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Resumo

A infeccdo pelo SARS-CoV-2 envolve a interacdo do dominio RBD da proteina spike com o receptor
ACE?2 das células humanas. Este estudo analisa as interacdes entre o RBD da variante Omicron do
SARS-CoV-2 e o receptor ACE2, utilizando simulacdes de dindmica molecular. A estrutura inicial foi
obtida do PDB (7KMB) e simulada por 50 ns utilizando o0 GROMACS 2024.2, a fim de avaliar a
estabilidade estrutural e interages chaves. Os resultados mostram que o complexo RBD manteve uma
conformacdao estavel, com flutuacdes dentro do esperado. A energia média total (+tSEM) foi de —32,44
+ 0,67 kcal/mol, destacando a importancia das interacfes entre GLN493 e GLU35, além de LYS417 e
ASP30 na estabilidade do complexo. Observou-se que, apesar das flutuagBes nas ligacbes de
hidrogénio e pontes salinas, o0 complexo permanece funcional e estavel, oferecendo insights valiosos
sobre os mecanismos moleculares subjacentes a infec¢éo pelo SARS-CoV-2.

Palavras-chave: Bioinformatica. Sars-CoV-2. Enzima Conversora de Angiotensina. Dindmica
Molecular.

Area do Conhecimento: Ciéncias da Saude.

Introducéo

O SARS-CoV-2, o0 agente etiol6gico da COVID-19, tem causado uma crise de saude global desde
o final de 2019 (KHALIL; DA SILVA, 2020). Este virus pertence a familia Coronaviridae (SOCIETIES et
al., 2010), dentro do género Betacoronavirus (WOO et al., 2012), que inclui outros virus como SARS-
CoV-1 e MERS-CoV (FIUZA et al., 2020). O genoma do SARS-CoV-2 é composto por uma Unica fita
de RNA de sentido positivo (PASTRIAN-SOTO, 2020), e o virus codifica quatro proteinas principais: a
proteina spike (S), a proteina do envelope (E), a glicoproteina da membrana (M) e a proteina do
nucleocapsideo (N) (KASMI et al., 2020).

A proteina S é composta por duas subunidades: S1, responsavel pela ligagcao ao receptor celular, e
S2, que facilita a fusdo da membrana viral com a célula hospedeira (DA SILVA et al., 2023). A infecgéo
celular acontece pela interagdo do dominio RDB (do inglés receptor-binding domain) da subunidade S1
do virus com o receptor da enzima conversora de angiotensina-2 (ACE2) da célula alvo (FREITAS;
GIOVANETTI; ALCANTARA, 2021). Muta¢des na proteina S podem alterar a afinidade do virus pelo
receptor celular ou a carga viral eliminada durante o curso da infeccdo, capazes de implicarem no
aumento da transmisséo do virus (TEGALLY et al., 2020).

A variante Omicron, detectada pela primeira vez em novembro de 2021, se destacou rapidamente
devido ao grande numero de muta¢des na proteina S, particularmente no RBD (CALLAWAY, 2021). A
compreenséo das interacdes moleculares entre o RBD da variante Omicron e o ACE2 é, portanto,
essencial para avaliar o impacto dessas muta¢es na dindmica da infeccé@o e para o desenvolvimento
de estratégias terapéuticas. Diante disso, as simula¢des de dinamica molecular permitem uma analise
detalhada das flutuacBes estruturais e das energias de interacdo ao longo do tempo, fornecendo
insights sobre os mecanismos que governam a estabilidade e a funcionalidade do complexo. No
entanto, apesar dos avancos, ainda ha lacunas significativas na compreenséo detalhada das interagfes
especificas entre a variante Omicron e o ACE2. Diante disso, o objetivo deste estudo é realizar uma
analise detalhada das interagBes entre o RBD da variante Omicron do SARS-CoV-2 e o receptor ACE2
utilizando simulagbes de dindmica molecular. Através dessa abordagem, buscamos identificar as
principais interagfes responséveis pela estabilidade do complexo e como as muta¢Bes na variante
Omicron podem influenciar essas interagoes.
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Metodologia

Para investigar a interface entre o dominio de ligacéo ao receptor (RBD) da proteina spike SARS-
CoV-2 e a enzima conversora de angiotensina 2 (ACE2), a estrutura inicial da variante selvagem foi
obtida do banco de dados de proteinas RCSB Protein Data Bank (PDB:7KMB).

A simulacdo de dindmica molecular do complexo RBD:ACE2 foi realizada utilizando o software
GROMACS 2024.2 (ABRAHAM et al., 2024). O campo de forca CHARMM36 (BEST, 2012) foi utilizado
para descrever as energias de interacdo. O complexo foi solvatado em uma caixa dodecaédrica com
agua TIP3P (JORGENSEN et al., 1983) otimizado e modificado, com uma distancia minima de 3,0 nm
entre qualquer atomo de proteina e a borda da caixa. O sistema solvatado foi neutralizado com 0,15 M
de NaCl. A minimizagdo da energia foi realizada utilizando o método do gradiente de descida mais
ingreme até que a forga maxima fosse inferior a 1000 kJ/(mol.nm). O sistema foi submetido a 100 ps
de equilibrio sob as condi¢cdes de volume constante (NVT) e pressdo constante (NPT), a fim de
estabilizar a temperatura em 300 K e a pressdo em 1,0 N/m2

ApOs essa etapa de preparacao, a simulacdo de dinamica molecular foi executada por 50 ns. Para
analisar a evolugdo do sistema ao longo da simulagéo, a trajetéria foi visualizada no software Pymol.
Além disso, as ferramentas incluidas no GROMACS 2024.2 foram utilizadas nas andlises. O desvio
quadratico médio (RMSD), a flutuagéo da raiz quadrada média (RMSF) e a area de superficie acessivel
ao solvente (SASA) foram determinados. As ligacdes de hidrogénio e pontes salinas que foram
previstas para ocorrer na interface do complexo foram calculadas usando o PLIP (SALENTIN et al.,
2015). Em seguida, os dados foram organizados em um mapa de intera¢gdes, gerado utilizando in-house
scripts em python, no qual emprega as seguintes bibliotecas: pandas, matplotlib, seaborn e math. A
energia média total do sistema (tSEM) entre o dominio RBD e a proteina ACE2 foi mensurado através
da metodologia PBSA implementado pelo software gmx_MMPBSA (VALDES-TRESANCO et al., 2021).

Resultados

Para visualizar a simulagéo, a trajetéria completa do complexo RDB:ACE2 (PDB: 7KMB) ao longo do
tempo foi carregada no software Pymol. A variacdo do desvio quadratico médio (RMSD) (Figura 1A)
entre 0,3 e 0,4 nm ao longo da simulacdo indica que o complexo RBD manteve uma conformacgéo
estavel em relacdo & estrutura inicial. Durante a simulacdo de dindmica molecular, o valor médio da
area de superficie acessivel ao solvente (SASA) (Figura 1B) do complexo RBD foi aproximadamente
constante em torno de 375 nmz2, sugerindo que o complexo manteve uma conformacéo relativamente
estavel ao longo dos 50 ns simulados. Um pico notavel no SASA foi observado entre 20 e 30 ns,
alcancando o maximo por volta de 25 ns, seguido por uma diminuicdo em 30 ns. Este comportamento
sugere um afastamento temporario das cadeias do complexo, aumentando a exposi¢ao ao solvente,
seguido por uma reaproximacao, o que reforca a ideia de que o complexo RBD experimenta ajustes
estruturais, mas retorna a uma conformacéao estavel.

Figura 1 — Graficos da variacao do desvio quadratico médio (RMSD) e area de superficie acessivel ao solvente
(SASA) do dominio RBD do SARS-CoV-2 ligado a ACE2. (A) Variagdo (RMSD) do complexo. (B) Variagdo da
area de superficie acessivel ao solvente.
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A analise da flutuacdo quadratica média (RMSF) (Figura 2), revelou picos notaveis em regifes
especificas da ACE2, particularmente entre os residuos 130-140, 335-340 e 610-614. Paralelamente,
hé flutuagdes presentes na regido do dominio RBD, destacando os residuos 840-850 e 915-925. Essas
regides correspondem a alcas, conhecidas por sua maior flexibilidade estrutural, indicando que as
flutuacdes nessas areas séo esperadas.

Figura 2 - Andlise da flutuagao quadratica média (RMSF) dos dominios de ligacédo ao receptor de pico da
variante SARS-CoV-2 (RBD) e da angiotensina humana enzima-2 (ACE2) ao longo da simulacéo.
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Fonte: A autora (2024).

Durante a simulagdo, o complexo RBD:ACE2 realizou em média 5 ligag6es de hidrogénio por
frameno decorrer da simulagéo, as quais mantiveram-se consistentes ao longo do tempo (Figura 3).
Além disso, as intera¢des idbnicas desempenharam um papel significativo na estabilidade do complexo,
com os aminoacidos ARG403, LYS417 e LYS458 do RBD estabelecendo interagdes com os residuos
correspondentes da ACE2 em 320 frames distintos. A analise dessas interagfes ibnicas destacou a
importancia de LYS417, que formou ligagBes robustas com ASP30 da ACE2, contribuindo para a
estabilidade da interface entre as proteinas.

Figura 3 — Analise das ligag6es de hidrogénio e i6nicas entre RBDs de pico variantes
e ACE2 humano durante a simulagéo.
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A analise da energia por residuo (Figura 4B), indicou que aminoacidos como TYR41, LYS417,
ASP30 e LYS31 contribuiram significativamente para a estabilidade do sistema, apresentando valores
de energia negativos, 0 que sugere uma contribuicdo favoravel para a estabilidade do complexo. Por
outro lado, residuos como ASP38, ASP355 e GLU484 mostraram valores de energia positivos, indi-
cando interacdes que podem desestabilizar o complexo devido a repulséo eletrostatica ou outras inte-
racdes desfavoraveis. A analise do grafico de energia total do sistema (Figura 4A) ao longo da simula-
¢do indicou que o complexo RBD se manteve estavel durante o periodo analisado. A média da energia
total foi de -32,44 kcal/mol+0,67 kcal/mol.

Figura 4 — Analise da energia total do sistema (+SEM) ao longo da simulacéo e distribuicdo da energia por
residuo da ACE2. (A) Energia total do sistema. (B) Energia por residuo da ACE2.
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Fonte: A autora (2024).

Discusséo

A simulac&o de dinAmica molecular realizada para o complexo RBD da variante Omicron do SARS-
CoV-2 fornecem insights valiosos sobre a estabilidade estrutural e as interacdes criticas que sustentam
a funcionalidade desse complexo. Os resultados deste estudo mostram que, apesar das flutuacdes
observadas, o complexo manteve uma conformacéao global estavel ao longo dos 50 ns de simulacéo, o
que é consistente com a sua funcao biolégica essencial na entrada viral nas células hospedeiras. As
flutuacdes no desvio quadratico médio (RMSD), variando entre 0,3 e 0,4 nm, refletem ajustes
conformacionais que sdo comuns em sistemas bioldgicos. Essas flutuagdes indicam uma flexibilidade
adaptativa, permitindo que o complexo responda a pequenas perturbacdes sem comprometer sua
estabilidade global. Esses movimentos locais ndo apenas reforcam a capacidade do complexo de se
adaptar, mas também podem influenciar a eficiéncia de ligagdo ao ACE2, com possiveis implicagfes
para a transmissibilidade do virus.

Pontes salinas também foram relatadas em estudos anteriores entre o residuo RBD LYS417 e o
residuo ACE2 ASP30 (LAN et al., 2020). A reducgédo das ligacdes idnicas de LYS417 durante esse
intervalo pode ter contribuido para a maior flexibilidade ou movimentacéo do complexo, resultando no
aumento do RMSD. Este residuo ganha destaque ja que a presenca das ligacdes de hidrogénio podem
indicar uma reorganizagdo local na estrutura do RBD, onde essas novas interagfes estabilizam
diferentes regides da proteina.

O residuo GLY496 estava consistentemente presente no inicio da simula¢cdo, mas sua menor
evidéncia neste intervalo pode sugerir uma reducdo em sua contribuicdo para a estabilidade do
complexo. Isso pode ter permitido mais flexibilidade na regi@o correspondente, contribuindo para o
aumento do RMSD. A ligagdo de VAL503 com GLN325 da ACE2, que s6 aparece neste intervalo, pode
indicar uma nova interagdo estabilizadora que se forma durante essa fase da simulacdo, podendo
refletir uma tentativa de reequilibrar o complexo, levando a ajustes conformacionais que resultam na
flutuacéo observada no RMSD.

Na flutuagdo em particular evidenciada na andlise da area de superficie acessivel ao solvente
(SASA), a regido que compreende o intervalo de 20 a 30 ns foi marcada por modificagdes na formagéo
de interac¢Bes entre aminoacidos do RBD e a ACE2, momento em que € evidenciado a auséncia da
ponte salina anteriormente mantida pela ARG403. Estudos anteriores evidenciam que o residuo
ARG403 é responsavel pela maior contribuicdo de energia para a ligagdo de ACE2 no RBD (PITSILLOU
et al., 2022). Paralelamente, observou-se que a LYS458 apresentou reducao significativa na formacao
de pontes salinas, em comparagcdo com intervalos anteriores. A presenca deste aminoacido pode
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interferir no potencial negativo em relacdo ao SARS-CoV, por exemplo (WANG,; LIU; GAO, 2020). Além
disso, a SER477 mostrou uma baixa frequéncia na formacédo de ligac6es de hidrogénio, enquanto a
TYR505 também apresentou uma diminuicdo nas ligac6es de hidrogénio durante este periodo.
Sabidamente, a TYR505 esta envolvida em interacdes de hidrogénio com um grupo hidroxila polar,
outra caracteristica compartilhada com o SARS-CoV (LAN et al., 2020).

Esses dados podem, portanto, explicar a flutuagao observada no grafico de SASA, indicando uma
possivel correlagéo entre a diminuicdo dessas interagfes e a instabilidade estrutural nessa regido do
intervalo. Por outro lado, foi observado que a LYS417 presente no RBD estabeleceu uma ligagdo idnica
com ASP30 da ACE2, e em um momento formou simultaneamente uma ligacéo ibnica com ASP30 e
uma ligagdo de hidrogénio com LYS26 da ACE2. J4a a ALA475 frequentemente formou uma ligagdo
ibnica com GLN24 da ACE2, mas foi evidenciada a formacdo simultanea de ligacdes com SER19 e
GLN24. Ainda, o THR500 geralmente formava uma ligacao de hidrogénio com TYR141, porém foram
observadas trés interagdes: ligages de hidrogénio com TYR41 e com ARG357 da ACE2.

Outras interagdes importantes foram observadas como GLN493 (VIQUE-SANCHEZ, 2021), que
estabeleceu interagdes idnicas regulares com LYS31 e GLU35 da ACE2 e ASN501 interagiu com
TYR41 da ACE2, além de formar ligagGes em outros momentos com ASP355. Além dessas interacoes,
foi observado o surgimento de novas liga¢des idnicas entre PHE486 do RBD e TYR83 da ACE2 durante
essa fase, reforcando a ideia de que o pico observado no SASA reflete um periodo de reestruturacéo
e reorganizagéo das interag8es intermoleculares. Por outro lado, residuos como ASP38 e GLU484, dos
quais apresentaram valores energéticos positivos, podem contribuir para a instabilidade local devido a
repulsdes eletrostaticas.

Conclusao

A dindmica das interag6es moleculares revelou que o residuo GLN493 desempenha um papel
central na estabilidade do complexo, formando interagBes de hidrogénio robustas ao longo da
simulacéo, principalmente com GLU35 e LYS31 da ACE2. A identificacdo de novas intera¢des, como
a ligagdo de VAL503 com GLN325 e a interacdo entre PHE486 do RBD e TYR83 da ACE2, durante
fases especificas da simulagdo, destaca a complexidade e dindmica adaptativa do complexo. Essas
novas interagcdes podem indicar mecanismos de ajuste conformacional que contribuem para a
estabilidade global do sistema, mesmo em face de flutuagbes estruturais.

Os resultados das simula¢des de dinAmica molecular realizadas com o complexo RBD da variante
Omicron do SARS-CoV-2 demonstram uma estabilidade estrutural significativa, apesar das flutuacdes
conformacionais observadas. As analises de RMSD e SASA indicam que o complexo mantém uma
conformacao geral estavel, com flutuacdes que refletem a flexibilidade adaptativa, caracteristica
importante para a funcionalidade do RBD na interacdo com o receptor ACE2. As analises energéticas
destacaram aminoacidos criticos, como o residuo LYS417, cujas interacdes robustas com ACE2 séo
fundamentais para a estabilidade da interface. Esses achados fornecem insights valiosos sobre as
interacdes intermoleculares que governam a ligacdo do RBD com a ACEZ2, contribuindo para um
entendimento mais profundo dos mecanismos moleculares subjacentes a infeccao pelo SARS-CoV-2
e potencialmente auxiliando no desenvolvimento de estratégias terapéuticas direcionadas.
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