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Resumo

O novo B-coronavirus vem causando tristes perdas em todo o mundo e o surgimento de novas variantes é de
grande preocupagdo. Assim, ao longo desta pesquisa foi estudada a linhagem B.1.1.28 de clado P.1 como
também a P.2, onde através de dindmica molecular no algoritmo NAMD3 no intervalo de 18 ns foi possivel
entender os impactos termodinamicos na interagédo do complexo ACE2-RBD. Pela dindmica molecular, notou-
se que as médias de RMSF e RMSD na variante P.1 foram menos expressivas em comparagdo com a
estrutura ausente de mutagcbes, onde além disso, houve um aumento no numero médio de ligacées de
Hidrogénio. Por meio da decomposigcédo de energia MM/PBSA, descobriu-se também que as interagbes de Van
der Waals predominaram e foram mais favoraveis quando a estrutura possui mutagbes da linhagem P.1.
Portanto, a maior estabilizacdo do complexo ACE2-RBD talvez seja uma explicagdo plausivel do porqué
algumas mutagdes estdo convergindo em linhagens diferentes, como E484K e N501Y.
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Introdugao
Em janeiro de 2021, pesquisadores brasileiros identificaram uma nova variante do coronavirus,

denominada P.1, durante um periodo de aumento sem precedentes nas internagdes e incidéncia de casos de
reinfeccdo na cidade de Manaus, onde foi demonstrado estar correlacionado com o surgimento desta nova
linhagem. A partir do sequenciamento genético percebeu-se consistir em multiplas mutagdes, dentre as mais
preocupantes estdo 3 (trés) que afetaram a regido RBD da glicoproteina Spike: K417T, E484K e N501Y [1].
Além disso, percebeu-se ter havido um aumento da transmissibilidade em 1,4-2,2 vezes, além da maior
probabilidade de letalidade em 1,1-1,8 vezes [2] além de um deslocamento para faixas etarias mais jovens.
Devido a alta frequéncia de determinadas mutacbes e as fortes pressdes seletivas que afetam a
evolugao do coronavirus, € natural que mutagbes convergentes surjam, como por exemplo E484K. Desta forma
ha uma presséo seletiva regendo a evolugdo viral, que vai muito além de uma simples mutacao aleatdria [3].
Nesta pesquisa estudamos o impacto das variantes P.1 e P.2 usando simulagdes de dinamica molecular
para o complexo ACE2-RBD. Buscamos encontrar explicagdes tedricas das causas do aumento da
transmissibilidade viral ou mesmo da gravidade dos sintomas, além do porqué haver convergéncia de
determinadas mutagdes. Ao final, foram analisadas as flutuagbes atbmicas mediante analises como RMSD e
RMSF. Além disso, realizou-se decomposi¢céo da energia MM-PBSA envolvida na interagdo do complexo.

Metodologia

Primeiramente, em decorréncia da indisponibilidade de estruturas cristalograficas contendo as mutagdes
da linhagem P.1 (K417T, E484K e N501Y) e P.2 (K417N, E484K, N501Y), foi necessario utilizar estruturas de
referéncia a partir do banco de dados RCSB Protein Data Bank (https://www.rcsb.org/) [4] onde as substituicoes
de aminoacidos foram aplicadas. A mutacao in silico foi realizada no software PyMOL 2.3 [5] com o mddulo
“Mutagenesis” tendo o rotdmero com tensdo estérica mais baixa definido automaticamente pelo software. A
reconstrugéo de nova conformacao de ACE2-RBD (PDB ID: 6M0J) [6] com mutagbes da P.1 e P.2 foi possivel
com a implementagéo do algoritmo de enumeragéao implicita Branch-and-Prune [7]. Nas instancias considerou-
se um conjunto arbitrario de distancias inferiores a 6A a partir da simulagdo de dados de RMN. Apenas a
solugdo matematicamente valida e que também fosse validada pelo diagrama de Ramachandran foi submetida
posteriormente as simulagdes de dindmica molecular.

Realizou-se simulagdes atomisticas de dindmica molecular no intervalo de 18 ns. Todas as proteinas
foram previamente preparadas com o software em sua versdo para fins académicos Schrédinger Maestro
2020-4 utilizando o médulo "Protein Preparation”. A geragéo de todos os arquivos de entrada foi feita utilizando
o plugin QwikMD 1.3 [8] implementado na interface grafica VMD 1.9.4.51a [9]. O complexo foi imerso em uma
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caixa de solvatacdo com geometria cubica e aplicagdo de PBC (condigbes peridédicas de contorno) contendo
moléculas de agua descritas pelo modelo TIP3P [10], bem como a adigéo de ions Na* e CI para neutralizar o
sistema em uma concentragao fisioldgica de 0,15 mol - L. Além isso, todos os arquivos de topologia foram
gerados com o campo de forca CHARMM36 [11]. O sistema foi minimizado usando 1000 passos mediante
gradiente conjugado, onde depois houve aquecimento gradual de 60-300K sob o ensemble NPT e entéo o
sistema foi equilibrado em NPT ao longo de 1 ns .

Por fim, a etapa de calculo da trajetdrias utilizou a integracdo de Verlet em um ciclo termodindmico NPT
com o tempo aproximado de 18 ns. O pistdo estocastico da dinamica de Langevin foi usado para controle de
pressao sob 1 atm analogo a um barostato, enquanto um termostato de Nosé-Hoover manteve a temperatura
em 300,0 K. Além disso, as interagdes eletrostaticas de longo alcance foram estimadas de acordo com o
formalismo Particle-Mesh-Ewald (PME). Finalmente, o algoritmo de simulagdo NAMD3 (Nanoscale Molecular
Dynamics) [12] foi usado para executar todas as simulagbes com aceleracdo da GPU Nvidia GTX 1050 de 2
GB com 640 nucleos CUDA em um passo de tempo de 2 fs.

Ao final, foram mensuradas as mudangas conformacionais na macromolécula em decorréncia das
variantes, através da evolugcdo temporal RMSD e RMSF do deslocamento atdbmico em relagdo ao Ca do
complexo ACE2-RBD, onde o frame 0 foi adotado como referéncia. A andlise de trajetérias foi possivel com a
biblioteca MDAnalysis [13] implementada em Python. O calculo do quantitativo total de ligagdes de hidrogénio
foi feito usando um plugin presente no software VMD. Todos os valores SASA foram estimados para a média
dos frames onde o algoritmo empregado também foi um plugin no VMD.

A decomposigao dos valores de energia (Ecec), (Ewaw) € (Emv) foram todos em relagdo a média dos
frames de dindmica molecular, onde utilizou-se o plugin NAMDEnergy para os calculos. A partir da area de
solvatagdo média foi possivel calcular o termo (Esonatacso apoiar) ONde as constantes empiricas y = 0,00542 kcal -
mol'- A2 e B = 0,92 kcal - mol"' foram adotadas. A componente (Gps) = (Esonatacao poier) d€ Poisson-Boltzmann foi
estimado para o ultimo quadro pelo método das diferencas finitas usando o algoritmo DelPhi v8.4.5 [14]. Como
resultado da alta complexidade computacional e da incerteza inerente a estimativa do termo entrépico T - AS,
nao foi incluido na decomposicao MM-PB(SA) desta pesquisa.

Resultados e Discussao

Percebeu-se que 4 (quatro) analises (veja Tabela 1) corroboram a hipétese de maior estabilidade ACE2-
RBD em consequéncia da P.1, dentre estas: Baixos valores médios de RMSD e RMSF, baixa exposicdo SASA
e maior formagéo de ligagdes de Hidrogénio. Por outro lado, apenas 2 (duas) analises refletem a hipétese de
maior instabilidade, sendo estas: Menor fragdo de contatos nativos e menor compactagdo medida pelo Raio de
Giro. Em geral, embora as diferencas de flutuagao possam ser parcialmente uma consequéncia de uma nova
distribuicao de velocidade associada a natureza estocastica de cada simulagao realizada, as mutagbes da P.1
de um modo geral acarretaram de fato em maior estabilizagdo do complexo.

Tabela 1: Comparacgéo entre os valores médios de alguns parédmetros resultantes da dindmica molecular em
18 ns que caracterizam as alteragbes estruturais na proteina Spike na interagdo com o receptor ACE2 (PDB ID:
6MO0J).

Tipo de andlise Sem mutac¢des Linhagem P.1 Linhagem P.2
Média RMSD (2,05+0,32) A (1,76 £ 0,26) A (1,81 £0,34) A
Média RMSF (1,22+0,51) A (1,06 £0,38) A (1,33 £0,76) A
Ligacdes de Hidrogénio 197 £ 12 202 £12 203 + 11
Média SASA (378,55 + 3,64) nm? (375,04 £ 3,16) nm? (373,35 £ 3,32) nm?
Fracdo de Contatos nativos 0,9918 + 0,0015 0,9895 + 0,0016 0,9877 £ 0,0019
Raio de Giro (31,37 £ 0,30) A (31,64 £0,18) A (31,48 £0,18) A

A maior estabilizagdo no complexo ACE2-RBD como resultado de certas mutacées pode ser uma
explicagdo do porqué o virus tem seguido uma evolugdo convergente como ja reportado em alguns estudos
experimentais [3], embora as causas até entdo sao desconhecidas. Através das simulagbes deste trabalho, ha
indicios de existir a tendéncia a uma maior estabilidade estrutural nas mutacdes mais frequentes. Em outras
palavras, as mutagbes que tém se repetido em varias cepas, como E484K e N501Y, tendem a ter maior
estabilidade termodinamica. A formagéo favoravel e maior estabilidade do complexo ACE2-RBD em fungéo da
P.1 pode estar correlacionado a termos ainda menores da energia de Van der Waals (Evsw) (veja Tabela 2 e
Figura 1). Ao que tudo indica a contribuicdo de Van der Waals vem tendo um papel central para uma maior
formacgao de ligagdes intermoleculares no complexo contendo a P.1.
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Tabela 2: Todos os valores da decomposi¢cao de energia MM-PB(SA) referem-se ao complexo ACE2-RBD
(PDB ID: 6M0J) em simulagdes de 18 ns. Os valores de energia estdo na unidade kcal - mol™'. O termo para as
interagbes covalentes (Ei) foi considerado aproximadamente zero nas analises.

Termo Sem mutagoes Linhagem P.1 Linhagem P.2
Eetec -185,57 + 40,42 -66,51 + 31,17 -45,91 + 25,62
Evaw -68,85 £ 5,05 -72,07 £ 5,08 -74,15+ 4,91
Emm -254,42 + 40,90 -138,59 + 31,26 -120,06 + 26,43

Gsolvatagzo polar -2628,61 -2663,48 -2570,16

Gsolvatagéio apolar 206,10 204,2 203,28

Gsolvatagao total —-2422,51 -2459,29 -2366,88
Entalpia -2676,93 -2597,88 -2486,94
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Figura 1: Grafico comparativo do impacto da linhagem P.1 na energia de Van der Waals (Esw) na interagdo do
complexo ACE2-RBD (PDB ID: 6M0J).

No aspecto qualitativo (veja Figura 2) percebe-se que a linhagem P.1 tornou a folha-p formada entre as
mutagdes K417N e N501Y com um menor comprimento comparado a estrutura ausente de mutagoes, além de
ter havido o desaperecimento de uma a-hélice, fatores estruturais que podem estar correlacionados com a
maior transmissibilidade da variante P.1.
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Figura 2: As superficies de distribuicao eletrostatica correspondem aos aminoacidos que foram afetados pela
P.1/P.2, de modo que foram geradas com o algoritmo APBS a partir dos ultimos frames das respectivas

simulagbes de dindmica molecular para o complexo ACE2-RBD (PDB ID: 6M0J). A visualizagdo foi por
intermédio do software Schrédinger Maestro 2020-4.
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Em consequéncia da interacdo ACE2-RBD ser um processo dependente da temperatura, conforme
descoberto na pesquisa [15], entdo as premissas AH < 0 e AS < 0 sio validas. Além disso, sabe-se que os
coronavirus tendem a se replicar com maior probabilidade diante da sazonalidade no inverno, o que indica
valores ainda mais negativos de AG. Consequentemente, pode-se concluir que a linhagem P.1, sendo mais
estavel, tera menos dificuldade em superar a penalidade entrépica e portanto mais resistente ao aumento de
temperatura e maior afinidade de interagéo.

Por fim é importante lembrar que os impactos das linhagens P.1 e P.2 se tornardo mais nitidos a medida
que houver a repeticdo das simulagdes ou aumento no intervalo de tempo, 0 que geraria resultados mais
conclusivos, convergéncia das flutuagdes e maior reprodutibilidade. Por isso dentre as perspectivas futuras é
justamente o prosseguimento as simulagdes para aprofundar o entendimento a nivel tedrico dos impactos das
variantes emergentes do SARS-CoV-2.

Conclusoées

Em geral, as linhagens P.1 e P.2 proporcionaram maior estabilizacdo do complexo ACE2-RBD
corroborado por 4 (quatro) analises da dindmica molecular, os valores médios RMSD e RMSF, maior formagao
de ligagdes de Hidrogénio e menor exposicdo ao solvente. Consequentemente, a priori, poderdo nao
desaparecer devido a pressao evolutiva, visto que beneficiam o virus, e talvez por isso haja uma convergéncia
de certas mutagdes como E484K e N501Y. Por fim, espera-se com esses resultados auxiliar na compreensao
tedrica dos impactos das variantes emergentes no Brasil. Por esse motivo, é essencial atualizar as vacinas o
mais rapido possivel para minimizar os efeitos das mutagdes ndo sinénimas atuais e futuras especificamente
na glicoproteina Spike.
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