas, foram feitas analises de RMSD, de qualidade das estruturas modeladas e a analise

de docking molecular.

4.4. RMSD dos alinhamentos estruturais do grupo 1 e 2 da proteina spike do SARS-CoV-

2 e isoformas de ECA2

Os dados de RMSD por residuos dos modelos atdmicos das proteinas spike do SARS-
CoV-2 da estrutura original de Wuhan (S1B) e das variantes com mutag¢des pontuais A222V
(S1C), D614G (S1D), E484K (S1E), com mutagdes combinadas N417Y, E484K e N501Y
(S1F), da variante Alfa (S2C), Beta (S2D), Delta (S2E), Omicron (S2F), da subvariante BA.2
(S2G) e das isoformas 1 (E1A), 2 (E1B), 3 (E1C), 4 (E1D), 5 (E1E), 6 (E1F) ¢ 7 (E1G) de
ECA2 foram coletados e plotados em grafico conforme demostrado nas Figura 13, Figura 14 e
Figura 15.

Na Figura 13, s3o mostrados os dados de RMSD em angstrom em fun¢ao da posigao
de residuo das comparacdes dos modelos moleculares das proteinas spike do SARS-CoV-2 da
estrutura original de Wuhan do grupo 1 (S1B) com as das variantes com muta¢do pontual
A222V (S1C), D614G (S1D), E484K (S1E) e com mutacdes combinadas N417Y, E484K e
N501Y (S1F). Os dados de RMSD das comparagdes S1B x S1C (modelo original de Wuhan x
variante spike com A222V) e S1B x S1D (modelo original de Wuhan x variante spike com
D614G) foram baixos (entre 0 e 0,4 A), enquanto para as comparagdes S1B x S1E (modelo
original de Wuhan x variante spike com E484K) e SIB x S1F (modelo original de Wuhan x
variante spike com K417Y, E484K e N501Y) foi observado maior mudang¢a no perfil (>0,4
A). A mudanga no perfil de RMSD causada pela presenca da mutagio E484K corrobora com
seu potencial na reducdo da neutraliza¢do por anticorpos na COVID-19 (GREANEY et al.,

2021; JANGRA et al., 2021; WANG et al., 2021b; WEISBLUM et al., 2020; WU et al.,
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2021a). Por outro lado, a mudanca no perfil de RMSD apresentada pela presenca das
mutagdes K417Y e N501Y na comparacdo S1B x S1F se relaciona com a capacidade dessas

mutagdes em aumentar a afinidade de ligagdo com ECA2 (WROBEL et al., 2022).

RMSD grupo 1 proteina spike
1,6
1,4
1,2
1
<
2 0 ——SIBxSIC
5 ~——SIBxSID
0,6 ——S1B x S1E
——SIBxSIF
LI Ll lI N |
0'2_ ‘” \' l
0
AT NO MO OOAN N AT NOMOAONLO AN O
SOAGRARSRNLITRNARBITIBRRIZIISTA
Posicao do residuo

Figura 13. Desvios quadraticos médios (RMSD) em A por residuos dos alinhamentos entre a proteina spike do
SARS-CoV-2 de Wuhan do grupo 1 (S1B) com as variantes de mutagdo pontual A222V (S1C), D614G (S1D),
E484K (S1E) e a combinagdo E484K, N501Y e K417Y (S1F).

Conforme a Figura 14, sdo mostrados e plotados os dados de RMSD em angstrom em
funcao da posi¢do de residuo das comparagdes dos modelos moleculares das proteinas spike
do SARS-CoV-2 da estrutura original de Wuhan do grupo 2 (S2B) com as das variantes Alfa
(S1C), Beta (S1D), Delta (S1E), Omicron (S1F) e da subvariante BA.2 (SI1G). O perfil de
RMSD das combinacdes S2B x S2F e S2B x S2G apresentaram diferengas substanciais em
compara¢do com as demais combinagdes, isso se deve ao grande acimulo de mutagdes nas
variantes Omicron e a subvariante BA.2. Adicionalmente, foi possivel constatar altissimos

valores de RMSD nas analises comparativas S2B x S2F e S2B x S2G fora da regido da RBD,
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e altos valores de RMSD dentro da regido RBD (319-541 em relag@o a sequéncia original de

Wuhan) da proteina spike.
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Figura 14. Desvios quadraticos médios (RMSD) em A por residuos dos alinhamentos entre a proteina spike do
SARS-CoV-2 de Wuhan do grupo 2 (S2B) com as variantes Alfa (S2C), Beta (S2D), Delta (S2E), Omicron
(S2F) e BA.2 (S2Q).

Conforme a Figura 15 sdo mostrados e plotados os dados de RMSD em angstrom em
funcao da posi¢do de residuo das comparacdes dos modelos moleculares da isoforma 1 (E1A)
de ECA2, com as demais isoformas 2 (E1B), 3 (E1C), 4 (E1D), 5 (E1E), 6 (E1F) ¢ 7 (E1G).
Os perfis de RMSD de todas as comparagdes foram semelhantes entre si na regido de
interagdo da ECA2, que compreende as regides ao redor dos residuos GIn24, Lys31, His34,
Glu35, Asp38 e Lys353 (ALL; VIJAYAN, 2020), com a proteina spike do SARS-CoV-2. Isso
sugere que nao deve haver diferencas estruturais substanciais na estrutura das moléculas de
ECAZ2, e, portanto, as interagcdes intermoleculares entre a proteina spike do SARS-CoV-2 ¢ as
isoformas de ECA2 devem ser similares entre as isoformas desta molécula, envolvendo em

especial os mesmos residuos de aminodcidos na interface de interacdo proteina-proteina.
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Figura 15. Desvios quadraticos médios (RMSD) por residuos dos alinhamentos entre a isoforma 1 (E1A) contra
as isoformas 2 (E1B), 3 (E1C), 4 (E1D), 5 (E1E), 6 (E1F) e 7 (E1G) de ECA2.

Com os modelos atomicos selecionados das proteinas spike do SARS-CoV-2 e

isoforma 1 da ECA2, foram realizadas avaliagdes de qualidade e docking molecular.

4.5. Avaliacao de qualidade dos modelos atdmicos

4.5.1. Molprobity

A ferramenta Molprobity consiste em uma plataforma de navegador para analisar a
qualidade estereoquimica global e local de proteinas e 4cidos nucleicos. Para isso, o servigo
inicia com uma adi¢ao de hidrogénios na molécula e inversdao de residuos, seguida de uma
avaliacdo de todos os contatos entre os atomos. A adi¢ao de hidrogénio tanto polar quanto nao
polar ¢ um importante pré-requisito para a posterior analise de contato, pois a maioria das
estruturas cristalografadas ainda ndo incorporam atomos de hidrogénio. Para tal, a plataforma

se utiliza do software REDUCE (WORD et al., 1999a) que adiciona e otimiza hidrogénios nas
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posigdes favoraveis, com exce¢do de H em moléculas de agua. Além disso, a plataforma age
em inversdes de residuos de Asn, Gln e His, que comumente sdo identificados com erros em
orientacdes, devido a densidade eletronica ter sido utilizada para definir as suas orientagdes
corretas, variavel essa que nem sempre ¢ a ideal para definir orientagdes de aminoacidos em
uma cadeia peptidica. Apos esta etapa, segue-se para a analise de todos os contatos entre os
atomos por meio do software PROBE (WORD et al., 1999b) que permite identificar a
existéncia de clash através da construcdo de uma esfera com didmetro de 0,5 angstrons que
rola na superficie de van der Walls dos 4tomos medindo a sobreposicdo de atomos nao
ligados. Um contato entre atomos nao doadores-aceptores com uma sobreposi¢do de 0,4
angstrons caracteriza um choque grave (“serious clash”) estereoquimico. Dentre os resultados,
a plataforma gera a pontuacdo de clash que equivale ao numero de confrontos ou serious
clashes por 1000 atomos e a pontuagdo Molprobity que junta as informagdes de rotameros,
graficos de Ramachandran e pontuagdes de clash, normalizando essas varidveis a mesma
unidade de medida de resolucao de estruturas, Angstrons (CHEN et al., 2010).

Com a ferramenta Molprobity, se obteve o refinamento com inversdes de residuos de
asparagina, glutamina e histidina.

Conforme a

Tabela 7, sdo detalhados os residuos dos modelos atdmicos das proteinas spike do SARS-
CoV-2 das variantes com mutacdo pontual E484K (S1E), com mutacdes combinadas N417Y,
E484K e N501Y (S1F), da estrutura original de Wuhan (S2B) e da variante Omicron (S2F),
da subvariante BA.2 (S2G) e Isoforma 1 de ECA2 (E1A) que necessitam de inversdes

estereoquimicas, suas orientacdes de origem e apos a inversao.

Tabela 7. Aminoacidos e respectivas orientagdes antes e apds refinamento.
Modelo Aminoacidos Origem Apés inversao
Proteinas spike  S1E Asn (196) -24 -0,78
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do SARS-CoV-

2 grupo 1 S1F  Asn (61), Asn (196), Asn (282), Asn (616)  -1,1;-1,8;-1,5;-0,51 0;-0,52; 0; 0
Proteinas spike ~ S2B Asn (17), Asn (282) -1,5;-0,67 0,023;-0,17
do SARS-CoV- S2F - - _

2 grupo 2 92G _ ) )

Profeints  EIA Asn(49).Gln (76), Gin (96), Gln (442)  2.2:-0.69;-0.24:0.82  3,5:0.98:3.2: 1.9

Tabela 7. Aminoacidos e respectivas orientagdes antes e apos refinamento. Inversdo conformacional dos
aminoacidos em relacdo ao plano do eixo da cadeia principal dos modelos atomicos das proteinas spike do
SARS-CoV-2 das variantes com mutacdo pontual E484K (S1E), com muta¢des combinadas N417Y, E484K e
N501Y (SIF), da estrutura original de Wuhan (S2B) e da variante Omicron (S2F), da subvariante BA.2 (S2G) e
Isoforma 1 de ECA2.

Conforme a Tabela 8, foram detalhadas as pontuacdes de clash e Molprobity das
estruturas moleculares das proteinas spike do SARS-CoV-2 das variantes com mutacao
pontual E484K (S1E), com mutagdes combinadas N417Y, E484K e N501Y (S1F), da
estrutura original de Wuhan (S2B) e da variante Omicron (S2F), da subvariante BA.2 (S2G) e
isoforma 1 de ECA2 (E1A). Somente o modelo E1A apresentou pontuacdes de baixa
qualidade. Isso provavelmente se deve a ndo realizagdo do protocolo de minimizag¢do de
energia da estrutura molecular da isoforma 1 de ECA2. As limitagdes computacionais de
processamento de dados nos impediram de realizar esta abordagem de minimizacdo de

energia da estrutura para isoforma 1 de ECA2 até o presente momento.

Tabela 8. Pontuacdes de clash e de Molprobity relativas para os modelos atomicos da proteina spike do SARS-
CoV-2 e isoforma 1 de ECA2.

Modelo Pontuacio de clash (%) Pontuagao Molprobity (%)
Proteinas spike do S1E 100 100
SARS-CoV-2 grupo 1 S1F 100 100
Protei ke d S2B 99 99
roteinas spike do

S2F 99 99

SARS-CoV-2 2
O¥-% grupo $2G 99 100
Isoforma 1 de ECA2 E1A 31 12

Tabela 8. Pontuagdes de clash e de Molprobity relativas para os modelos atémicos da proteina spike do SARS-
CoV-2 e isoforma 1 de ECA2. Proteinas spike do SARS-CoV-2 das variantes com mutagdo pontual E484K
(S1E), com muta¢des combinadas N417Y, E484K e N501Y (S1F), da estrutura original de Wuhan (S2B) ¢ da
variante Omicron (S2F), da subvariante BA.2 (S2G) e Isoforma 1 de ECA2. Valores de pontuacdo p de clash e
molprobity p> 66% indicam uma alta qualidade, 33%<p<66% indicam qualidade mediana e p<33% indicam
baixa qualidade do modelo.
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4.5.2. VERIFY3D

A ferramenta VERIFY3D ¢ capaz de determinar a compatibilidade dos modelos
atomicos (3D) com suas proprias sequéncias de aminoécidos (1D). Para isso, o software se
baseia em um sistema de pontuacdo que se refere a condigdo mais favoravel
estereoquimicamente do residuo no ambiente e ¢ calculado pela soma de 3 parametros de cada
um dos residuos em faixas de 20 aminoacidos. Os parametros consistem em: area do residuo
inacessivel ao solvente, fracdo da area da cadeia lateral coberta por atomos polares como O e
N, e a estrutura secundaria local. Por fim, os parametros sdo comparados com modelos de alta
qualidade e entdo atribuido uma pontuacdo 3D-1D (BOWIE; LUTHY; EISENBERG, 1991;
LUTHY; BOWIE; EISENBERG, 1992).

Com a ferramenta VERIFY3D, se obteve uma avaliacdo da compatibilidade 3D-1D
dos modelos atdmicos. das estruturas referentes a proteina spike do SARS-CoV-2 de
referéncia 7CAK-A (Figura 16A) e 7K43-E (Figura 17A), variante de mutacdo pontual
E484K (Figura 16B), de mutagdes combinadas E484K, N501Y e K417Y (Figura 16C),
estrutura molecular de Wuhan do grupo 2 (Figura 17A), variante Omicron (Figura 17B) e
BA.2 (Figura 17C) e isoforma 1 de ECA2 (Figura 18). Os dados das pontuacdes foram
sintetizados na Tabela 9 e Tabela 10. Pontuagdes médias 3D-1D >= 0,2 indicam alta qualidade
do segmento e a contemplacao de pelo menos 80% dos segmentos acima desse valor apontam
para uma avaliagdo positiva do modelo.

Como aponta a Figura 16, as pontuagdes de compatibilidade 3D-1D dos modelos
atdmicos das proteinas spike do SARS-CoV-2 do grupo 1 da referéncia 7CAK-A (16A), e das
variantes com mutacdo pontual E484K (16B) e combinadas K417Y, E484K e N501Y (16C)
sio plotadas em graficos em fungdo dos residuos. E viavel aferir que os modelos

apresentaram perfis semelhantes entre si.
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Figura 16. Analise de compatibilidade 3D-1D dos modelos atomicos das proteinas spike do SARS-CoV-2 do
grupo 1 da referéncia 7CAK-A (16A), e das variantes com mutac@o pontual E484K (16B) e combinadas K417Y,
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E484K e N501Y (16C). O segmento azul representa o resultado médio e os pontos verdes representam o
resultado bruto da pontuagdo 3D-1D em fung¢do dos residuos.

Como aponta a Figura 17, as pontuacdes de compatibilidade 3D-1D dos modelos
atomicos das proteinas spike do SARS-CoV-2 do grupo 1 da referéncia 7K43-E (17A), da
estrutura original de Wuhan (17B), da Omicron (17C) e da BA.2 (17D) sao plotadas em
graficos em funcdo dos residuos. Os modelos das proteinas spike do SARS-CoV-2 de
referéncia e da Omicron apresentaram um perfil de baixa compatibilidade 3D-1D na regiao
carboxi terminal, enquanto ¢ viavel aferir que os modelos das proteinas spike do SARS-CoV-

2 da referéncia e da subvariante BA2 apresentaram perfis semelhantes.
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Figura 17. Analise de compatibilidade 3D-1D dos modelos atdmicos das proteinas spike do SARS-CoV-2 da
referéncia 7K43-E (17A), das variantes de Wuhan (17B), da Omicron (17C) e da BA.2 (17D). O segmento azul
representa o resultado médio e os pontos verdes representam o resultado bruto da pontuacdo 3D-1D.
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Como aponta a Figura 18, as pontuagdes de compatibilidade 3D-1D do modelo

atomico da Isoforma 1 de ECA2 sdo plotadas em graficos em fungdo dos residuos.

ACE2_Canonical_cleanFH.pdb Chain 1

[ Averaged Score [N Raw Score

Figura 18. Analise de compatibilidade 3D-1D do modelo atdmico referente isoforma 1 de ECA2. O segmento
azul representa o resultado médio e os pontos verdes representam o resultado bruto da pontuagdo 3D-1D.

Como mostra a Tabela 9, os resultados gerais quantitativos das frequéncias relativas
de segmentos com pontuagdo 3D-1D >= 0,2 dos modelos atomicos das proteinas spike do
SARS-CoV-2 do grupo 1 da referéncia 7CAK-A (A), das variantes com mutagdo pontual
E484K (E), combinadas K417Y, E484K e N501Y (F) e do grupo 2 da referéncia 7K43-E (A),
da variante Omicron (F) e da subvariante BA.2 (G) sdo mostrados. Somente o modelo da

proteina spike da variante Omicron ndo apresentou uma qualidade 3D-1D satisfatoria.

Tabela 9. Frequéncia relativa de segmentos com pontuagdo 3D-1D >= 0,2 das estruturas 3D modeladas das
proteinas spike do SARS-CoV-2.
Frequéncia (%) de segmentos de pontuagdo (3D-1D) >= 0,2 do modelo

Grupo .
Referéncia (A) B E F G
Proteina spike do SARS-CoV-2 grupo 1 87,16 --- 84,73 85,28 -—
Proteina spike do SARS-CoV-2 grupo 2 84,53 85,60 --- 65,18 80,00

Tabela 9. Frequéncia relativa de segmentos com pontuagdo 3D-1D >= 0,2 das estruturas 3D modeladas das
proteinas spike do SARS-CoV-2. Proteinas spike do SARS-CoV-2 do grupo 1 da referéncia 7CAK-A (A), das
variantes com mutacdo pontual E484K (E), combinadas K417Y, E484K e N501Y (F) e Proteinas spike do
SARS-CoV-2 do grupo 2 da referéncia 7K43-E (A), da variante Omicron (F) e da subvariante BA.2 (G).
Frequéncias de pelo menos 80% indicam que o modelo apresentou uma compatibilidade satisfatoria de sua
conformacao tridimensional com a sequéncia de aminoacidos.
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Como mostra a Tabela 10, os resultados gerais quantitativos das frequéncias relativas
de segmentos com pontuacdo 3D-1D >= 0,2 do modelo atomico da Isoforma 1 de ECA2 sao
mostrados. Somente o modelo da proteina spike da variante Omicron ndo apresentou uma

qualidade 3D-1D satisfatoria.

Tabela 10. Frequéncia relativa de segmentos com pontuagdo 3D-1D >= 0,2 da estrutura 3D modelada das
isoforma 1 de ECA2.
Proteina Frequéncia (%) de segmentos de pontuagdo (3D-1D) >= 0,2 do modelo (%)
Isoforma 1 de ECA2 87,08
Tabela 10. Frequéncia relativa de segmentos com pontuacdo 3D-1D >= 0,2 da estrutura 3D modelada das
isoforma 1 de ECA2. Frequéncias de pelo menos 80% indicam que o modelo apresentou uma compatibilidade
satisfatoria de sua conformacao tridimensional com a sequéncia de aminoacidos.

4.5.3. PROCHECK

A ferramenta PROCHECK gera um conjunto de graficos que descrevem e avaliam a
qualidade de caracteristicas estereoquimicas de cada residuo de modelos proteicos, tais como:
angulos de torsdao diedros phi (¢), psi (y), 0mega (o), Chil e Chi2, distancias das ligacdes e
desvios das raizes quadraticas médias (RMS) das distancias entre os 4tomos de um mesmo
plano, permitindo examinar posi¢oes de residuos desfavoraveis estereoquimicamente. A
avaliacdo da qualidade se da através de uma comparagao dos dados da estereoquimica entre o
modelo atdmico submetido e estruturas de alta qualidade de mesma resolugdo e € apontada
pelos gréficos fornecidos que estabelecem limites para os parametros de um modelo atomico
de qualidade (LASKOWSKI et al., 1993, 1996). Para a analise dos angulos diedros, essa
ferramenta gera o grafico de Ramachandran. O Ramachandran ¢ um grafico ilustrativo onde é
possivel analisar uma combinagao de dois angulos de torsdao, sendo comumente usado para os
angulos de torsao phi (@) e psi (v) (Figura 19) dos residuos de um modelo proteico. A partir
da anélise, ¢ viavel inferir estd combinagao de angulos de torsdao obedece aos limites impostos
pela estereoquimica. O grafico de Ramachandran apresenta regides permitidas e ndo

permitidas nas quais sao preenchidas pela combinagdo de par ordenado dos angulos de torsao

41




envolvidos, em graus, dos residuos. Os angulos de tor¢do ¢ e y se encontram respectivamente
nas ligagdes N-Ca e Ca-C (carboxila) de um aminodcido (RAMACHANDRAN;

RAMAKRISHNAN; SASISEKHARAN, 1963).

Figura 19. Representagdo esquematica em forma de esferas e bastdes de trés alaninas formando uma cadeia por
duas ligagdes peptidicas com destaque nos angulos de tor¢do phi (¢), psi (y) e 0mega (). Esferas em cinza,
azul, cinza claro ¢ vermelho representam respectivamente os atomos de carbono, nitrogénio, hidrogénio e
oxigénio, e os bastdes representam as ligacdes intramoleculares simples e duplas. Fonte do autor. A figura foi
construida através de ferramentas de modelagem molecular do software Discovery Studio Vizualizer
(“Discovery Studio Visualizer 17.2.0.16349”, [s.d.]).

De acordo com a Figura 20, sdo disponibilizados e avaliados as combinagdes de
angulos de torsdo phi (¢) e psi (v) dos residuos do modelo atdmico da proteina spike do
SARS-CoV-2 de referéncia 7CAK-A. Comparando os dados dos angulos de torsdo phi (¢) e
psi (y) com 118 estruturas com pelo menos 2 angstrons de resolugdo e fator R de no maximo
20%, o modelo ndo apresentou uma alta qualidade, uma vez que a porcentagem de residuos

nas regides mais favoraveis ndo superou o valor de 90%.
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Residues in additional allowed regions [a,b,l,p] 123 13.7%
Residues in generously allowed regions [~a,~b,~l,~p] 9 1.0%
Residues in disallowed regions 1 0.1%
Number of non-glycine and non-proline residues 901 100.0%
Number of end-residues (excl. Gly and Pro) 14

Number of glycine residues (shown as triangles) 62

Number of proline residues 51

Total number of residues 1028

Based on an analysis of 118 structures of resolution of at least 2.0 Angstroms
and R-factor no greater than 20%, a good quality model would be expected
to have over 90% in the most favoured regions.
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Figura 20. Grafico Ramachandran do modelo atdmico 7CAK-A. As areas destacadas de vermelho ao branco
representam as combinagdes dos angulos diedros ¢ (phi) e y (psi) de mais favoraveis a ndo permitidas dos
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residuos representados pelos pontos pretos (dentro de regides favordveis) e vermelhos (fora de regides
favoraveis).

De acordo com a Figura 21, sdo disponibilizados e avaliados as combinagdes de
angulos de torsdo phi (¢) e psi (y) dos residuos do modelo atdmico da proteina spike do
SARS-CoV-2 com mutagdo pontual E484K. Comparando os dados dos angulos de torsao phi
(p) e psi (y) com 118 estruturas com pelo menos 2 angstrons de resolucao e fator R de no
maximo 20%, o modelo ndo apresentou uma alta qualidade, uma vez que a porcentagem de

residuos nas regides mais favoraveis nao superou o valor de 90%.
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Number of non-glycine and non-proline residues 914 100.0%

Number of end-residues (excl. Gly and Pro) 1

Number of glycine residues (shown as triangles) 62
Number of proline residues 51
Total number of residues 1028

Based on an analysis of 118 structures of resolution of at least 2.0 Angstroms
and R-factor no greater than 20%, a good quality model would be expected
to have over 90% in the most favoured regions.
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Figura 21. Grafico Ramachandran do modelo atdmico referente a proteina spike do SARS-CoV-2 da variante de
com mutagdo pontual E484K do grupo 1. As areas destacadas de vermelho ao branco representam as
combinag¢des dos angulos diedros de mais favoraveis a ndo permitidas dos residuos representados pelos pontos
pretos (dentro de regides favoraveis) e vermelhos (fora de regides favoraveis).
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De acordo com a Figura 22, sdo disponibilizados e avaliados as combinacgdes de
angulos de torsdo phi (¢) e psi (v) dos residuos do modelo atomico da proteina spike do
SARS-CoV-2 com mutagdes combinadas K417Y, E484K e N501Y. Comparando os dados
dos angulos de torsdo phi (¢) e psi (y) com 118 estruturas com pelo menos 2 angstrons de
resolugdo e fator R de no maximo 20%, o modelo ndo apresentou uma alta qualidade, uma

vez que a porcentagem de residuos nas regides mais favoraveis ndo superou o valor de 90%.
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Number of end-residues (excl. Gly and Pro) 1
Number of glycine residues (shown as triangles) 62
Number of proline residues 51
Total number of residues 1028

Based on an analysis of 118 structures of resolution of at least 2.0 Angstroms
and R-factor no greater than 20%, a good quality model would be expected
to have over 90% in the most favoured regions.
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Figura 22. Grafico Ramachandran do modelo atdmico referente a proteina spike do SARS-CoV-2 da variante de
com as mutacdes K417Y+E484K+N501Y do grupo 1. As areas destacadas de vermelho ao branco representam
as combinagdes dos angulos diedros de mais favordveis a ndo permitidas dos residuos representados pelos
pontos pretos (dentro de regides favoraveis) e vermelhos (fora de regides favoraveis).
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De acordo com a Figura 23, s3o disponibilizados e avaliados as combinacgdes de
angulos de torsdo phi (@) e psi (v) dos residuos do modelo atomico da proteina spike do
SARS-CoV-2 de referéncia 7K43-E. Comparando os dados dos angulos de torsdo phi () e
psi (y) com 118 estruturas com pelo menos 2 angstrons de resolugdo e fator R de no méximo
20%, o modelo apresentou uma alta qualidade, uma vez que a porcentagem de residuos nas

regides mais favoraveis superou o valor de 90%.
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Number of end-residues (excl. Gly and Pro) 14
Number of glycine residues (shown as triangles) 64
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Total number of residues 1034
Based on an analysis of 118 structures of resolution of at least 2.0 Angstroms
and R-factor no greater than 20%, a good quality model would be expected
to have over 90% in the most favoured regions.
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Figura 23. Grafico Ramachandran do modelo atémico referente a proteina spike do SARS-CoV-2 da estrutura
de referéncia do grupo 2 7K43-E. As éreas destacadas de vermelho ao branco representam as combinac¢des dos
angulos diedros de mais favoraveis a ndo permitidas dos residuos representados pelos pontos pretos (dentro de
regides favoraveis) e vermelhos (fora de regides favoraveis).
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De acordo com a Figura 24, sdo disponibilizadas e avaliadas as combinagdes de
angulos de torsdo phi (¢) e psi (v) dos residuos do modelo atomico da proteina spike do
SARS-CoV-2 original de Wuhan do grupo 2. Comparando os dados dos angulos de torsdo phi
(¢) e psi (y) com 118 estruturas com pelo menos 2 angstrons de resolugdo e fator R de no
maximo 20%, o modelo ndo apresentou uma alta qualidade, uma vez que a porcentagem de

residuos nas regides mais favoraveis nao superou o valor de 90%.
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Based on an analysis of 118 structures of resolution of at least 2.0 Angstroms
and R-factor no greater than 20%, a good quality model would be expected
to have over 90% in the most favoured regions.
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Figura 24. Grafico Ramachandran do modelo atdmico referente a proteina spike do SARS-CoV-2 da VoC de
Wuhan do grupo 2. As areas destacadas de vermelho ao branco representam as combinagdes dos angulos diedros
de mais favordveis a ndo permitidas dos residuos representados pelos pontos pretos (dentro de regides

favoraveis) e vermelhos (fora de regides favoraveis).
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De acordo com a Figura 25, sdo disponibilizadas e avaliadas as combinagdes de
angulos de torsdo phi (¢) e psi (v) dos residuos do modelo atomico da proteina spike do
SARS-CoV-2 da VoC Omicron. Comparando os dados dos angulos de torsao phi (@) e psi (y)
com 118 estruturas com pelo menos 2 angstrons de resolucao e fator R de no méaximo 20%, o
modelo ndo apresentou uma alta qualidade, uma vez que a porcentagem de residuos nas

regides mais favoraveis nao superou o valor de 90%.
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Based on an analysis of 118 structures of resolution of at least 2.0 Angstroms
and R-factor no greater than 20%, a good quality model would be expected
to have over 90% in the most favoured regions.
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Figura 25. Grafico Ramachandran do modelo atomico referente a proteina spike do SARS-CoV-2 da VoC
Omicron. As areas destacadas de vermelho ao branco representam as combinagdes dos angulos diedros de mais
favoraveis a nao permitidas dos residuos representados pelos pontos pretos (dentro de regides favoraveis) e

vermelhos (fora de regides favoraveis).
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De acordo com a Figura 26, sdo disponibilizadas e avaliadas as combinagdes de
angulos de torsdo phi (¢) e psi (y) dos residuos do modelo atomico da proteina spike do
SARS-CoV-2 da subvariante BA.2. Comparando os dados dos angulos de torsao phi (¢) e psi
(v) com 118 estruturas com pelo menos 2 angstrons de resolucdo e fator R de no maximo
20%, o modelo ndo apresentou uma alta qualidade, uma vez que a porcentagem de residuos

nas regides mais favoraveis ndo superou o valor de 90%.
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Based on an analysis of 118 structures of resolution of at least 2.0 Angstroms
and R-factor no greater than 20%, a good quality model would be expected
to have over 90% in the most favoured regions.
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Figura 26. Grafico Ramachandran do modelo atomico referente a proteina spike do SARS-CoV-2 da VoC BA.2.
As areas destacadas de vermelho ao branco representam as combinagdes dos angulos diedros de mais favoraveis
a ndo permitidas dos residuos representados pelos pontos pretos (dentro de regides favoraveis) e vermelhos (fora

de regides favoraveis).
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De acordo com a Figura 27, sdo disponibilizadas e avaliadas as combinagdes de
angulos de torsdo phi (¢) e psi (y) dos residuos do modelo atdmico isoforma da ECA2.
Comparando os dados dos angulos de torsdao phi (¢) e psi (v) com 118 estruturas com pelo
menos 2 angstrons de resolugdo e fator R de no méximo 20%, o modelo nio apresentou uma
alta qualidade, uma vez que a porcentagem de residuos nas regides mais favoraveis nao

superou o valor de 90%.
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Based on an analysis of 118 structures of resolution of at least 2.0 Angstroms
and R-factor no greater than 20%, a good quality model would be expected
to have over 90% in the most favoured regions.
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Figura 27. Grafico Ramachandran do modelo atomico referente a isoforma 1 de ECA2. As areas destacadas de
vermelho ao branco representam as combinagdes dos angulos diedros de mais favoraveis a ndo permitidas dos
residuos representados pelos pontos pretos (dentro de regides favoraveis) e vermelhos (fora de regides
favoraveis).
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Conforme a Tabela 11, sdo detalhados os dados da porcentagem de residuos nas
regides mais favoraveis, regides adicionais permitidas, regides generosamente permitidas e
regides ndo permitidas das estruturas moleculares das proteinas spike do SARS-CoV-2 das
variantes com mutag¢do pontual E484K (S1E), com muta¢des combinadas N417Y, E484K e
N501Y (S1F), da estrutura original de Wuhan (S2B) e da variante Omicron (S2F), da

subvariante BA.2 (S2G) e isoforma 1 de ECA2 (E1A).

Tabela 11. Caracterizag¢@o dos residuos com base no grafico de Ramachandran das proteinas spike do SARS-
CoV-2 do grupo 1 e 2 ¢ das isoformas de ECA2.

Residuos (%) nas:

Grupos  Abreviagdes Regides mais  Regides adicionais Regioes Regides nio
L. .. generosamente e
favoraveis permitidas oo permitidas
permitidas
Proteina S1A 85,2 13,7 1,0 0,1
spike do S1E 83,0 14,7 1,5 0,8
SARS-CoV-
2 grupo 1 SIF 84,5 14,0 0,9 0,7
Proteina S2A 90,2 9,6 0,1 0,1
spike do S2B 84,5 14,0 0,9 0,7
SARS-CoV- S2F 87,3 11,9 0,5 0,3
2 grupo 2 S2G 89,0 10,5 0,2 0,3
Isoformas E1A 79,1 15,6 2.8 25
de ECA2 ’ ’ > ’

Tabela 11. Caracterizagdo dos residuos com base no grafico de Ramachandran das proteinas spike do SARS-
CoV-2 do grupo 1 e 2 e das isoformas de ECA2. Porcentagem de residuos que devido a combinagdo de angulos
phi (@) e psi (y) pertencem as regides mais favoraveis, regides adicionais permitidas, regides generosamente
permitidas e regides ndo permitidas das proteinas de referéncia 7CAK-A (S1A), variante de Wuhan (S2B) e
variantes de mutagdes pontuais E484K (S1E), K417Y, E484K e N501Y (S1F) do grupo 1, de referéncia 7K43-E
(S2A), Omicron (S2F) e BA.2 (S2G) do grupo 2 e isoforma 1 (E1A) de ECA2.

Os aminoacidos responsaveis por reduzirem a porcentagem de residuos nas regioes
mais favoraveis nas figuras dos graficos Ramachandran dos angulos de torsdo phi (¢) e psi
(v) anteriormente descritos, foram detalhados nas Figura 28, Figura 29 e Figura 30.

Como indicado na Figura 28, os residuos destacados e identificados dos modelos
atomicos de proteina spike do SARS-CoV-2 de referéncia 7CAK-A (28A) do grupo 1 e de
variantes de mutacdes pontuais E484K (28B) e mutagdes combinadas K417Y, E484K e

N501Y (28C) apresentaram uma pontuagdo conformacional <-3,00 que aponta para a baixa
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qualidade residual em relagdo aos angulos phi (¢) e psi (y). Para calcular a pontuacgdo, foi

estabelecida uma comparagdo com 163 estruturas com 2 angstrons de resolu¢ao ou mais.
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Figura 28. Graficos Ramachandran individuais dos angulos de torsdo phi (@) e psi (y) por tipos de residuos:
Ala, Arg, Asn, Asp, Cys, Gln, Glu, Gly e His dos modelos de proteina spike do SARS-CoV-2 de referéncia
7CAK-A (28A) do grupo 1 e de variantes de mutagdes pontuais E484K (28B) e mutagdes combinadas K417Y,
E484K e N501Y (28C). O niimero de residuos de mesmo tipo é mostrado em parénteses. Residuos destacados e
identificados indicam uma pontuagdo < -3,00 e, portanto, uma conformacdo desfavoravel energeticamente.
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Como demonstrado na Tabela 12, os residuos identificados dos modelos atémicos da
proteina spike do SARS-CoV-2 de referéncia do grupo 1 7CAK-A (S1A) e de variantes de
mutagdes pontuais E484K (S1E) e mutagdes combinadas K417Y, E484K e N501Y (S1F)
apresentaram uma baixa pontuagdo conformacional em relagdo aos angulos phi (@) e psi (y),
o que indica uma baixa qualidade residual. Desconsiderando o modelo referéncia, apenas os
residuos Asn358 do modelo S1F e GIn498 do modelo S1E da proteina spike do SARS-CoV-2
do grupo 1 estdo inseridos no RBD (319-541 aminoacidos em relagdo a sequéncia de Wuhan)
e estdo representados na tabela. Isso sugere que possiveis erros conformacionais nesses

residuos nao devem causar grandes interferéncias negativas no docking molecular.

Tabela 12. Posi¢des dos residuos cuja conformacao ¢ desfavoravel pelo grafico de Ramachandran nos modelos
da proteina spike do SARS-CoV-2 do primeiro grupo.
Posicio do residuo na proteina spike do

Residuo SARS-CoV-2 do grupo 1
S1A SI1E S1F
Ala 1080 89, 685, 951 685,951
Arg
Asn 164, 1135 130,141,270 130, 358, 571
Asp 663 698, 922 922
Cys 590, 1126 732,924 732,924
Gln 564, 580, 901 498, 592 952
Glu 324
Gly 857 646 172, 646

His 146, 519, 1083 198, 964 198, 569, 964
Tabela 12. Posi¢des dos residuos cuja conformagao ¢ desfavoravel pelo grafico de Ramachandran nos modelos
da proteina spike do SARS-CoV-2 do primeiro grupo. Tabela de dados do grafico de Ramachandran por residuos
dos modelos atdmicos das variantes da proteina spike de referéncia 7CAK-A (S1A) e variantes de mutacdes
pontuais E484K (S1E) e K417Y, E484K e N501Y (S1F). Os residuos descritos devido a sua combinagdo de
angulos phi e psi, pertencem a area ndo permitida do grafico de Ramachandran.

Como indicado na Figura 29, os residuos destacados e identificados dos modelos
atomicos referentes a cadeia E da estrutura de referéncia (cddigo PDB: 7K43) (29A), da
estrutura molecular da proteina spike original de Wuhan do grupo 2 (29B), da variante
Omicron (29C) e da subvariante BA.2 (29D) apresentaram uma pontuac¢do conformacional <-
3,00 que aponta para a baixa qualidade residual em relagdo aos angulos phi (@) e psi (v). Para
calcular a pontuagdo, foi estabelecida uma comparacdo com 163 estruturas com resolucao de

2 angstrons ou mais.
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Figura 29. Graficos Ramachandran individuais dos angulos de torsdo phi (¢) e psi (y) por tipos de residuos:
Ala, Arg, Asn, Asp, Cys, Gln, Glu, Gly e His dos modelos atomicos referentes a cadeia E da estrutura de
referéncia (codigo PDB: 7K43) (29A), da estrutura molecular da proteina spike original de Wuhan do grupo 2
(29B), da variante Omicron (29C) e da subvariante BA.2 (29D). O nimero de residuos de mesmo tipo ¢

62




mostrado em parénteses. Residuos destacados e identificados indicam uma pontuagdo < -3,00 e, portanto, uma
conformacdo desfavoravel energeticamente.

Como apresentado na Tabela 13, os residuos identificados dos modelos atdmicos da
proteina spike do SARS-CoV-2 de referéncia 7K43 (S2A), da estrutura molecular original da
proteina de Wuhan do grupo 2 (S2B), da variante omicron (S2F) e da subvariante BA.2 (S2G)
apresentaram uma baixa pontuagao conformacional em relagao aos angulos phi () e psi (y),
o que indica uma baixa qualidade residual. Desconsiderando o modelo referéncia, apenas os
residuos Asn358 do modelo S2B, Asn413 e Asn 438 do modelo S2F e Asn270 do modelo
S2G da proteina spike do SARS-CoV-2 do grupo 2 estdo inseridos no RBD (319-541
aminoacidos em relacdo a sequéncia de Wuhan) e estdo representados na tabela. Isso sugere
que possiveis erros conformacionais nesses residuos ndo devem causar grandes interferéncias

negativas no docking molecular.

Tabela 13. Posi¢des dos residuos cuja conformagdo ¢ desfavoravel pelo grafico de Ramachandran dos angulos
diedros phi (o) e psi (y) nos modelos da proteina spike do SARS-CoV-2 do segundo grupo.

Residuo  Posicio do residuo na proteina spike do SARS-CoV-2 do grupo 2

S2A S2B S2F S2G
Ala 1070 685, 951 833, 1061 918
Arg
Asn 130, 358, 571 413,438 270
Asp 922 1032 889
Cys 743, 1043 732, 924 581, 1034 14, 438, 591, 891
Gln 952 175
Glu
Gly 172, 646 176 32,1019
His 1083 198, 569, 964 1074

Tabela 13. Posigoes dos residuos cuja conformacdo é desfavoravel pelo grafico de Ramachandran dos angulos
diedros phi (o) e psi (y) nos modelos da proteina spike do SARS-CoV-2 do segundo grupo. Tabela de dados do
grafico de Ramachandran por residuos dos modelos atomicos da proteina spike do SARS-CoV-2 de referéncia
7K43 (S2A), da estrutura molecular da proteina spike do SARS-CoV-2 original de Wuhan do grupo 2 (S2B), da
variante omicron (S2F) e da subvariante BA.2 (S2G). Os residuos descritos devido a sua combinagéo de angulos
phi e psi, pertencem a area ndo permitida do grafico de Ramachandran.

Como indicado na Figura 30, os residuos destacados e identificados do modelo
atdmico da Isoforma 1 de ECA2 apresentaram uma pontuagdo conformacional <-3,00 que

aponta para a baixa qualidade residual em rela¢do aos angulos phi (¢) e psi (). Para calcular
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a pontuacdo, foi estabelecida uma comparagdo com 163 estruturas com resolucdo de 2

angstrons ou mais.
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Figura 30. Graficos Ramachandran individuais dos angulos de torsdo phi (¢) e psi (y) por tipos de residuos:
Ala, Arg, Asn, Asp, Cys, Gln, Glu, Gly e His do modelo atomico da isoforma 1 de ECA2. O niimero de residuos
de mesmo tipo ¢ mostrado em parénteses. Residuos destacados e identificados indicam uma pontuagio < -3,00 e,
portanto, uma conformagdo desfavoravel.
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Como apontado na Tabela 13, os residuos identificados dos modelos atomicos da
proteina spike do SARS-CoV-2 de referéncia 7K43-E (S2A), da estrutura molecular original
da proteina de Wuhan do grupo 2 (S2B), da variante omicron (S2F) e da subvariante BA.2
(S2G) apresentaram uma baixa pontuagdo conformacional em relacdo aos angulos de torsdo
phi (9) e psi (y), o que indica uma baixa qualidade residual. Dos indicados, os residuos
Alal6, Alal7, GInl8, Asn53, Asn338, Gly337 e Cys344 da Isoforma 1 de ECA2 estao
inseridos nas regides de interagdo com proteina spike do SARSCoV-2. Isso sugere que
possiveis erros conformacionais nesses residuos podem causar interferéncias negativas nas
interagdes, com a presen¢a no docking molecular de residuos que realmente nio interagem
com a proteina spike do SARS-CoV-2 ou com a auséncia de residuos que deveriam participar

das interagdes, prejudicando a precisdo do docking molecular.

Tabela 14. Posi¢des dos residuos cuja conformagéo é desfavoravel pelo grafico de Ramachandran dos angulos
diedros phi (o) e psi (y) no modelo da isoforma 1 de ECA2.

Residuo Posicao do residuo na isoforma 1 de ECA2
Ala 16,17, 782
Arg
Asn 53,290, 338, 772, 791, 792
Asp 767,799, 800
Cys 344, 361
Gln 18, 340
Glu 152,723,778, 790
Gly 147,337,764, 796
His

Tabela 14. Posigoes dos residuos cuja conformacgédo é desfavoravel pelo grafico de Ramachandran dos angulos
diedros phi (¢) e psi (y) no modelo da isoforma 1 de ECA2. Devido a combinag@o de angulos phi e psi, os
residuos descritos se encontram em regides ndo permitidas do grafico de Ramachandran.

Através do grafico de Ramachandran, também ¢€ possivel verificar a estereoquimica de
angulos de torsdo da cadeia lateral. Como mostra a Figura 31, os angulos de torsdo Chi sdo
representados em um modelo atdmico do aminoacido lisina. Esses angulos variam em niimero

dependendo do tamanho da cadeia lateral do aminoacido. Para a elaboracdo do grafico de
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Ramachandran dos angulos de torsdao da cadeia lateral, somente os angulos de torsdo Chil e

Ch2 sdo considerados.

Figura 31. Representagdo esquematica em forma de esferas e bastdes do aminoacido lisina com destaque nos
angulos de torsdo Chil, Chi2, Chi3... da cadeia lateral. Esferas em cinza, azul, cinza claro e vermelho
representam respectivamente os atomos de carbono, nitrogénio, hidrogénio e oxigénio ¢ os bastdes representam
as ligagdes intramoleculares simples e duplas. Fonte do autor. A figura foi construida através das ferramentas de
modelagem molecular do software Discovery Studio Vizualizer (“Discovery Studio Visualizer 17.2.0.16349”,

[s.d.]).

Como aponta a Figura 32, sdo demonstrados os graficos de Ramachandran dos
angulos de torsdo Chil e Chi2 da cadeia lateral dos aminoacidos dos modelos atdmicos das
proteinas spike do SARS-CoV-2 da referéncia 7CAK-A (32A) e das variantes de mutagao
pontual E484K (32B) e combinadas K417Y, E484K e N501Y (32C). Os residuos que
pertencem as regides ndo permitidas sdo destacados e identificados pela posi¢do e cadeia
proteica. Para calcular a pontuagao, foi estabelecida uma comparag¢do com 163 estruturas com

resolugdo de 2 angstrons ou mais.
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Figura 32. Angulos das ligagdes Chil-Chi2 da cadeia lateral por tipos de residuos: Ala, Arg, Asn, Asp, Cys,
Gln, Glu, Gly e His dos modelos das proteinas spike do SARS-CoV-2 de referéncia 7CAK-A (32A) e das
variantes de mutagdo pontual E484K (32B) e combinadas K417Y, E484K e N501Y (32C). O numero de
residuos de mesmo tipo ¢ mostrado em parénteses. Residuos destacados e identificados indicam uma pontuagéo
< -3,00 e, portanto, uma conformagdo desfavoravel energeticamente.
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Como apresenta a Tabela 15, os residuos identificados dos modelos atdmicos da
proteina spike do SARS-CoV-2 de referéncia 7CAK-A (32A) e das variantes de mutagao
pontual E484K (32B) e combinadas K417Y, E484K e N501Y (32C) apresentaram uma baixa
pontuacdo conformacional em relagdo aos angulos de torsdo Chil e Chi2, o que indica uma
baixa qualidade residual. Desconsiderando a referéncia, somente os residuos Asn330, Asn373
e Leu 467 do modelo S1E e Asn216 ¢ Asn373 do modelo S1F estdo inseridos no RBD (319-
541 aminoacidos em relacdo a sequéncia de Wuhan) e estdo representados na tabela. Isso
sugere que possiveis erros conformacionais nesses residuos ndo devem causar grandes

interferéncias negativas no docking molecular.

Tabela 15. Posi¢des dos residuos cuja conformagdo é desfavoravel pelo grafico de Ramachandran dos angulos
de Chil-Chi2 nos modelos da proteina spike do SARS-CoV-2 do primeiro grupo.
Grupo 1 proteina spike SARS-CoV-2

S1A S1E S1F
Arg
Asn 556 330,373 216,373
Asp 769 54
Cys
Gln
Glu
His 198 198
Ile 850
Leu 560 467 730

Tabela 15. Posigoes dos residuos cuja conformacédo é desfavoravel pelo grafico de Ramachandran dos angulos
de Chil-Chi2 nos modelos da proteina spike do SARS-CoV-2 do primeiro grupo. Tabela de dados do grafico de
Ramachandran por residuos dos angulos de torsdo Chil-Chi2 dos modelos atdmicos da proteina spike de
referéncia 7CAK-A (S1A) e as variantes de mutacdes pontuais E484K (S1E) e K417Y, E484K e N501Y (S1F).
Devido a combinacao de angulos Chil-Chi2, os residuos descritos se encontram em regides nao permitidas do
grafico de Ramachandran.

Como aponta a Figura 33, sdo demonstrados os graficos de Ramachandran dos
angulos de torsdo Chil e Chi2 da cadeia lateral dos aminodcidos dos modelos atdmicos
referentes a cadeia E da proteina spike do SARS-CoV-2 de referéncia 7CAK-A (32A) e das
variantes de mutacao pontual E484K (32B) e combinadas K417Y, E484K e N501Y (32C). Os
residuos que pertencem as regides ndo permitidas sdo destacados e identificados com posi¢ao
e cadeia proteica. Para calcular a pontuagdo, foi estabelecida uma comparagdo com 163

estruturas com resolucdo de 2 angstrons ou mais.
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Figura 33. Angulos das ligagdes Chil-Chi2 da cadeia lateral por tipos de residuos: Ala, Arg, Asn, Asp, Cys,
Gln, Glu, Gly e His dos modelos atdmicos referentes a cadeia E da proteina spike do SARS-CoV-2 de referéncia
(codigo PDB: 7K43) (33A), da estrutura molecular original de Wuhan do grupo 2 (33B), da variante Omicron
(33C) e da subvariante BA.2 (33D). O niimero de residuos de mesmo tipo ¢ mostrado em parénteses. Residuos
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destacados e identificados indicam uma pontuacdo < -3,00 e, portanto, uma conformacdo desfavoravel
energeticamente.

Como apresenta a Tabela 16, os residuos identificados dos modelos atomicos da
proteina spike do SARS-CoV-2 de referéncia 7K43 (S2A), da estrutura molecular original da
proteina de Wuhan do grupo 2 (S2B), da variante omicron (S2F) e da subvariante BA.2 (S2G)
apresentaram uma baixa pontuagdo conformacional em relagdo aos angulos de torsao Chil e
Chi2, o que indica uma baixa qualidade residual. Desconsiderando a referéncia, somente os
residuos Asn373 do modelo S2B, Asp419 e Leu381 do modelo S2F e Asnl165 e Leu238 do
modelo S2G estdo inseridos no RBD (319-541 aminoéacidos em relagdo a sequéncia de
Wuhan) e estdo representados na tabela. Isso sugere que possiveis erros conformacionais

nesses residuos ndo devem causar grandes interferéncias negativas no docking molecular.

Tabela 16. Posicdes dos residuos cuja conformacdo ¢ desfavoravel pelo grafico de Ramachandran dos angulos
de Chil-Chi2 nos modelos da proteina spike do SARS-CoV-2 do segundo grupo.

Grupo 2 proteina spike SARS-CoV-2
S2A S2B S2F S2G

Arg

Asn 1135 216,373 128, 165
Asp 419

Cys

Gln

Glu

His 198 1150

Ile

Leu 730 381 238

Tabela 16. Posigoes dos residuos cuja conformacdo é desfavoravel pelo grafico de Ramachandran dos angulos
de Chil-Chi2 nos modelos da proteina spike do SARS-CoV-2 do segundo grupo. Tabela de dados do grafico de
Ramachandran por residuos dos angulos de torsdo Chil-Chi2 dos modelos atomicos referentes a cadeia E da
estrutura de referéncia (codigo PDB: 7K43) (S2A), da estrutura molecular original de Wuhan do grupo 2 (S2B),
variante Omicron (S2C) e subvariante BA.2 (S2D). Devido a combinagdo de angulos Chil-Chi2, os residuos
descritos se encontram em regides ndo permitidas do grafico de Ramachandran.

Como aponta a Figura 34, sao demonstrados os graficos de Ramachandran dos
angulos de torsdao Chil e Chi2 da cadeia lateral dos aminoicidos do modelo atémico da
Isoforma 1 de ECA2. Os residuos que pertencem as regides nao permitidas sdo destacados e
identificados com posi¢do e cadeia proteica. Para calcular a pontuacdo, foi estabelecida uma

comparagao com 163 estruturas com resolu¢ao de 2 angstrons ou mais.
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Figura 34. Angulos das ligagdes Chil-Chi2 da cadeia lateral por tipos de residuos: Ala, Arg, Asn, Asp, Cys,
Gln, Glu, Gly e His do modelo atomico referente a isoforma 1 de ECA2. O niimero de residuos de mesmo tipo ¢é
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mostrado em parénteses. Residuos destacados e identificados indicam uma pontuagdo < -3,00 e, portanto, uma
conformacdo desfavoravel energeticamente.

Como apresenta a Tabela 17, os residuos identificados do modelo atomico da isoforma
1 de ECA2 apresentaram uma baixa pontuacao conformacional em relagdo aos angulos de
torsao Chil e Chi2, o que indica uma baixa qualidade residual. Dos indicados, somente o
residuo Gly21 que esta no sitio de interacao da ECA2 com a proteina spike do SARS-CoV-2
aparece na tabela. Isso sugere que possiveis erros conformacionais nesse residuo nao devem

causar grandes interferéncias negativas no docking molecular.

Tabela 17. Posi¢Ges dos residuos cuja conformagdo é desfavoravel pelo grafico de Ramachandran dos angulos
de Chil-Chi2 nos modelos da isoforma 1 de ECA2.

Residuo Posicao do residuo na isoforma 1 de ECA2
Ala
Arg 103, 735,779
Asn 767
Asp
Cys
Gln
Glu 373,378, 401
Gly 21,259, 618, 622, 744,757,765, 786
His 100, 624, 725, 731

Tabela 17. Posigoes dos residuos cuja conformacgéo é desfavoravel pelo grafico de Ramachandran dos angulos
de Chil-Chi2 nos modelos da isoforma 1 de ECA2. Tabela de dados do grafico de Ramachandran por residuos
dos angulos de torsdo Chil-Chi2 do modelo atomico referentes a isoforma 1 de ECA2. Devido a combinagdo de
angulos Chil-Chi2, os residuos descritos se encontram em regides ndo permitidas do grafico de Ramachandran.

Através das andlises do PROCHECK, foi vidvel aferir e avaliar os pardmetros da
cadeia principal dos modelos atomicos.

Como mostra a Figura 35, os pardmetros de porcentagem de residuos nas regides mais
favoraveis, desvio do angulo 6mega, contatos ruins/100 residuos, desvio do angulo zeta,
desvio de energia de ligagdes de hidrogénio (H) e fator-G geral dos modelos atdomicos das
proteinas spike do SARS-CoV-2 da referéncia 7CAK-A (35A) e das variantes de mutagao
pontual E484K (35B) e combinadas K417Y, E484K e N501Y (35C) foram avaliados
quantitativa e qualitativamente. Esses parametros sdo plotados em graficos em fungdo da

resolucao.
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Figura 35. Parametros da cadeia principal dos modelos atdmicos das proteinas spike do SARS-CoV-2 da
referéncia 7CAK-A (35A) e das variantes de mutagdo pontual E484K (35B) e combinadas K417Y, E484K ¢
N501Y (35C). Os pontos pretos representam os resultados do modelo e as partes coloridas em indigo elétrico
representam a regido esperada para um modelo de alta qualidade. Pontos dentro das regides destacadas indicam
uma alta qualidade do modelo. Valores de G-factor (f) acima da regido destacada sdo considerados resultados
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melhores e abaixo piores que o esperado para uma alta qualidade do modelo. Para as demais variaveis (a, b, ¢, d,
e), valores acima da regido destacada sdo considerados piores ¢ abaixo melhores que o esperado para uma alta
qualidade do modelo.

Como mostra a Figura 36, os parametros de porcentagem de residuos nas regides mais
favoraveis, desvio do angulo 6mega, contatos ruins/100 residuos, desvio do angulo zeta,
desvio de energia de ligacdes de hidrogénio (H) e fator-G geral dos modelos atomicos da
proteina spike do SARS-CoV-2, cadeia E da estrutura de referéncia (codigo PDB: 7K43)
(36A), da estrutura molecular original de Wuhan do grupo 2 (36B), da variante Omicron
(36C) e da subvariante BA.2 (36D) foram avaliados quantitativa e qualitativamente. Esses

parametros sdo plotados em graficos em fungdo da resolucao.
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Figura 36. Parametros da cadeia principal dos modelos atdbmicos da proteina spike do SARS-CoV-2 referentes a
cadeia E da estrutura de referéncia (codigo PDB: 7K43) (36A), da estrutura molecular original de Wuhan do
grupo 2 (36B), variante Omicron (36C) e subvariante BA.2 (36D). Os pontos pretos representam os resultados
do modelo e as partes coloridas em indigo elétrico representam a regido esperada para um modelo de alta
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qualidade. Pontos dentro das regides destacadas indicam uma alta qualidade do modelo. Valores de G-factor (f)
acima da regido destacada sdo considerados resultados melhores e abaixo piores que o esperado para uma alta
qualidade do modelo. Para as demais variaveis (a, b, ¢, d, e), valores acima da regido destacada sdo considerados
piores e abaixo melhores que o esperado para uma alta qualidade do modelo.

Como mostra a Figura 37, os pardmetros de porcentagem de residuos nas regides mais
favoraveis, desvio do angulo 6mega, contatos ruins/100 residuos, desvio do angulo zeta,
desvio de energia de ligagdes de hidrogénio (H) e fator-G geral do modelo atomico da
isoforma 1 de ECA2 foram avaliados quantitativa e qualitativamente. Esses parametros sao

plotados em graficos em fung¢do da resolucao.
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Figura 37. Pardmetros da cadeia principal do modelo atdmico da isoforma 1 de ECA2. Os pontos pretos
representam os resultados do modelo e as partes coloridas em indigo elétrico representam a regiao esperada para
um modelo de alta qualidade. Pontos dentro das regides destacadas indicam uma alta qualidade do modelo.
Valores de G-factor (f) acima da regido destacada sdo considerados resultados melhores e abaixo piores que o
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esperado para uma alta qualidade do modelo. Para as demais variaveis (a, b, c, d, e), valores acima da regido
destacada sdo considerados piores e abaixo melhores que o esperado para uma alta qualidade do modelo.

Como mostra a Tabela 18, os parametros da cadeia principal de porcentagem de
residuos nas regides mais favoraveis, desvio do angulo dmega, contatos ruins/100 residuos,
desvio do angulo zeta, desvio de energia de ligacdes de hidrogénio (H) e fator-G geral dos
modelos atdmicos da proteina spike do SARS-CoV-2 da referéncia 7CAK-A (S1A) e das
variantes de mutagao pontual E484K (S1E), combinadas K417Y, E484K e N501Y (S1F), da
referéncia 7K43-E (S2A), da estrutura molecular original de Wuhan do grupo 2 (S2B), da
variante Omicron (S2F), da subvariante BA.2 (S2G) e Isoforma 1 de ECA2 (E1A) foram
avaliados qualitativamente. Até mesmo parametros da cadeia principal referentes ao desvio do
angulo dmega e desvio de energia de ligagdes de hidrogénio dos modelos de referéncia (S1A

e S2A) foram observados como piores que o esperado para um modelo de alta qualidade.

Tabela 18. Analise qualitativa dos pardmetros da cadeia principal dos modelos atdmicos da proteina spike do
SARS-CoV-2 e da isoforma | de ECA2.
Qualidade (dentro, melhor ou pior que o esperado para alta qualidade)

Porcentagem de Desvio do Contatos Desvio do Desvio de
Modelo , e~ A . ~ . Fator-G
AL residuos nas regioes angulo ruins/100 angulo energia de
atomico . L. A . C geral
mais favoraveis Omega residuos zeta ligacdes de H
S1A Dentro Pior Dentro Melhor Pior Dentro
S1E Dentro Pior Dentro Dentro Dentro Dentro
S1F Dentro Pior Dentro Dentro Dentro Dentro
S2A Dentro Dentro Dentro Dentro Dentro Melhor
S2B Dentro Pior Dentro Dentro Dentro Dentro
S2F Dentro Dentro Dentro Melhor Dentro Melhor
S2G Dentro Dentro Dentro Melhor Dentro Melhor
E1A Dentro Dentro Dentro Melhor Dentro Melhor

Tabela 18. Analise qualitativa dos parametros da cadeia principal dos modelos atomicos da proteina spike do
SARS-CoV-2 e da isoforma 1 de ECA2. Analise qualitativa dos modelos referentes a proteina spike do SARS-
CoV-2: de referéncia 7CAK-A (S1A), da variante com mutacdo pontual E484K (S1E) e com mutagdes
combinadas K417Y, E484K e N501Y (S1F) do grupo 1, de referéncia 7K43 (S2A), estrutura original de Wuhan
(S2B), variante Omicron (S2C) e subvariante BA.2 (S2D) do grupo 2; e isoforma 1 de ECA2.

Pelas andlises do PROCHECK, também foi possivel descrever pardmetros da cadeia
lateral dos modelos atomicos. Dentre os parametros, se encontram os angulos de gauche
positivo (g+), gauche negativo (g-) e gauche trans que foram esquematizados no aminoacido

cisteina para exemplificar as suas localizagdes em relagdo aos d&tomos na Figura 38.
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A partir das figuras Figura 39, Figura 40 e Figura 41, foi possivel descrever parametros
relacionados a cadeia lateral dos modelos da proteina spike do SARS-CoV-2: de referéncia
7CAK-A (S1A), da variante com mutagdo pontual E484K (S1E) e com muta¢des combinadas
K417Y, E484K e N501Y (S1F) do grupo 1, de referéncia 7K43 (S2A), estrutura original de
Wuhan (S2B), variante Omicron (S2F) e subvariante BA.2 (S2G) do grupo 2; e isoforma 1 de
ECA2. Os parametros consistem no desvio em graus dos angulos gauche negativo (a), trans
(b), positivo (c), e desvio padrdo agrupado dos angulos Chi-1 (d) e desvios padrdo dos
angulos trans Chi-2 da cadeia lateral. Os angulos de gauche positivo (g+), gauche negativo (g-
) e gauche trans foram esquematizados no aminodcido cisteina para exemplificar as suas

localizagdes em relagao aos atomos (Figura 38).

Figura 38. Representacdo esquemadtica em forma de esferas e bastdes do aminoacido cisteina de frente
(esquerda) e por traz (direita) com destaque nos angulos de gauche positivo (g+), gauche negativo (g-) e gauche
trans da cadeia lateral. Esferas em cinza, azul, cinza claro, vermelhas e amarelas representam respectivamente os
atomos de carbono, nitrogénio, hidrogénio, oxigénio e enxofre e os bastdes representam as ligagdes
intramoleculares simples e duplas. Fonte do autor. A figura foi construida através das ferramentas de modelagem
molecular do software Discovery Studio Vizualizer (“Discovery Studio Visualizer 17.2.0.16349”, [s.d.]).

Como apresenta a Figura 39, os parametros da cadeia lateral de desvio em graus dos
angulos gauche negativo (a), trans (b), positivo (c), desvio padrao agrupado dos angulos Chi-1
(d) e desvios padrao dos angulos trans Chi-2 da cadeia lateral dos modelos atdomicos das
proteinas spike do SARS-CoV-2 da referéncia 7CAK-A (39A) e das variantes de mutacao

pontual E484K (39B) e combinadas K417Y, E484K e N501Y (39C) foram avaliados
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quantitativa e qualitativamente. Esses pardmetros sdo plotados em graficos em funcdo da

resolucao.
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Figura 39. Pardmetros da cadeia lateral de desvio em graus dos angulos gauche negativo (a), trans (b), positivo
(c), e desvio padrido agrupado dos angulos Chi-1 (d) e desvios padréo dos angulos trans Chi-2 da cadeia lateral
(e) dos modelos atomicos das proteinas spike do SARS-CoV-2 da referéncia 7CAK-A (39A) e das variantes de
mutagdo pontual E484K (39B) e combinadas K417Y, E484K e N501Y (39C). Os pontos pretos representam os
resultados do modelo e as partes coloridas em indigo elétrico representam a regido esperada para um modelo de
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alta qualidade. Valores acima da regido sdo considerados piores e abaixo melhores que o esperado para uma alta
qualidade do modelo.

Como apresenta a Figura 40, os parametros da cadeia lateral de desvio em graus dos
angulos gauche negativo (a), trans (b), positivo (c), desvio padrao agrupado dos angulos Chi-1
(d) e desvios padrao dos angulos trans Chi-2 da cadeia lateral dos modelos atdmicos da
proteina spike do SARS-CoV-2 de referéncia 7K43-E (40A), da estrutura molecular original
de Wuhan do grupo 2 (40B), variante Omicron (40C) e subvariante BA.2 (40D) foram
avaliados quantitativa e qualitativamente. Esses parametros sdao plotados em graficos em

func¢ao da resolucao.
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Figura 40. Pardmetros da cadeia lateral de desvio em graus dos angulos gauche negativo (a), trans (b), positivo
(c), desvio padrdo agrupado dos angulos Chi-1 (d) e desvios padréo dos angulos trans Chi-2 da cadeia lateral (e)
dos modelos atomicos das proteinas spike do SARS-CoV-2 da referéncia 7K43-E (40A), da estrutura molecular
original de Wuhan do grupo 2 (40B), variante Omicron (40C) e subvariante BA.2 (40D). Os pontos pretos
representam os resultados do modelo e as partes coloridas em indigo elétrico representam a regido esperada para
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um modelo de alta qualidade. Valores acima da regido sdo considerados piores e abaixo melhores que o esperado
para uma alta qualidade do modelo.

Como apresenta a Figura 41, os parametros da cadeia lateral de desvio em graus dos
angulos gauche negativo (a), trans (b), positivo (c), desvio padrao agrupado dos angulos Chi-1
(d) e desvios padrao dos angulos trans Chi-2 da cadeia lateral do modelo atomico da isoforma
de ECA2 foram avaliados quantitativa e qualitativamente. Esses parametros sao plotados em

graficos em func¢do da resolugao.
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Figura 41. Pardmetros da cadeia lateral de desvio em graus dos angulos gauche negativo (a), trans (b), positivo
(c), desvio padrdo agrupado dos angulos Chi-1 (d) e desvios padrdo dos angulos trans Chi-2 da cadeia lateral (e)
do modelo atdmico da isoforma 1 de ECA2. Os pontos pretos representam os resultados do modelo e as partes
coloridas em indigo elétrico representam a regido esperada para um modelo de alta qualidade. Valores acima da
regido sdo considerados piores e abaixo melhores que o esperado para uma alta qualidade do modelo.
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Como apresenta a Tabela 19, sdo inferidas qualificagdes em dentro, melhor ou pior
que o esperado para alta qualidade dos modelos atémicos da proteina spike do SARS-CoV-2
da referéncia 7CAK-A (S1A) e das variantes de mutacdo pontual E484K (S1E), combinadas
K417Y, E484K e N501Y (S1F), da referéncia 7K43-E (S2A), da estrutura molecular original
de Wuhan do grupo 2 (S2B), da variante Omicron (S2F), da subvariante BA.2 (S2G) e
Isoforma 1 de ECA2 (E1A) em relacdo aos desvios dos angulos de gauche negativo Chi-1,
trans Chil, gauche positivo Chi-1, agrupados Chi-1 e trans Chi-2. Todos os modelos
apresentaram qualidades no minimo satisfatorias, destacando os desvios dos angulos trans

Chi-2 que demonstraram na maioria das estruturas, qualidades melhores que o esperado.

Tabela 19. Analise qualitativa dos pardmetros da cadeia lateral dos modelos atdmicos da proteina spike do
SARS-CoV-2 e da isoforma 1 de ECA2.
Qualidade dos desvios dos Angulos (dentro, melhor ou pior que o esperado para alta qualidade)

Modelo ., he negativo Chi-1  Trans Chi-1 Gauche positivo Chi-1 Agrupados Chi-1 L1

atomico Chi-2
S1A Dentro Dentro Dentro Dentro Melhor
S1E Dentro Dentro Dentro Dentro Melhor
SI1F Dentro Dentro Dentro Dentro Melhor
S2A Melhor Melhor Melhor Melhor Melhor
S2B Dentro Dentro Dentro Dentro Melhor
S2F Dentro Melhor Dentro Melhor Melhor
S2G Dentro Melhor Dentro Melhor Melhor
E1A Dentro Dentro Dentro Dentro Dentro

Tabela 19. Anélise qualitativa dos parametros da cadeia lateral dos modelos atomicos da proteina spike do
SARS-CoV-2 e da isoforma 1 de ECA2. Parametros da cadeia lateral de desvio em graus dos angulos gauche
negativo, trans, positivo, desvio padrao agrupado dos angulos Chi-1 e desvios padrao dos adngulos trans Chi-2 da
cadeia lateral. Dados referentes as proteinas spike do SARS-CoV-2 de referéncia 7CAK-A (S1A), da variante
com mutacdo pontual E484K (S1E) e com mutagdes combinadas K417Y, E484K e N501Y (S1F) do grupo 1, de
referéncia 7K43 (S2A), estrutura original de Wuhan (S2B), variante Omicron (S2C) e subvariante BA.2 (S2D)
do grupo 2; e isoforma 1 de ECA2.

4.5.4. ProSA

A ferramenta ProSA permite um reconhecimento de possiveis erros em modelos
teoricos e experimentais. Utilizando potenciais baseados no conhecimento da forca média
pelo principio de Boltzmann (SIPPL, 1990) extraidos de um banco de dados de estruturas
conhecidas, o software ¢ capaz de compara-los a sequéncia de aminoécidos a ser avaliada e

assim predizer os potenciais da forca média da estrutura. Além disso, o programa calcula a
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energia da estrutura por meio do potencial de distncia de pares e o potencial da exposi¢do de
residuos ao solvente (SIPPL, 1993; WIEDERSTEIN; SIPPL, 2007).
O Z-score ¢ uma ferramenta para se medir o desvio da média de um determinado

padrao (Equacao 2):

Zscore = X ()

sigma

Quando o padrao se refere a energia total esperada para uma molécula, o valor de Z-
score indica o desvio da energia total de uma determinada amostra em comparacao a esse
padrao (SIPPL, 1993, 1995).

Com a analise feita pela ferramenta ProSA foi possivel obter informagdes sobre a
qualidade geral (Z-score) de energia livre das proteinas spike da variante de SARS-CoV-2 de
referéncia 7CAK-A, com mutacao pontual E484K, e combinadas K417Y, E484K e N501Y de
referéncia 7K43-E, original de Wuhan e variantes de preocupagdo Omicron e subvariante
BA.2. Sdo demonstrados que os modelos que ndo passaram pelo protocolo de minimizagao de
energia apresentaram regides de alto valor energético nos graficos de energia livre das Figura
43, Figura 45 e Figura 47.

Conforme a Figura 42, sdo demonstrados em forma de grafico os Z-score obtido e
esperado em fun¢do do ntimero de residuos da proteina dos modelos atdomicos das proteinas
spike da variante de SARS-CoV-2 de referéncia 7CAK-A (Figura 42A), com mutagdo pontual

E484K (Figura 42B), e combinadas K417Y, E484K e N501Y (Figura 42C).
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Figura 42. Z-score esperado para modelos atomicos de alta qualidade de cristalografia de raio X e ressonancia
magnética nuclear (NMR) com base no numero de residuos dos modelos atdmicos das proteinas spike do SARS-
CoV-2 da referéncia 7CAK-A (43A) ¢ das variantes de mutag@o pontual E484K (43B) ¢ combinadas K417Y,
E484K e N501Y (43C). Regides coloridas em azul-ago e azul-ago claro indicam uma alta qualidade esperada
para o modelo de cristalografia de raio X ¢ NMR respectivamente. O ponto preto aponta o resultado do modelo.

Conforme a Figura 43, sdo demonstrados os dados de energia livre em janelas de 10 e
(verde claro) e 40 (verde escuro) aminoacidos em fungdo do tamanho da molécula dos
modelos atomicos das proteinas spike da variante de SARS-CoV-2 de referéncia 7CAK-A
(Figura 42A), com mutacao pontual E484K (Figura 42B), e combinadas K417Y, E484K e
N501Y (Figura 42C). Os dados de energia livre da Figura 42A apresentou 4 regides,
identificadas pelos picos, de erros estruturais. Esses erros devem estar relacionados a modelos
de estrutura energeticamente desfavoraveis, uma vez que ndo foi executado o protocolo de

minimizagdo de energia no modelo de referéncia 7CAK-A.
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Figura 43. Grafico de energia livre em sequéncias agrupadas de 10 em 10 (verde claro) e 40 em 40 (verde
escuro) aminoacidos dos modelos atdmicos das proteinas spike do SARS-CoV-2 da referéncia 7CAK-A (43A) e
das variantes de mutag@o pontual E484K (43B) e combinadas K417Y, E484K e N501Y (43C). Valores positivos
indicam erros intrinsecos a conformagdo da regido.

Conforme a Figura 44, sdo demonstrados em forma de grafico os Z-score obtido e
esperado em fungdo do ntimero de residuos da proteina dos modelos atdomicos das proteinas
spike da variante de SARS-CoV-2 de referéncia 7K43-E (Figura 44A), original de Wuhan
(Figura 44B), e variantes de preocupagcdo Omicron (Figura 44C) e subvariante BA.2 (Figura
44D). Os dados de Z-score das estruturas se assemelham a referéncia, indicando uma

qualidade satisfatoria dos modelos.
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Figura 44. Z-score esperado para modelos atdmicos de alta qualidade de cristalografia de raio X e ressonéncia
magnética nuclear (NMR) com base no numero de residuos dos modelos atdmicos das proteinas spike do SARS-
CoV-2 da referéncia 7K43-E (44A), da estrutura molecular original de Wuhan do grupo 2 (44B), variante
Omicron (44C) e subvariante BA.2 (44D). Regides coloridas em azul-aco e azul-aco claro indicam uma alta
qualidade esperada para o modelo de cristalografia de raio X ¢ NMR respectivamente. O ponto preto aponta o
resultado do modelo.

Conforme a Figura 45, sdo demonstrados os dados de energia livre em janelas de 10 e
(verde claro) e 40 (verde escuro) aminoacidos em fun¢do do tamanho da molécula dos
modelos atomicos das proteinas spike da variante de SARS-CoV-2 de referéncia 7K43-E
(Figura 44A), original de Wuhan (Figura 44B), e variantes de preocupacdo Omicron (Figura
44C) e subvariante BA.2 (Figura 44D). Os dados de energia livre da Figura 45A apresentou 3

regides, identificadas pelos picos, de erros estruturais. Esses erros devem estar relacionados a
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modelos de estrutura energeticamente desfavoraveis, uma vez que ndo foi executado o

protocolo de minimizagdo de energia no modelo de referéncia 7K43-E.

45A 45B
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Figura 45. Grafico de energia livre em sequéncias agrupadas de 10 em 10 (verde claro) e 40 em 40 (verde
escuro) aminoacidos dos modelos atomicos das proteinas spike do SARS-CoV-2 da referéncia 7K43-E (45A), da
estrutura molecular original de Wuhan do grupo 2 (45B), variante Omicron (45C) e subvariante BA.2 (45D).
Valores positivos indicam erros intrinsecos & conformagao da regido.

Conforme a Figura 46, ¢ demonstrado em forma de grafico o Z-score obtido e

esperado em fun¢do do numero de residuos da proteina dos modelos atdmicos da isoforma de

ECA2.
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Figura 46. Z-score esperado para modelos atdmicos de alta qualidade de cristalografia de raio X e ressonancia
magnética nuclear (NMR) com base no nimero de residuos do modelo atdmico da isoforma 1 de ECA2. Regides
coloridas em azul-ago e azul-ago claro indicam uma alta qualidade esperada para o modelo de cristalografia de
raio X e NMR respectivamente. O ponto preto aponta o resultado do modelo.

Conforme a Figura 47, é demonstrado os dados de energia livre em janelas de 10 e
(verde claro) e 40 (verde escuro) aminoacidos em fun¢do do tamanho da molécula do modelo
atomico da isoforma 1 de ECA2. Os dados de energia livre da figura apresentaram 2 regioes,
identificadas pelos picos, de erros estruturais. Esses erros devem estar relacionados a modelos
de estrutura energeticamente desfavoraveis, uma vez que ndo foi executado o protocolo de

minimiza¢do de energia no modelo da isoforma 1 de ECA2.
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Figura 47. Grafico de energia livre em sequéncias agrupadas de 10 em 10 (verde claro) e 40 em 40 (verde
escuro) aminoacidos do modelo atomico da isoforma da ECA1. Valores positivos indicam erros intrinsecos a

conformacdo da regido.

Como descritos na Tabela 20, os dados de Z-score das proteinas spike das variantes de
SARS-CoV-2 de referéncia 7CAK-A, com mutagdo pontual E484K, e combinadas K417Y,
E484K e N501Y de referéncia 7K43-E, original de Wuhan e variantes de preocupacao
Omicron e subvariante BA.2, foram proximos ao Z-score das estruturas de referéncia,

indicando uma qualidade satisfatéria dos modelos.
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Tabela 20. Valores de Z-score para os modelos atdmicos das proteinas spike do SARS-CoV-2 dogrupole2e
isoforma 1 de ECA2.

Proteina spike SARS-CoV-2  Z-score Proteina ECA2 Z-score
S1A -10,56 E1A -10,02
S1E -12,24
S1F -12,2
S2A -10,91
S2B -12,2
S2F -12,23
S2G -10,99

Tabela 20. Valores de Z-score para os modelos atomicos das proteinas spike do SARS-CoV-2 do grupole2e
isoforma 1 de ECA2. Valores positivos ou negativos demonstram variagdo do padrdo da média energética de
moléculas de alta qualidade e que possuem o mesmo tamanho e resolugao.

Com os modelos atdmicos selecionados das proteinas spike do SARS-CoV-2 e

isoforma 1 da ECA2, foram realizadas interacdes intermoleculares.

4.6. Interacdo molecular entre variantes das proteinas spike de SARS-CoV-2 e isoformas

de ECA2

A partir de um arquivo PDB de um complexo com as interacdes intermoleculares
definidas, o software Ligplot+ ¢ capaz de elucidar as interagdes em um formato intuitivo.
Através de sua ferramenta DIMPLOT, o programa € capaz de criar um diagrama 2D das IPPs,
onde ¢ possivel observar duas interfaces, que se referem a interface de cada cadeia que esta
participando de interagdes intermoleculares. Nas interfaces, ¢ possivel observar os residuos
que participam de ligagdes de hidrogénio e interagdes hidrofobicas, além de suas cadeias
correspondentes. Ainda, para as interagcdes de hidrogénio, € possivel coletar as distancias das
ligacdes em angstrons (WALLACE; LASKOWSKI; THORNTON, 1995).

Por causa do direcionamento aplicado no docking molecular através dos residuos de
atracdo estabelecidos, os residuos de interagdo que foram identificados se limitaram a regido
do RBD da proteina spike do SARS-CoV-2.

Conforme apresentado na Figura 48, ¢ demonstrado o docking molecular das ligagdes

de hidrogénio entre as proteinas spike de SARS-CoV-2 original de Wuhan (cadeia A) e a
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isoforma 1 de ECA2 (cadeia D). Nessa figura, sdo destacados os residuos de interagdo que

formam ligag¢des de hidrogénio e interagdes hidrofobicas na interface de docking molecular.

Gindo3(a)

Clydd6(4),

Figura 48. Representacdo esquematica em 2D do docking molecular entre as proteinas spike da variante de
SARS-CoV-2 de Wuhan ¢ a isoforma 1 de ECA2 (c6digo PDBsum do complexo: e484). Na parte superior em
relacdo ao pontilhado horizontal se encontram os residuos de interagdo da cadeia A da proteina S2A e na parte
inferior os residuos de interagdo da cadeia D da proteina E1A. As linhas tracejadas em verde representam as
intera¢des hidrofilicas entre os residuos, e os demais residuos representam as intera¢des hidrofobicas.

Comparando as interfaces de interagdo formada nos complexos de codigos PDBsum
e484 (variante da proteina spike do SARS-CoV-2 com mutacdo E484K interagindo com a
isoforma 1 de ECA2) e €744 (proteina spike original do SARS-CoV-2 de Wuhan interagindo
com a isoforma 1 de ECA2) das respectivas Figura 49 e Figura 48, sdo relatadas mudangas no
perfil de ligagdes de hidrogénio. Sao demonstradas na interface de interacdo molecular do
complexo e484 as ligacdes de hidrogénio entre os residuos respectivamente da proteina spike
do SARS-CoV-2 e da isoforma de ECA2: Tyr449/Thr27, Ser477/Asn330, Tyr505/Lys31,
Asn487/Tyrd1, Asn487/Asp355 e Argd03/Glu35 que estdo ausentes na interface de interagao
molecular do complexo €744 e Serd77/Glu329, Asn487/Asp355, GIn493/His34,
GIn493/Asp38, Thr500/Tyr83 e GIn498/Thr27 compartilhados entre ambos os complexos.

Isso indica que a mutagdo pontual na molécula spike do SARS-CoV-2, E484K, foi capaz de
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alterar o perfil de interagdes intermoleculares dos aminoacidos em ambas as proteinas da

interface de interagdo do complexo e484.
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Figura 49. Representacdo esquematica em 2D do docking molecular entre a proteina spike do SARS-CoV-2 da
variante com a mutacdo pontual E484K do grupo 1 (S1E) e a isoforma 1 de ECA2 (E1A) (Cédigo PDBsum do
complexo: €744). Na parte superior em relagdo ao pontilhado horizontal se encontram os residuos de interagao
da cadeia A da proteina S1E e na parte inferior os residuos de interagdo da cadeia D da proteina E1A. As linhas
tracejadas em verde representam as interagdes hidrofilicas entre os residuos, € os demais residuos representam as
interagdes hidrofobicas.

Comparando as interfaces de interacdo formada nos complexos de codigos PDBsum
€824 (variante da proteina spike do SARS-CoV-2 com 3 mutagdes K417Y, E484K e N501Y
interagindo com a isoforma 1 de ECA2) e €744 (proteina spike original do SARS-CoV-2 de
Wuhan interagindo com a isoforma 1 de ECA2) das respectivas Figura 50 e Figura 48,
também sao relatadas mudangas no perfil de ligacdes de hidrogénio. Sdo demonstradas na
interface de interagdo molecular do complexo €484 as ligagdes de hidrogénio entre os
residuos respectivamente da proteina spike do SARS-CoV-2 e da isoforma de ECAZ2:
Gly496/Asp30, Tyr505/Lys68, Gln498/Tyr83, Tyrd49/Asp30, Lys444/Vall2 e Lys444/Alal3

que estdo ausentes na interface de interagdao molecular do complexo €744 e compartilhados
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entre ambos os complexos. Isso aponta que a combinagdo de mutagdes na molécula spike do
SARS-CoV-2, K417Y, E484K e N501Y, foi capaz de alterar o perfil de interacdes
intermoleculares dos aminodcidos em ambas as proteinas da interface de interacdo do
complexo e824. Tyr505/Glu75, Ser477/Glu329, GIn493/Asp38, GInd498/Thr27 e

Thr500/Tyr83

..... amrvs Seri"[g e
./.
/

LLQ ‘ul‘i },J‘(/ \?,J_R GanJfD]

e DA . 2
1S

Figura 50. Representacdo esquematica em 2D do docking molecular entre a proteina spike do SARS-CoV-2 da
variante com as mutagdes pontuais K417Y, E484K e N501Y do grupo 1 (S1F) e a isoforma 1 de ECA2 (E1A)
(Cédigo PDBsum do complexo: €824). Na parte superior em relacdo ao pontilhado horizontal se encontram os
residuos de interacdo da cadeia A da proteina S1F e na parte inferior os residuos de interacdo da cadeia D da
proteina E1A. As linhas tracejadas em verde representam as interagdes hidrofilicas entre os residuos, e os demais
residuos representam as interagdes hidrofobicas.

Comparando as interfaces de interagdo formada nos complexos de codigos PDBsum
€825 (proteina spike do SARS-CoV-2 da variante Omicron interagindo com a isoforma 1 de
ECA2) e e744 (proteina spike original do SARS-CoV-2 de Wuhan interagindo com a
isoforma 1 de ECA2) das respectivas Figura 51 e Figura 48, também sao relatadas mudangas
no perfil de ligacdes de hidrogénio. Sao demonstradas na interface de interagdo molecular do
complexo e484 as ligacdes de hidrogénio entre os residuos respectivamente da proteina spike
do SARS-CoV-2 e da isoforma de ECA2: Thr491/Arg355, Argd89/Asn49, Asn478/Tyr83,
Tyr444/His34, Tyr440/GIn42, Ser487/Gln42, Serd87/Asp38, Arg394/Asp38, Tyrd64/Thr27 e
Ala466/GIn24 e Thr491/Arg357 que estdo ausentes na interface de interacdo molecular do

complexo e744. Isso aponta que as mutagcdes na molécula spike do SARS-CoV-2 da variante
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Omicron foram capazes de alterar completamente o perfil de interagdes intermoleculares dos

aminoacidos em ambas as proteinas da interface de interagdo do complexo e825.
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Figura 51. Representacdo esquematica em 2D do docking molecular entre a proteina spike do SARS-CoV-2 da
variante Omicron do grupo 2 (S2F) e a isoforma 1 de ECA2 (E1A) (Codigo PDBsum do complexo: €825). Na
parte superior em relagdo ao pontilhado horizontal se encontram os residuos de interagdo da cadeia A da proteina
S2E e na parte inferior os residuos de interacdo da cadeia D da proteina E1A. As linhas tracejadas em verde
representam as interagdes hidrofilicas entre os residuos, e os demais residuos representam as interagdes
hidrofobicas.

Comparando as interfaces de interagdo formada nos complexos de codigos PDBsum
€826 (proteina spike do SARS-CoV-2 da subvariante Omicron BA.2 interagindo com a
isoforma 1 de ECA2) e €744 (proteina spike original do SARS-CoV-2 de Wuhan interagindo
com a isoforma 1 de ECA2) das respectivas Figura 52 e Figura 48, também sao relatadas
mudangas no perfil de ligagdes de hidrogénio. Sao demonstradas na interface de interagao
molecular do complexo €484 as ligagcdes de hidrogénio entre os residuos respectivamente da
proteina spike do SARS-CoV-2 e da isoforma de ECA2: Tyr349/Tyr41, Thr348/Asp355,
Lys288/Glu329, Lys288/Glu329, Tyr301/Asp38,  Arg251/Asp38, His353/Lys353,
Gly350/Gly354,  Gly344/Tyr4l,  Arg346/Arg355, Asn325/Leull,  Asn265/Asp30
Tyr337/GIn76 e Thr348/Arg357 que estdo ausentes na interface de interagdo molecular do
complexo e744. Isso aponta que as mutagdes na molécula spike do SARS-CoV-2 da variante
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Omicron BA.2, foram capazes de alterar completamente e de forma mais intensa o perfil de
interagdes intermoleculares dos aminoacidos em ambas as proteinas da interface de interagdo

do complexo e826.
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Figura 52. Representacdo esquematica em 2D do docking molecular entre a proteina spike do SARS-CoV-2 da
variante BA.2 do grupo 2 (S2G) e a isoforma 1 de ECA2 (E1A) (Cdédigo PDBsum do complexo: €826). Na parte
superior em relagdo ao pontilhado horizontal se encontram os residuos de interagdo da cadeia A da proteina S2F
e na parte inferior os residuos de interacdo da cadeia D da proteina E1A. As linhas tracejadas em verde
representam as interagdes hidrofilicas entre os residuos, ¢ os demais residuos representam as interagdes
hidrofébicas. Devido a proteina spike do SARS-CoV-2 da variante BA.2 modelada estar incompleta, deve-se
considerar adicionar 152 aminoacidos, que estdo faltantes na extremidade amino-terminal, a qualquer posicdo de
residuo antes de estabelecer uma comparacdo direta com as outras interagdes moleculares de outros complexos.

Conforme mostra a Tabela 21, a posi¢do dos residuos, originais e adaptados, do
modelo da proteina spike de SARS-CoV-2 variante Omicron que interagem por ligagdes de
hidrogénio com a isoforma 1 da ECA2 sdo demonstrados para um melhor entendimento. Uma
vez que ha 9 lacunas de aminoacidos na regido “up stream” em relacdo ao RBD desse modelo
no alinhamento em comparacao a sequéncia de aminoacidos da proteina spike do SARS-CoV-
2 original de Wuhan, os mesmos residuos de ambas as sequéncias sdo representados por

posigdes diferentes.
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Tabela 21. Posicdo de residuos originais e adaptadas a sequéncia original de Wuhan que realizam ligacdes de
hidrogénio no docking molecular entre os modelos da proteina spike da variante Omicron do SARS-CoV-2 e
isoforma 1 de ECA2

Posicio de residuo no modelo S2F  Posicao de residuo adaptado a sequéncia original de Wuhan

Arg489 Arg498
Thr491 Thr500
Thr491 Thr500
Asn478 Asn487
Tyrd44 Tyrd53
Tyr440 Tyr449
Serd87 Serd496
Serd87 Serd496
Serd87 Serd496
Arg394 Arg403
Tyrd64 Tyrd73
Alad466 Ala475

Tabela 21. Posicdo de residuos originais ¢ adaptadas a sequéncia original de Wuhan que realizam ligagdes de
hidrogénio no docking molecular entre os modelos da proteina spike da variante Omicron do SARS-CoV-2 e
isoforma 1 de ECA2. Foram adicionadas 9 unidades a cada posi¢do que corresponde a lacunas de aminoacidos
no alinhamento entre a proteina spike da variante Omicron de SARS-CoV-2 ¢ isoforma 1 de ECA2.

Conforme mostra a Tabela 22, a posicdo dos residuos, originais ¢ adaptados, do
modelo da proteina spike de SARS-CoV-2 subvariante BA.2 que interagem por ligacdes de
hidrogénio com a isoforma 1 da ECA2 sdo demonstrados para um melhor entendimento. Uma
vez que ha uma falta de 152 aminoacidos na regido amino terminal desse modelo em relacdo a
sequéncia de aminodcidos da proteina spike do SARS-CoV-2 original de Wuhan, os mesmos

residuos de ambas as sequéncias sdo representados por posi¢des diferentes.

Tabela 22. Posicdo de residuos originais e adaptadas que realizam liga¢des de hidrogénio no docking molecular
entre os modelos da proteina spike da subvariante BA.2 do SARS-CoV-2 ¢ isoforma 1 de ECA2
Posicio de residuo no modelo S2G  Posicdo de residuo adaptado a sequéncia original de Wuhan

Lys288 Lys440
Lys288 Lys440
Tyr301 Tyr453
Arg251 Arg403
His353 His505
Gly350 Gly502
Tyr349 Tyr501
Gly344 Gly496
Thr348 Thr500
Thr348 Thr500
Arg346 Arg498
Asn325 Asn477
Asn265 Asn417
Tyr337 Tyr489

Tabela 22. Posigao de residuos originais e adaptadas que realizam ligagdes de hidrogénio no docking molecular
entre os modelos da proteina spike da subvariante BA.2 do SARS-CoV-2 e isoforma 1 de ECA2. Foram
adicionadas 152 unidades a cada posi¢do que corresponde a lacunas de aminoacidos no alinhamento entre a
proteina spike da subvariante Omicron BA.2 de SARS-CoV-2 e isoforma 1 de ECA2.
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Com base nos residuos de interagdo estabelecidos nas ligagdes de hidrogénio, ¢
possivel notar uma selecdo evolutiva positiva de aminoacidos de cargas positivas na proteina
spike do SARS-CoV-2 com os residuos e posi¢cdes em relagdo a sequéncia de Wuhan original
Arg403 na referéncia de Wuhan, Arg498 e Arg403 na variante Omicron e Lys440, His505,
Arg403 e Argd98 na subvariante BA.2. Uma vez que a superficie da ECA2 ¢
predominantemente negativa (PRABAKARAN; XIAO; DIMITROV, 2004), a presenca dos
residuos descritos para proteina spike nas variantes virais possivelmente conferem maior
estabilidade nas interagdes intermoleculares, em especial em interacdes -eletrostaticas,
favorecendo a interacdo de ECA2 e da proteina spike do SARS-CoV-2. Esse mesmo efeito de
aumento da estabilidade foi observado também na interacdo molecular entre os residuos
Asp38 da ECA2 com Lys353 da proteina NL63-CoV, responsavel por mediar a fusdo do

coronavirus NL63 na célula (WU et al., 2009).

5. CONCLUSAO
Com base nos dados apresentados neste trabalho monografico, foi possivel concluir
que:

e As mutagdes pontuais A222V e D614G inseridas de forma individual nas sequéncias
dos modelos atomicos de proteina spike do SARS-CoV-2 nao promoveram grandes mudangas
nos perfis de RMSD (desvio das raizes quadraticas médias — root mean square deviation)
quando comparados com a sequéncia original de Wuhan. Com isso, foi concluido que essas
mutacdes nao provocaram tantas mudangas quanto a mutagao pontual E484K e a combinagao
K417Y, E484K e N501Y nas interagoes de docking molecular com a isoforma 1 de ECA2.
Contudo, ndo foi utilizado um método estatistico para se avaliar a significancia das mudangas

nos perfis de RMSD entre os modelos.
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e A regido de polimorfismo das isoformas de ECA2 descritas na literatura so6 diferem
entre si na regido carboxi terminal. Além disso, a regido de interagdo com a proteina spike do
SARS-CoV-2 que se encontra em uma regido diferente ¢ idéntica entre as isoformas.
Portanto, as isoformas de ECA2 ndo devem apresentar diferengas nas interagdes moleculares

com a proteina spike do SARS-CoV-2.

¢ Quando comparados com a sequéncia original de Wuhan, as proteinas spike do SARS-
CoV-2 das variantes de preocupacdo Omicron e sua subvariante BA.2 apresentaram valores
de RMSD superiores aos valores das outras variantes Alfa, Beta e Delta. Por conseguinte,
somente as sequéncias das proteinas spike do SARS-CoV-2 das variantes Omicron e sua

subvariante BA.2 foram consideradas para o docking molecular.

e A qualidade estereoquimica geral das moléculas da proteina spike do SARS-CoV-2
foram semelhantes as suas referéncias de comparagdo, indicando que esses modelos
apresentaram qualidade satisfatoria. Ja a estrutura da isoforma 1 de ECA2 ndo apresentou
bons resultados de qualidade estereoquimica e isso pode estar relacionado a ndo execugdo do

protocolo de minimizacdo de energia desse modelo.

e As redes de interagdes moleculares das variantes da proteina spike do SARS-CoV-2
revelaram uma selecdo evolutiva positiva de residuos carregados positivamente. Uma vez que
a superficie da ECA2 ¢ predominantemente negativa, essa selecdo aponta uma tendéncia
evolutiva de interagdes eletrostaticas mais fortes entre a proteina spike do SARS-CoV-2 e

ECA2.
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