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RESUMO

O surgimento de um novo coronavirus SARS-CoV-2 (agente causador da COVID-19)
na China no final de 2019 causou, e segue causando até o momento, preocupacdes
significativas em termos de saude publica mundial. A regido RBD (Receptor Binding
Domain) da glicoproteina trimérica Spike do coronavirus quando ligado ao receptor
celular humano ACE2 (Angiotensin-Converting Enzyme 2) formam um complexo
responsavel por permitir a entrada do virus na célula promovendo a COVID-19. Para a
realizacdo do estudo desse complexo e das suas proteinas individuais foi utilizado o
espalhamento de raios-X a baixo angulo (SAXS), sendo ele um método muito atil para a
caracterizacdo de proteinas em solucdo e analise dos parametros geométricos das
estruturas. Diante disso, o presente trabalho teve como objetivo, realizar uma analise
tedrica de SAXS a partir de simulaces de curvas espalhamento, utilizando estruturas
proteicas de alta resolucdo coletadas no banco de dados PDB (Protein Data Bank), da
proteina Spike em sua forma nativa e de suas variantes de preocupacdo. Além do que, 0
trabalho também buscou promover um estudo das interfaces de interacdo e
oligomerizacdo da proteina Spike nativa e analisar se os residuos mutados em suas
variantes fazem parte da interface de trimerizacdo e/ou da interface de formacdo do
complexo com a ACE2, verificando a influéncia dessas mutacfes na interacdo dessas
possiveis interfaces. Assim, diante das curvas simuladas das estruturas, foram obtidos
resultados relacionados a forma das proteinas, baseado no perfil de suas p(r), e dos seus
parametros estruturais, raio de giro (Rg) e didmetro méximo (Dmax). Também foram
adquiridos resultados referentes aos aminoacidos da Spike nativa responsaveis pela sua
interface de trimerizacgdo e interacdo na formagdo do complexo entre a glicoproteina e o
receptor ACE2. Além disso, foram obtidos dados relativos aos aminoacidos mutados
das variantes da proteina Spike e se avaliou a influéncia dessas muta¢des na interface de
oligomerizacdo do trimero e na interface de formacédo do complexo com a ACE2. Desse
modo, a analise dos resultados mostrou que as muta¢fes ndo fazem parte da interface de
trimerizacdo da proteina, porém, estdo presentes na regido RBD das variantes de
preocupacdo. Observou-se que as mutacbes ndo alteram a forma das estruturas,
entretanto, podem ser responsaveis pelas alteragdes dos parametros estruturais das
proteinas em solugdo. Além disso, se verificou que as mutacdes na RBD influenciam no
aumento da afinidade da proteina Spike na formagdo do complexo com a ACE2 e no
escape do virus do sistema imunoldgico humano. Logo, é necessario ressaltar a
importancia de se obter resultados experimentais de SAXS das estruturas estudadas em
solucdo, visando realizar um melhor estudo das proteinas e uma melhor comparacéo das
mesmas com suas estruturas obtidas por meio de cristalizagdo, sendo também
fundamental realizar uma analise de todas as mutacdes existentes na proteina Spike das
variantes além das presentes na regido RBD, assim possibilitando uma verificagdo mais
concreta da predominancia dessas variantes em relagéo a forma nativa do SARS-CoV-2.

Palavras-Chave: Proteina Spike. Receptor Binding Domain. SARS-CoV-2. SAXS.
Variantes de preocupacao.



ABSTRACT

The emergence of a new coronavirus SARS-CoV-2 (the causative agent of COVID-19)
in China at the end of 2019 caused and continues to cause significant concerns in terms
of global public health. The RBD (Receptor Binding Domain) region of the Spike
trimeric glycoprotein of the coronavirus when linked to the human cell receptor ACE2
(Angiotensin-Converting Enzyme 2) forms a complex responsible for allowing the entry
of the virus into the cell promoting COVID-19. To carry out the study of this complex
and its individual proteins, small angle X-rays scattering (SAXS) was used, which is a
very useful method for the characterization of proteins in solution and analysis of the
geometric parameters of the structures. In view of this, the present work aimed to carry
out a theoretical analysis of SAXS from simulations of scattering curves, using high-
resolution protein structures collected in the PDB (Protein Data Bank) database, of the
Spike protein in its native form and of its worry variants. In addition, the work also
sought to promote a study of the interaction and oligomerization interfaces of the native
Spike protein and to analyze whether the mutated residues in its variants are part of the
trimerization interface and/or the complex formation interface with ACE2, verifying the
influence of these mutations on the interaction of these possible interfaces. Thus, in
view of the simulated curves of the structures, results related to the shape of the proteins
were obtained, based on the profile of their p(r), and their structural parameters, radius
of gyration (Rg) and maximum diameter (Dmax). Results regarding the native Spike
amino acids responsible for its trimerization interface and interaction in the formation of
the complex between the glycoprotein and the ACE2 receptor were also acquired.
Furthermore, data related to the mutated amino acids of the Spike protein variants were
obtained and the influence of these mutations on the oligomerization interface of the
trimer and on the interface of complex formation with ACE2 was evaluated. Thus, the
analysis of the results showed that the mutations are not part of the protein trimerization
interface, however, they are present in the RBD region of the variants of concern. It was
observed that the mutations do not change the shape of the structures, however, they
may be responsible for changes in the structural parameters of the proteins in solution.
In addition, it was found that mutations in RBD influence the increase in the affinity of
the Spike protein in the formation of the complex with ACE2 and in the escape of the
virus from the human immune system. Therefore, it is necessary to emphasize the
importance of obtaining experimental SAXS results of the structures studied in solution,
aiming to carry out a better study of the proteins and a better comparison of the same
with their structures obtained through crystallization, and it is also essential to carry out
an analysis of all the existing mutations in the Spike protein of the variants in addition
to those present in the RBD region, thus enabling a more concrete verification of the
predominance of these variants in relation to the native form of SARS-CoV-2.

Keywords: Binding Domain Receiver. SARS-CoV-2. SAXS. Spike Protein. Variants of
concern.
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1. INTRODUCAO

Em dezembro de 2019 um novo e altamente patogénico coronavirus SARS-CoV-2
(Sindrome respiratdria aguda grave coronavirus-2, do inglés, Severe Acute Respiratory
Syndrome Coronavirus 2) iniciou um surto na cidade de Wuhan, localizada provincia de
Hubei na China, se espalhando rapidamente por todo o pais e para outros paises ao
redor do mundo, em que, a sua rapida disseminacdo internacional representou uma
emergéncia mundial em satde publica. Como resultado, o epicentro Wuhan e as cidades
vizinhas foram isolados para minimizar a disseminag&o continua e a OMS (Organizacao
Mundial da Sadde) anunciou uma Emergéncia de Salde Publica de importancia
internacional devido a disseminacdo rapida e global do SARS-CoV-2 (Lan, et. al.
2020).

Analises filogenéticas dos genomas de coronavirus revelaram que o SARS-CoV-2 é
um membro do género Betacoronavirus (pertencente a familia Coronaviridae), que
inclui SARS-CoV, MERS-CoV (Sindrome respiratoria do Oriente Médio coronavirus,
do inglés, Middle East Respiratory Syndrome Coronavirus), coronavirus relacionados a
SARS de morcego, bem como outros identificados em humanos e diversas espécies
animais (Lan, et. al. 2020).

Novos virus emergentes tém surgido e sdo principalmente de origem zoondtica, na
maioria das vezes sendo o resultado de uma transmissdo entre espécies. Isso pode
acontecer por meio de varios mecanismos de variagdo genética, gerando novas
caracteristicas que permitem que o virus se ligue e entre em uma nova célula hospedeira
com maior eficiéncia, evite o sistema imunoldgico e modifique sua viruléncia. Os virus
adquirem mutagdes ao longo do tempo, o que pode levar ao surgimento de novas
variantes, sendo as de preocupac¢do aquelas mais transmissiveis e provocam infeccdes
mais graves de Covid-19 (Shahhosseini N, et. al. 2021).

1.1. Proteina Spike e receptor celular humano ACE2

A infecgdo do virus SARS-CoV-2 se inicia a partir da interacdo da glicoproteina
Spike (proteina de adsorcdo viral) em seu envelope com o receptor celular humano
ACE2 (Enzima conversora da Angiotensina 2, do inglés, Angiotensin-Converting
Enzyme 2). Essa ligacdo forma um complexo heteromérico que desencadeia uma cascata
de eventos responsavel pela fusdo entre a membrana celular viral e humana, assim
permitindo a entrada do virus na célula (Lan, et. al. 2020).

Os coronavirus usam a glicoproteina Spike homotrimérica (compreendendo uma
subunidade 1 (S1) e uma subunidade 2 (S2) em cada monémero da Spike) no envelope
(Figura 1) para se ligar aos seus receptores celulares. A regido RBD (Dominio de
ligacdo ao receptor, do inglés, Receptor-Binding Domain) da proteina Spike do SARS-
CoV-2 e sua interacdo com o receptor celular ACE2 mostraram que a ligacdo com o
receptor induz a dissociacdo do S1 com o ACE2, levando o S2 a transitar de uma preé-
fusdo metaestavel para uma pos-fusdo estdvel que é essencial para a fusdo da
membrana. Portanto, o reconhecimento de proteinas de adsorcao viral e de receptores
celulares € um determinante importante para a transmissao e tropismo de um virus em
células e tecidos (Wang, et. al. 2020).
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Figura 1: Diagramas de fita das estruturas do ectodominio SARS-CoV-2 S (A) junto as subunidades S1
SARS-CoV-2 (B) e S2 SARS-CoV-2 (C) (Walls, et. al. 2020).

Nos estudos feitos por Benton, dos trimeros da Spike analisados, dois tercos foram
ligados a ACE2 (Benton, et. al. 2020). Das espécies ndo ligadas, foram observadas
particulas de boa qualidade na conformacdo fechada ndo ligada e um nudmero
consideravel de particulas ndo ligadas com um RBD aberto, bem como alguns em uma
conformacdo intermediaria, com uma forma fechada menos compacta, ligada a um
unico RBD desordenado. Entdo, a partir dos dados relacionados a representacdo das
superficies das estruturas obtidas, as duas conformacgdes mais predominantes na amostra
sdo da proteina Spike com uma regido RBD aberta (16%) e da Spike com uma Unica
RBD aberta liga a uma unica ACE2 (28%), sugerindo que o complexo da Spike ligado a
ACE2 totalmente aberto é provavelmente metaestavel (Benton, et. al. 2020).

1.2. Variantes de preocupacdo B.1.1.7, B.1.351, P.1 e B.1.617.2

Uma variante de preocupacdo é aquela para a qual ha evidéncia de aumento na
transmissibilidade, maior gravidade na doenca (por exemplo, aumento de
hospitalizacbes ou mortes), reducdo significativa na neutralizacdo por anticorpos
gerados durante infeccdo ou vacinacdo anterior, eficacia reduzida de tratamentos ou
vacinas ou falhas na deteccdo diagnostica (Gobeil, et. al. 2021).

A variante Alfa ou B.1.1.7 surgiu no Reino Unido em setembro de 2020 e se
espalhou pelo mundo, com relatos de aumento da transmissibilidade, viruléncia e
mortalidade. Além da mutagdo D614G, uma substituicdo na regido RBD da Spike
N501Y resultou em uma melhor afinidade com o receptor ACE2. A mutagdo N501Y,
sozinha ou em combinagdo com a delegdo AH69/V70 no NTD (Dominio N-terminal, do
inglés, N-Terminal Domain), ou a mutacdo na subunidade S2 P681H, ndo afeta
substancialmente a neutralizacdo do soro induzida pelas vacinas atuais (Gobeil, et. al.
2021).

A variante Beta ou B.1.351 foi descoberta por volta de outubro de 2020, na Africa
do Sul, momento em que ocorreu a segunda onda da epidemia de SARS-CoV-2 no pais.
Em particular, a proteina Spike dessa variante contém a substituicdo D614G e nove
mutacgdes adicionais, incluindo um conjunto de mutagées no NTD; trés substituicdes,
K417N, E484K e N501Y na regido RBD; e uma mutacdo A701V perto do local de
clivagem da furina (Wang Y, et. al. 2021).

A variante Gamma ou P.1, encontrada no Brasil em dezembro de 2020, emergente
da linhagem B.1.1.28, tornou-se uma variante dominante no pais. Essa variante, além da
mutacdo D614G, contém 12 mutagdes na sua Spike, incluindo K417T, E484K e N501Y
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no RBD; L18F, T20N, P26S, D138Y e R190S no dominio N-terminal NTD; e H655Y
perto do local de clivagem da furina (Wang P, et. al. 2021).

Por fim, a variante Delta ou B.1.617.2 surgiu em outubro de 2020 na india, se
espalhando rapidamente para até 135 paises em de agosto de 2021. A variante Delta
abriga multiplas mutagdes na proteina Spike, incluindo duas substituicdes L452R e
T478K na regido RBD; a substituicdo D614G; um conjunto de mutagcdes no dominio N-
terminal NTD; e mais duas substituicdes perto do sitio de clivagem da furina e no HR1
(Repeticdo Heptad 1, do inglés, Heptad Repeat 1) (Wang Y, et. al. 2022).

1.3. Espalhamento de raios-X a baixo angulo (SAXS)

O espalhamento de raios-X a baixo angulo SAXS (do inglés, Small Angle X-rays
Scattering) é um método muito Gtil para a caracterizagdo estrutural de proteinas
ordenadas e desordenadas em solucdo. Possui a funcdo de fornecer informacbes sobre
os tamanhos e formas de proteinas e complexos em tamanhos moleculares que variam
de alguns KDa a GDa sob varias condicGes experimentais, que variam de extrema (alta
pressdo, alta temperatura, congelamento criogénico, entre outros) até o seu estado
nativo. SAXS é um dos poucos métodos que permitem caracterizar quantitativamente a
polidispersidade conformacional, em particular, de macromoléculas completamente ou
parcialmente desordenadas, isso inclui proteinas de multiplos dominios, na presenca ou
auséncia de ligantes (Kikhney, et. al. 2015).

A configuracdo de um experimento de SAXS (Figura 2) se da a partir de uma
solucdo de particulas que é iluminada por um feixe de raios-X monocromatico
colimado, no instante em que esses raios-X entram em contato com a solucédo eles sdo
espalhados e esse espalhamento é registrado por um detector de raios-X (Kikhney, et.
al. 2015).

]
.
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sarmple in :
solution tetector scattering curve

Figura 2: Configuracdo de um experimento de SAXS (Kikhney, et. al. 2015).

Os experimentos mais avancados de SAXS, geralmente, sdo conduzidos em fontes
de sincrotron pelo fato de fornecerem raios-X de alto brilho e intensidade (Svergun, et.
al. 2013).

1.3.1. Vetor de Espalhamento q

O vetor de espalhamento q é definido pela diferencga vetorial entre o feixe de raios-
X que emerge da amostra sem interagir com a mesma e aquele que é espalhado e atinge
0 detector numa dada posicéo (Itri, et. al. 2015) como visto na Figura 3 e definido na
equacéo (1).
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Figura 3: Esquema do vetor de espalhamento q (ltri, et. al. 2015).

q = Kourz — Kout- (1)

Os vetores Kk .2 € ko1 S0 chamados vetores de onda, em que sua direcdo aponta
para a direcdo de propagacdo da onda eletromagnética. Ambos sdo definidos como K;

, 2 . .
(semelhante ao nimero de onda), em que, K; = /1—” em que A; é o comprimento de onda
i
da radiacao.
Para pequenos angulos (26) podemos considerar um espalhamento elastico onde ha
uma conservacao energia da radiacao incidente espalhada, em que, consequentemente o

comprimento de onda nédo é alterado durante o processo. A partir da equacgédo do efeito
Compton se tem que:

Ar — ;=44 = A.(1 — cos(0)). 2
Para 6 muito pequeno cos(6) = 1, ou seja, 44 = 0, implicando em A, = 4;, e
entdo desprezamos o efeito Compton.

A partir da Figura 3, usando o teorema dos cossenos (Rezende, et. al. 2000)
podemos deduzir o médulo do vetor espalhamento q:

qz = kout12+ koutzz - Zkoutlkoutzcos(ze)r
2 2
g% = (27”) + (27”) - 227”27”605(29),

8m?
q* = - (1 — cos(26)).

Como 1 — cos(26) = 2sen(8)? temos que o mddulo do vetor de espalhamento q é
dado por:
_ Amsen(6) (3)
=—F

em que A é o comprimento de onda do feixe e 8 o angulo de espalhamento.
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1.3.2. Intensidade de Espalhamento I(q)

No momento em que o detector de raios-X registra o padrdo de espalhamento da
solucdo da amostra, o solvente puro também é coletado e subtraido desse espalhamento,
deixando apenas o sinal das particulas de interesse (Kikhney, et. al. 2015). O padréo de
dispersdo resultante esta relacionado com a forma geral e o tamanho das particulas
estudadas.

Devido as orientagdes aleatérias das particulas em solucdo, o padrdo de
espalhamento € isotrépico e, portanto, o padrdo de espalhamento registrado, geralmente,
por um detector bidimensional pode ser calculado radialmente (Kikhney, et. al. 2015).

A intensidade de espalhamento I(q) é representada como uma funcdo da
transferéncia de momento q, representada por:

I(q) = (A(@A(q)")o, (4)

com (), representando a média esférica e a amplitude de dispersdo A(q) é uma
transformada de Fourier da densidade de elétrons em excesso, sendo ela:

A(q) = pr(r)eiq'rdr, (5)

e 4,(r) = p(r) — ps, com p(r) a densidade eletronica da particula, p; a densidade
eletrbnica do solvente e r o vetor posicdo de cada atomo. Esses padrdes de disperséo
isotropica sdo exibidos como curvas unidimensionais de média radial 1(q) (Kikhney, et.
al. 2015).

1.3.3. Lei de Guinier

Uma grandeza que pode ser extraida diretamente das curvas de SAXS é o raio de
giro, Rg, da particula espalhadora (Itri, et. al. 2015). Tal grandeza relaciona como a
massa de uma dada particula esta distribuida ao redor de seu centro de massa, podendo
ser visto analogamente como raio de inércia da mecanica classica.

O raio de giro esta relacionado ao deslocamento do centro de massa da proteina em
relacdo a um eixo, quanto mais volume possuir uma proteina, maior o seu raio de giro,
ou seja, podemos dizer, por exemplo, que quando uma proteina esta desestruturando, o
seu raio de giro estd aumentando (Mariano, et. al. 2021).

A Equacéo de Guinier pode ser escrita como:

—q?R%

1(q) = 1(0)e™ 3. (6)

A equacdo de Guinier é vélida para angulos proximos de 0, quando g — 0 e
q.-Rg < 1,3.
Aplicando logaritmo natural em ambos os lados da equacéo (6), observamos que:
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_ ZRZ

ln(](q)) = ln(I(O)) + In eTg,

2
n(1(q)) = —qz.Rg—g + In(1(0)). (7

Para um sistema monodisperso, a partir da equagdo (7), podemos determinar
experimentalmente o raio de giro da particula realizado por meio do grafico de Guinier
In(1(q)) X q*. Quando temos q = 0 implica que In(I(q)) = In(I(0)), portanto
I1(q) = 1(0), ou seja, I(0) é uma constante que pode ser obtida experimentalmente por
Guinier através do coeficiente linear da equagdo. Também notamos que Rg*/3é
proporcional ao coeficiente angular da reta, ou seja, o raio de giro pode ser calculado
experimentalmente a partir da inclinacéo da reta.

1.3.4. Funcéo de distribuicéo de pares p(r)

A p(r) (funcdo de distribuicdo de pares) contém a mesma informacdo da
intensidade de espalhamento I(q), mas a representacdo da p(r) no espaco real € mais
intuitiva (Svergun, et. al. 2003). Sendo r o par de distancia entre dois elétrons dentro da
particula (fontes espalhadoras), a funcdo p(r) nos fornece informacdes sobre a
geometria da particula espalhadora e é proporcional a distribuicdo de distancias entre
elementos espalhadores dentro de uma dada particula (Itri, et. al. 2015). Para sistemas
ndo interagentes, ela pode ser obtida através de uma transformada inversa de Fourier a
partir da fungéo 1(q),

1 o
p) = 5 | 1@arsen(arida. ®
0

Para p(r) = 0, r = Dmax, assim obtendo o didmetro méximo Dmax da
particula.

Da p(r) é possivel obter o valor do raio de giro da particula através do valor
esperado de r? da distribuicdo de distancia da particula ao redor centro de sua
distribuicdo de densidade de comprimento (Svergun, et. al. 2003):

) ODméx p(r)ridr
2 ODméx p(r)dr .

2
)

©)

Assim, de uma andlise direta de uma curva de SAXS via funcdo p(r), podemos
obter informacgdo do Dmax, Rg e da geometria da particula (Itri, et. al. 2015).

Além disso, informagdes sobre a forma da particula em solugdo podem ser
deduzidas visualmente da p(r). A Figura 4 apresenta padrbes de espalhamento e p(r)
caracteristicos de objetos geométricos com mesmo Dmax (Svergun, et. al. 2003).
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Figura 4: Intensidades de espalhamento e funcéo de distribuicdo de pares p(r) para diferentes objetos
geometricos (Svergun, et. al. 2003).

Em geral, as curvas de espalhamento sdo0 um pouco menos instrutivas do que as
fungBes p(r) (Svergun, 1992). Particulas globulares (curva vermelha) exibem p(r) em
forma de sino com um maximo em torno de Dmax/2. Particulas alongadas tém
distribuicbes distorcidas com um pico bem definido em pequenas distancias,
correspondentes ao raio da sua secdo transversal (curva verde). Particulas achatadas
exibem um pico bastante amplo (curva amarela), deslocado para distancias menores que
Dmax /2, porém ndo tanto quanto o maximo das alongadas. Um méaximo deslocado
para distancias maiores que Dmax /2 geralmente indica uma particula oca (curva Azul).
Particulas em formato de halteres, que consistem de subunidades bem separadas, podem
apresentar mais de um maximo, o primeiro corresponde as distancias entre as
subunidades, ja os outros correspondem aos formatos das préprias subunidades (curva
rosa) Particulas muito anisométricas (ndo isométricas) produzem curvas em
espalhamento sem caracteristicas, que decaem muito mais lentamente do que as de
particulas isométricas com formatos bem definidos. As distancias que ocorrem com
mais frequéncia se manifestam como maximos ou ombros nos padrdes de dispersdo
(ombro em g = 0,1nm no espalhamento da curva rosa) (Svergun, et. al. 2003).

1.4. Pacote de programas ATSAS

O pacote ATSAS consiste em um conjunto abrangente de programas para a analise
de dados de espalhamento de raios-X a baixo angulo de nano particulas ou de solugcdes
de macromoléculas bioldgicas diluidas. Ele contém aplicacdes voltadas para avaliagéo e
processamento de dados primarios, métodos para a analise de flexibilidade e misturas,
modelagem de esferas ab initio e validagdo de modelos. Ademais, conta com
abordagens que utilizam informacdes de cristalografia de raios-X, espectroscopia de
RMN (Ressonancia Magnética Nuclear) ou modelagem de homologia atomistica para
construir modelos hibridos com base nos dados do espalhamento (Manalastas-Cantos,
et. al. 2021). O pacote também contém modulo para modelagem interativa com o
sistema grafico molecular PyMOL.
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1.4.1. Programa de avaliacdo e manipulacdo de modelos CRYSOL

Utilizando a expansdo multipolar para calculo rapido do padrdo de dispersdo de
média esférica e levando em consideracdo a camada de hidratacdo, o programa
CRYSOL avalia o espalhamento em solucdo de macromoléculas com estrutura atémica
conhecida. Dadas as coordenadas atdmicas usando como entrada um arquivo PDB
(Banco de dados de proteina, do inglés, Protein Data Bank), ele pode prever a curva de
espalhamento da solugdo ou ajustar a estrutura atomica curva de espalhamento
experimental utilizando o volume médio de solvente deslocado por grupo atbmico e o
contraste da camada de solvatacdo (Svergun, et. al. 1995).

A curva de SAXS de uma proteina em uma solucdo suficientemente diluida é
proporcional ao espalhamento de um unico objeto espalhador. A intensidade de
espalhamento pode ser descrita como:

1(q) = (|4(q) — poAs(q) + 5pAp(@)|?)o, (10)

em que, A,(q) é a amplitude espalhada para proteina no vacuo, A;(q) e A,(q) séo
respectivamente, as amplitudes de espalhamento para o volume excluido (solvente) e
para a camada de hidratacdo, ambas com densidade eletrdnica respectivamente, p; € py.
A contribuicdo da amplitude é acrescida por §pA,(q) onde 6p = p, — ps. O simbolo
( )q significa a promediacdo da média.

Quando a estrutura cristalografica da proteina é conhecida, a amplitude
1(q) pode ser determinada utilizando método de expansdo multipolar. O Unico
parametro desconhecido que precisa ser ajustado é o volume excluido da proteina, V, e a
diferenga entre a densidade eletronica entre o solvente e a camada de hidratagdo. Esses
parametros e um fator de escala c, s&o obtidos num procedimento de ajuste utilizando o
programa CRYSOL (Svergun, et. al. 1995). Assim a intensidade de espalhamento
obtida experimentalmente por SAXS e a I(q) obtida por simulacéo (10) a partir de um
banco de dados de proteinas podem ser comparadas:

Np
1O [Le(a) — cl(qi 70, 8p)]
K00 = N_p; l a(q:) ’ (11)

em que N, € o nimero de pontos experimentais, I(q;, 1o, 6p) € o perfil calculado, a(q;)
sdo os erros da intensidade experimental 1,(g;) e c € o fator de escala entre os dados
experimentais e 0 modelo cristalogréafico.

1.4.2. Programas de processamento de dados experimentais GNOM e PRIMUS

O GNOM ¢ um programa de transformac&o indireta para lidar com dados de SAXS.
Ele 1é curvas de espalhamento em uma dimens&o, que podem ser afetadas por distor¢do
instrumental, e utiliza a transformada inversa de Fourier para gerar e avaliar a sua
funcdo de distribuicdo de pares p(r) (para sistemas monodispersos) ou a fungéo de
distribuicdo de tamanhos D(R) (para sistemas polidispersos) (Svergun, 1992).
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O programa PRIMUS realiza manipulagbes utilizando arquivos de curvas
experimentais de SAXS e avalia pardmetros oriundos dos graficos de Guinier e Porod,
como raio de giro, volume de Porod, 1(0) e peso da molécula (Konarev, et. al. 2003).

1.5. FoXS Server

FoXS é um servidor da web capaz de realizar o célculo rapido e preciso de uma
curva teorica de SAXS de uma determinada estrutura atbmica e comparar com 0 seu
perfil experimental, sendo isso um componente basico em qualquer modelagem atémica
baseada em SAXS. O servidor possui uma capacidade exclusiva de contabilizar varios
estados que contribuem para um Unico perfil de SAXS observado. Os estados multiplos
podem corresponder a heterogeneidade conformacional (conformagdes mdltiplas da
mesma proteina ou complexo) e/ou heterogeneidade composicional (contetido variével
das moléculas de proteina e ligantes no sistema) (Schneidman-Duhovny, et. al. 2016).

A entrada para o servidor web é um arquivo de formato PDB e um perfil SAXS
experimental caso esteja disponivel. O FoXS calcula o perfil tedrico e o gera como um
arquivo de texto e como um gréafico de log(I(q)) % q. O perfil é calculado usando a
férmula de Debye (12) para espalhadores esféricos (Glatter, et. al. 1982),

N N sen(qri-)
1(q) = Z Z]: file)fi(q) TJ’ (12)

em que, N é o numero de atomos na molécula, r;; € a distancia euclidiana entre esses
atomos, e f;(q) e fj(q) representam os fatores de forma atdmica isotropica dos
atomos i e j. O fator de forma f;(q) leva em consideracdo o solvente deslocado, bem
como a camada de hidratacdo (Schneidman-Duhovny, et. al. 2010). O ajuste adequado é
calculado minimizando a funcdo y2 em relagdo a ¢, dado por:

I.(q;) — cl(qy)
N ZI a(qy) l ' (13)

em que N, € o nimero de pontos experimentais, /(q;) € o perfil calculado, a(q;) sédo os
erros da intensidade experimental I,(q;) e ¢ é o fator de escala entre os dados
experimentais e 0 modelo cristalogréafico.

1.6. Programa PISA (Protein Interfaces, Surfaces and Assemblies)

O programa PISA, pertencente ao pacote de programas CCP4 (Winn, et. al. 2011),
é uma ferramenta interativa para a exploragdo de interfaces macromoleculares
(proteinas, DNA/RNA e ligantes), previsdo de estruturas quaternarias provaveis
(conjuntos), pesquisas em bancos de dados de interfaces e conjuntos estruturalmente
semelhantes, bem como pesquisas em varias montagens e parametros de entrada PDB
(Krissinel, et. al. 2007).
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2. OBJETIVO

2.1. Objetivo geral

Este trabalho teve como objetivo, a partir de estruturas de proteinas resolvidas que
estdo depositadas no banco de dados PDB realizar uma analise estrutural tedrica de
SAXS da forma nativa e das variantes B.1.1.7, B.1.351, P.1 e B.1.617.2 da proteina
Spike do virus Sars-CoV-2, em que, diante dessas estruturas, tambeém serda verificado se
os residuos mutados fazem parte das interfaces de oligomerizacdo da Spike e/ou na
formacéo do complexo com a ACE2.

2.2. Objetivos especificos

Neste projeto serdo utilizadas informagdes estruturais da proteina do dominio
extracelular (ectodominio) da proteina Spike do virus SARS-CoV-2, da enzima ACE2
que atua como receptor na célula humana e do complexo formado entre ambas. Diante
disso, este projeto apresenta como objetivos especificos:

e Compreender as interfaces de oligomerizacdo do trimero da proteina Spike
isolada, e da interacdo entre a regido RBD da Spike com o receptor celular
humano ACEZ2;

e Verificar em quais residuos ocorrem as mutacfes na proteina Spike de cada
variante;

e Analisar se os residuos mutados nas variantes da Spike fazem parte da interface
de trimerizacdo e/ou da interface da formacdo do complexo com a ACEZ2,
verificando a influéncia dessas mutacdes na interacdo dessas possiveis
interfaces;

¢ Realizar estudos envolvendo os conceitos relacionados a estruturas de proteinas,
0s conceitos tedricos de SAXS e o entendimento de variados programas de
analise de dados, como o servidor da web FoXS, os programas pertencentes aos
pacotes ATSAS e o programa PISA;

e Construir curvas de SAXS simuladas das proteinas individuais do trimero da
Spike nos seus diferentes estados, regido RBD aberta e fechada, do complexo
formado entre a regido RBD da Spike e com o receptor celular humano ACE2, e
do complexo formado entre o trimero da regido completa do dominio
extracelular da Spike com a ACE2. Diante disso, sera feita uma analise dessas
curvas com o intuito de obter informacbes tedricas sobre os pardmetros
estruturais dessas proteinas.

3. METODOLOGIA

3.1. Obtencéo e andlise das curvas de SAXS e estruturas de alta resolucao

A curva de SAXS e estrutura proteica da regido RBD da Spike isolada foram
obtidas através do banco de dados biologicos de espalhamento a baixo angulo SASBDB
(do inglés, Small Angle Scattering Biological Data Bank) (Kikhney, et. al. 2019) sendo
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elas obtidas através do cddigo SASDJG4 (Custodio, et. al. 2020). Ja as estruturas
proteicas utilizadas foram obtidas através do banco de dados PDB (Berman, et. al.
2000), sendo elas:

e As proteinas do dominio extracelular da Spike nativa isolada através dos codigos
BVXX (Walls, et. al. 2020) e 6VYB (Walls, et. al. 2020), em que pode ser
verificada a sua possivel interface de trimerizacao;

e O complexo formado entre a enzima ACE2 e o dominio de ligacdo RBD da
Spike nativa através do cddigo PDB 6MO0J (Lan, et. al. 2020), em que pode ser
verificada a sua interface de interacdo;

e Os complexos formados entre a enzima ACE2 e a proteina do dominio
extracelular da Spike nativa isolada através dos codigos PDB 7A94 (Benton, et.
al. 2020), 7A97 (Benton, et. al. 2020) e 7A98 (Benton, et. al. 2020);

e As proteinas do dominio extracelular da Spike isolada com uma regido RBD
aberta 7R14 (Alfa ou B.1.1.7) (Wrobel, et. al. 2022), 8DLL (Beta ou B.1.351)
(Mannar, et. al. 2022), 8DLO (Gamma ou P.1) (Mannar, et. al. 2022) e 7TWG9
(Delta ou B.1.617.2) (Cui, et. al. 2022) em que pode ser verificada a sua
possivel interface de trimerizacdo e quais residuos mutados realizam essas
interacdes;

e Os complexos formados entre a enzima ACE2 e o dominio de ligacdo RBD da
Spike através dos codigos 8DLK (Alfa ou B.1.1.7) (Mannar, et. al. 2022), 8DLN
(Beta ou B.1.351) (Mannar, et. al. 2022), 8DLQ (Gamma ou P.1) (Mannar, et.
al. 2022), e 7TEW (Delta ou B.1.617.2) (Saville, et. al. 2022) em que pode ser
verificada a sua interface de interacdo e quais residuos mutados fazem parte
dessas interagdes;

e Os complexos formados entre uma enzima ACE2 ligada a uma regido RBD
aberta da proteina do dominio extracelular da Spike isolada através dos cédigos
8DLJ (Alfa ou B.1.1.7) (Mannar, et. al. 2022), 7V XD (Beta ou B.1.351) (Wang
Y, et. al. 2021) e 7W98 (Delta ou B.1.617.2) (Wang Y, et. al. 2022).

Os codigos PDB 6VSB, 6VYB, 7R14, 8DLL, 8DLO e 7WG9, referentes ao
ectodominio da Spike isolada, possuem cerca 1284 residuos em sua sequéncia, tendo
somente o dominio de ligagdo RBD (residuos 329 a 544) da Spike disponivel no
complexo formado com a ACE2, de cddigos PDB 6M0J, DLK, 8DLN, 8DLQ e 7TEW.

Inicialmente, a partir de arquivos do PDB, serdo analisadas as interfaces das
proteinas e suas mutagdes em cada variante, buscando verificar se os residuos mutados
nas variantes da Spike que fazem parte da interface de trimerizagéo e/ou da interface de
formacdo do complexo com a ACE2. Assim, utilizando o programa PISA, sera feita
uma verificacdo de suas interfaces para analisar a influéncia dessas mutacfes na
interacdo dessas possiveis interfaces.

E importante destacar que as possiveis interfaces de oligomerizagéo, assim como
os complexos formados a priori podem ser biologicamente ativos ou apenas artefatos da
cristalizacdo, devido a isso ressaltamos a importancia desse estudo.
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3.2. Simulacgao das curvas de SAXS e célculo dos parametros estruturais

Para gerar as curvas de SAXS a partir das estruturas de alta resolucdo foram
utilizados os programas do pacote ATSAS (Manalastas-Cantos, et. al. 2021) e o
servidor da web FoXS (Schneidman-Duhovny, et. al. 2016). As curvas das proteinas
foram simuladas utilizando o programa CRYSOL (Svergun, et. al. 1995) e o servidor da
web FoXS (Schneidman-Duhovny, et. al. 2016), em que se obteve um espalhamento
tedrico dessas estruturas. Dessa forma, visando adquirir mais informagdes, foi efetuada
uma comparagao entre os dados das curvas obtidas pelos diferentes programas.

A partir das curvas tedricas geradas pelos programas CRYSOL e FoXS, foram
calculados o Rg tedrico a partir de uma analise de Guinier utilizando o programa
PRIMUS (Konarev, et. al. 2003), e gerada a funcdo de pares de distancias p(r) teorica
utilizando o programa GNOM (Svergun, 1992), em que, a partir dela também se obteve
0 Rg, assim como, o seu Dmax teorico.

4. RESULTADOS

4.1. Simulacdo das curvas de SAXS e célculos dos parametros estruturais da
proteina Spike nativa

O espalhamento de raios-X a baixo angulo tornou-se uma técnica amplamente
utilizada para a caracterizagdo estrutural de moléculas em solugdo. O perfil SAXS de
uma macromolécula, 1(g), é calculado subtraindo o perfil SAXS do tampdo do perfil
SAXS da macromolécula no tampéo. O perfil pode ser convertido em uma distribuicao
aproximada de distancias atbmicas emparelhadas da macromolécula p(r) por meio de
uma transformada inversa de Fourier. A modelagem atdmica baseada em SAXS pode
ser usada em uma ampla gama de aplicacBes, como comparacgdo de solucdes e estruturas
cristalinas, modelagem de regides ausentes na estrutura de alta resolucdo e determinacéo
de estados biologicamente relevantes do cristal.

4.1.1. Regido RBD da Spike isolada

O ectodominio da proteina Spike fortemente glicosilada forma um trimero onde
cada protdbmero consiste em uma subunidade S2 central e uma subunidade S1 distal.
Cada subunidade S1 compreende um dominio de ligagdo ao receptor RBD que quando
isolada e em solugdo possui certa conformagdo com parametros a serem analisados.

Na Figura 6 sdo apresentados os resultados relacionados aos ajustes, realizados nos
programas FoXS e CRYSOL, da estrutura proteica de alta resolucdo da regido RBD
isolada (Figura 5) a curva experimental. Ja na Figura 7 s&o exibidas as curvas simuladas
da mesma estrutura proteica nos programas CRYSOL e FoXS e as p(r) geradas a partir
dessas curvas e da curva experimental. Na Tabela 1 é sdo expostos o0s parametros
estruturais das estruturas, Rg e Dmax, obtidos através da curva experimental e das
curvas simuladas, em que, também foram exibidos os erros relacionados aos dados
calculados das curvas simuladas em relagdo aos dados da curva experimental.
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Figura 5: Estrutura proteica da regido RBD da Spike isolada obtida no banco de dados SASBDB através
do cédigo SASDJG4 (Custddio, et. al. 2020). A estrutura é mostrada como cartoon.
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Figura 6: Ajustes da estrutura proteica realizados nos programas FoXS e CRYSOL da regido RBD da
Spike isolada a sua curva experimental. A curva e o a estrutura foram obtidas no banco de dados
SASBDB através do cddigo SASDJG4 (Custddio, et. al. 2020).
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Figura 7: (A) Curvas de SAXS simuladas nos programas FoXS e CRYSOL da estrutura proteica obtida
no SASBDB através do codigo SASDJGA4. (B) p(r) geradas a partir das curvas simuladas e da curva
experimental de cddigo SASDJG4 depositada no SASBDB.

Tabela 1: Parametros estruturais calculados da regido RDB da Spike isolada obtida no banco de dados
SASBDB através do codigo SASDJG4 junto ao erro percentual das curvas simuladas em relacéo a curva
experimental.

Parametros Experimental CRYSOL FoXS Erro CRYSOL (%) Erro FoXS (%)
Rg (Guinier) (nm) 2,9 2,8 2,8 34 34
Rg (p(r)) (nm) 3,0 31 29 33 33

Dmax (nm) 11 11 11 0 0
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No programa PyMOL, foi realizada a sobreposi¢do da estrutura da regido RBD
isolada em solucdo (Figura 8) com sua estrutura cristalizada (Figura 9) sendo essa
sobreposicdo exposta na Figura 10. Nas Figuras 8 e 9 sdo mostradas as estruturas
secundérias (Hélices Alfa e Folhas Beta) com mdltiplas cores da regido RBD, sendo
possivel notar o N-Terminal (azul) e C-Terminal (vermelho) em ambas. J& na Figura 10
sdo mostrados os dominios sobrepostos de ambas as estruturas terciarias com duas
diferentes cores (SASDJG4: verde e 6MO0J: azul claro).

Figura 8: Estrutura proteica da regido RBD da Spike isolada obtida no banco de dados SASBDB através
do codigo SASDJG4 (Custddio, et. al. 2020). Estrutura foi colorida do N-Terminal (vermelho) ao C-
Terminal (azul). A estrutura é mostrada como cartoon.

Figura 9: Estrutura proteica da regido RBD da Spike isolada em cristalografia, obtida através do
complexo SARS-CoV 2 RBD e ACE2, coletada no banco de dados PDB por meio do cédigo 6MO0J (Lan,
et. al. 2020). Estrutura foi colorida do N-Terminal (vermelho) ao C-Terminal (azul). As estrutura é
mostrada como cartoon.
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Figura 10: Estrutura proteica da regido RBD da Spike isolada em solugdo (SASJG4: verde) sobreposta a
sua estrutura cristalizada (6MO0J: azul claro). As estruturas séo mostradas como cartoon.

4.1.2. Regido completa do dominio extracelular da Spike isolada

A proteina Spike é uma proteina de fusdo trimérica que existe em uma conformacéo
de pré-fusdo metaestavel que sofre um rearranjo estrutural substancial para fundir a
membrana viral com a membrana da célula hospedeira. Para se engajar em um receptor
de célula hospedeira, 0 RBD em S1 sofre movimentos em sua conformagéo que ocultam
ou expdem transitoriamente os determinantes da ligacdo ao receptor. Esses dois estados
sdo chamados de conformacdo fechada, onde corresponde ao estado inacessivel ao
receptor, como mostrado na Figura 11, e conformacdo aberta, onde corresponde ao
estado acessivel ao receptor, como mostrado na Figura 13.

Nas Figuras 11 e 13 sdo apresentadas as curvas de SAXS simuladas nos programas
CRYSOL e FoXS relacionadas as estruturas proteicas apresentadas, respectivamente,
nas Figuras 12 e 14, e as p(r) geradas com base nessas curvas. Ja nas Tabelas 2 e 3 sdo
exibidos os pardmetros estruturais tedricos, Rg e Dmax, obtidos através das curvas e
p(r) geradas.



32

Figura 11: Estrutura da proteina trimérica (roxo, verde e azul) da regido completa do dominio
extracelular da Spike isolada com a regido RBD fechada de codigo 6V XX. A estrutura foi rotacionada
90° em relagéo ao eixo z. As estruturas sdo mostradas como cartoon (A) e superficie (B).
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Figura 12: (A) Curvas simuladas nos programas CRYSOL e FoXS da estrutura proteica de codigo
6VXX. (B) p(r) geradas a partir das curvas simuladas.

Tabela 2: Parametros estruturais calculados da estrutura proteica de c4digo 6V XX a partir de suas curvas
simuladas e de suas p(r) geradas.

Parametros CRYSOL FoXS
Rg (Guinier) (nm) 49 4.8
Rg (p(r)) (nm) 4.9 5,0
Dmaéx (nm) 17 17,1
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Figura 13: Estrutura da proteina trimérica (roxo, verde e azul) da regido completa do dominio
extracelular da Spike isolada com uma regido RBD aberta de codigo 6V YB. A estrutura foi rotacionada
90° em relagéo ao eixo z. As estruturas séo mostradas como cartoon (A) e superficie (B).

log 1(q)

q(nm")

p(r)

08+

06+

044

024

00

+ BVYB-FoXS
+ BVYB-CRYSOL

T T T T T T ? T
4 6 8 0 12 14 16 18
r(nm)

Figura 14: (A) Curvas simuladas nos programas CRYSOL e FoXS da estrutura proteica de codigo
6VYB. (B) p(r) geradas a partir das curvas simuladas.

Tabela 3: Pardmetros estruturais calculados da estrutura proteica de cddigo 6VVYB a partir de suas curvas
simuladas e de suas p(r) geradas.

Parametros CRYSOL FoXS
Rg (Guinier) (nm) 5,0 49
Rg (p(r)) (nm) 5.2 50
Dmaéx (nm) 17,5 17,5

4.1.3. Complexo formado entre o receptor ACE2 e a regido RBD da Spike

A ligacédo da regido RBD da Spike ao receptor ACE2 forma um complexo que é um
passo inicial critico para que o SARS-CoV-2 entre nas células-alvo, sendo possivel
obter as estruturas resolvidas desses complexos por meio de cristalografia.
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Na Figura 16 sdo exibidas as curvas de SAXS simuladas nos programas CRYSOL e
FoXS, relativa ao complexo proteico exibido na Figura 15 e as p(r) criadas a partir
dessas curvas. J4 na Tabela 4 sdo mostrados os parametros estruturais tedricos, Rg e
Dméx, obtidos através das curvas e p(r) geradas.

A B

Figura 15: Estrutura proteica do complexo formado entre a enzima ACE2 (verde) e a regido RBD da
Spike (azul claro) de cédigo 6MO0J. As estruturas sdo mostradas como cartoon (A) e superficie (B).
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Figura 16: (A) Curvas simuladas nos programas CRYSOL e FoXS da estrutura proteica de codigo 6M0J.
(B) p(r) geradas a partir das curvas simuladas.

Tabela 4: Pardmetros estruturais calculados da estrutura proteica de codigo 6MO0J a partir de suas curvas
simuladas e de suas p(r) geradas.

Parametros CRYSOL FoXS
Rg (Guinier) (nm) 32 31
Rg (p(r)) (nm) 33 32
Dméx (nm) 10,6 10,7

4.1.4. Complexo formado entre o receptor ACE2 e a regido completa do dominio
extracelular da Spike isolada

Nas membranas do virus, as proteinas Spike existem tanto em uma forma fechada
quanto em uma forma aberta, na qual a regido S1 se abre para expor o0 RBD para a
ligacdo de ACE2, em que, essa exposicdo ocorre de diferentes maneiras, sendo elas,
com uma RBD aberta ligada a uma ACE2, duas RBD abertas ligadas duas ACE2 e trés
RBD abertas ligadas a trés ACE2.

Na Figura 20 sdo apresentadas as curvas de SAXS simuladas nos programas
CRYSOL e FoXS relacionadas as estruturas proteicas apresentadas nas Figuras 17, 18 e
19, sendo as p(r) geradas a partir dessas curvas exibidas na Figura 21. Ja na Tabela 5
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sdo mostrados os parametros estruturais tedricos, Rg e Dmax, obtidos através das curvas
e p(r) geradas.

Figura 17: Estrutura da proteina trimérica (roxo, verde e azul claro) da regido completa do dominio
extracelular da Spike isolada com uma regido RBD aberta (verde) e uma ACE2 ligada (amarela) de
codigo 7A94. As estruturas sdo mostradas como cartoon (A) e superficie (B).

Figura 18: Estrutura da proteina trimérica (roxo, verde e azul claro) da regido completa do dominio
extracelular da Spike isolada com duas regides RBD abertas (verde e azul claro) e duas ACE2 ligadas
(amarela e rosa claro) de codigo 7A97. As estruturas sao mostradas como cartoon (A) e superficie (B).

B

Figura 19: Estrutura da proteina trimérica (roxo, verde e azul) da regido completa do dominio
extracelular da Spike isolada com trés regibes RBD abertas (verde e azul claro) e trés ACE2 ligadas
(amarela, rosa claro e cinza) de codigo 7A98. As estruturas sdo mostradas como cartoon (A) e superficie

(B).
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Figura 20: Curvas simuladas nos programas FoXS (A) e CRYSOL (B) das estruturas proteicas de cddigo
7A94, 7A97 e 7TA98.
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Figura 21: p(r) geradas a partir das curvas simuladas nos programas FoXS e CRYSOL das estruturas
proteicas de codigo 7A94, 7A97 e 7A98.

Tabela 5: Parametros estruturais calculados das estruturas proteicas de codigo 7A94, 7A97 e 7A98 a
partir de suas curvas simuladas e de suas p(r) geradas.

Cadigos PDB 7A94 7A97 7A98
Parametros CRYSOL FoXS CRYSOL FoXS CRYSOL FoXS
Rg (Guinier) (nm) 6,3 6,3 7,0 7,0 73 73
Rg (p(r)) (hm) 6,5 6,4 7,0 7,0 74 7.4
Dmaéx (nm) 24,3 24,4 25,1 25,0 25,4 25,3

4.2. Simulacéo das curvas de SAXS e calculos dos parametros estruturais das
variantes de preocupacao da proteina Spike

As conformagdes mais predominantes do ectodominio da proteina Spike do virus
SARS-CoV-2 quando esta ativo sdo os da Spike com uma regido RBD aberta (16%) e
da Spike com uma unica regido RBD aberta ligada a uma unica ACE2 (28%) (Benton,
et. al. 2020). Desse modo, por conta dos predominios dessas conformacGes, foi
realizada uma andlise de SAXS das variantes de preocupacdo, dessas duas
conformac0es, junto a um estudo do complexo formado entre a regido RBD isolada da
Spike e o receptor ACE2, por conta de sua relevancia quando se trata da infeccdo do
virus na célula.
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4.2.1. Proteina Spike com uma regido RBD aberta

Nas Figuras 22 e 23, sdo apresentadas as curvas simuladas nos programas FoXS e
CRYSOL, respectivamente, e as p(r) geradas a partir essas curvas, sendo elas
relacionadas as estruturas de cddigo 6VYB (Nativa), 7R14 (Alfa), 8DLL (Beta), 8DLO
(Gamma) e 7TWG9 (Delta). J& na Tabela 6 é possivel observar os pardmetros estruturais
tedricos, Rg e Dmax, obtidos através das curvas e p(r) geradas.
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Figura 22: (A) Curvas simuladas no programa FoXS das estruturas proteicas da regido completa do
dominio extracelular da Spike isolada com uma regido RBD aberta de codigos 6VYB, 7R14, 8DLL,
8DLO e 7WG9. (B) p(r) geradas a partir das curvas simuladas.
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Figura 23: (A) Curvas simuladas no programa CRYSOL das estruturas proteicas da regido completa do
dominio extracelular da Spike isolada com uma regido RBD aberta de codigos 6VYB, 7R14, 8DLL,
8DLO e TWG9. (B) p(r) geradas a partir das curvas simuladas.

Tabela 6: Parametros estruturais calculados das estruturas proteicas de codigo 6VYB, 7R14, 8DLL,
8DLO e 7TWG9 a partir de suas curvas simuladas e de suas p(r) geradas.

Programas Parametros CRYSOL Pardmetros FoXS
Codigos PDB  Rg (Guinier) (nm) Rg (p(r)) (nm) Dméax (nm)  Rg (Guinier) (nm) Rg (p(r)) (nm) Dméx (nm)
Nativa (6VYB) 5 52 175 49 5 175
Alfa (TR14) 52 52 175 51 51 175
Beta (8DLL) 52 5,2 176 51 5,2 178
Gamma (8DLO) 53 53 178 51 52 17,9
Delta (TWG9) 54 54 18,1 53 54 18

4.2.2. Complexo formado entre o receptor ACE2 e a regido RBD da Spike

Nas Figuras 24 e 25, sdo mostradas as curvas simuladas nos programas FoXS e
CRYSOL, respectivamente, e as p(r) geradas a partir essas curvas, sendo elas referentes
as estruturas de codigo 6MO0J (Nativa), 8DLK (Alfa), 8DLN (Beta), 8DLQ (Gamma) e
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7TEW (Delta). Ja na Tabela 7 € possivel observar os parametros estruturais teoricos, Rg
e Dméx, obtidos através das curvas e p(r) geradas.

A B
] Nativa | b - Nativa
0.8 Alfa 08 - Alfa
Beta * Beta
06 Gamma 06 - Gamma

- Delta |

p(r)

Delta

log I(q)

0,4 4

0,2

00 T T T T T

q(nm’) r (nm)

Figura 24: (A) Curvas simuladas no programa FoXS das estruturas proteicas do complexo formado entre
aenzima ACE?2 e a regido RBD da Spike de cddigos 6M0J, 8DLK, 8DLNN, 8DLQ e 7TEW. (B) p(r)
geradas a partir das curvas simuladas.

A B
Ao A= Nativa | 104 Nativa
s —— Alfa oa —— Alfa
Beta } Beta
R —— Gammal . —— Gamma
= ] —— Delta | g |—— Delta

q(nm") r(nm)

Figura 25: (A) Curvas simuladas no programa CRYSOL das estruturas proteicas do complexo formado
entre a enzima ACE2 e a regido RBD da Spike de codigos 6M0J, 8DLK, 8DLNN, 8DLQ e 7TEW. (B)
p(r) geradas a partir das curvas simuladas.

Tabela 7: Parametros estruturais calculados das estruturas proteicas de codigo 6M0J, 8DLK, 8DLNN,
8DLQ e 7TEW a partir de suas curvas simuladas e de suas p(r) geradas.

Programas Parametros CRYSOL Parametros FOXS
Cadigos PDB  Rg (Guinier) (nm) Rg (p(r)) (hm) Dméx (nm)  Rg (Guinier) (nm) Rg (p(r)) (nm) Dméax (nm)
Nativa (6MO0J) 32 33 10,8 31 32 10,7
Alfa (8DLK) 32 33 108 31 32 10,7
Beta (8DLN) 32 33 108 31 32 10,7
Gamma (8DLQ) 32 33 108 31 32 106
Delta (TTEW) 32 33 10,7 31 32 10,6

4.2.3. Spike com uma regido RBD aberta ligada a uma ACE2

Nas Figuras 26 e 27, sdo exibidas as curvas simuladas nos programas FoXS e
CRYSOL, respectivamente, e as p(r) geradas a partir essas curvas, sendo elas
relacionadas as estruturas de codigo 7A94 (Nativa), 8DLJ (Alfa), 7V XD (Beta) e 7W98
(Delta). J& na Tabela 8 é possivel observar os parametros estruturais teoricos, Rg e
Dmax, obtidos através das curvas e p(r) geradas.
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Figura 26: (A) Curvas simuladas no programa FoXS das estruturas proteicas da regido completa do
dominio extracelular da Spike isolada com uma regido RBD aberta ligada a uma ACE2 de cédigo 7A94,
8DLJ, 7VXD e TW98. (B) p(r) geradas a partir das curvas simuladas.

] —— Natival " Nativa
06 — Alfa el —— Alfa
ool Beta Beta

‘ —— Delta

q(nm") r (nm)
Figura 27: (A) Curvas simuladas no programa CRYSOL das estruturas proteicas da regido completa do
dominio extracelular da Spike isolada com uma regido RBD aberta ligada a uma ACE2 de cédigo 7A94,
8DLJ, 7VXD e TW98. (B) p(r) geradas a partir das curvas simuladas.

Tabela 8: Parametros estruturais calculados das estruturas proteicas de codigo 7A94, 8DLJ, 7VXD e
7W098 a partir de suas curvas simuladas e de suas p(r) geradas.

Programas Parametros CRYSOL Parametros FOXS
Codigos PDB  Rg (Guinier) (nm) Rg (p(r)) (hm) Dméx (nm) Rg (Guinier) (nm) Rg (p(r)) (nm) Dméx (nm)
Nativa (7A94) 6.3 64 229 6.3 64 229
Alfa (8DLJ) 6,2 6,3 228 6,2 6,3 225
Beta (7VXD) 6.3 6,3 22 6.3 6,3 22
Gamma* - - - - - -
Delta (7W98) 6,2 6,2 214 6,2 6,3 216

*N&o existe estrutura da variante Gamma da Spike com uma RBD aberta ligada a uma ACE2 depositada no PDB.

4.3. Interface das estruturas proteicas

As interacOes entre proteinas desempenham papéis cruciais em muitas funcGes
bioldgicas. Analisar as caracteristicas dessas interfaces é essencial para encontrar
fatores que contribuam para a afinidade e especificidade das interacGes entre as
proteinas. Uma abordagem geral para estudar a interacdo entre duas proteinas é obter
uma estrutura cristalina no banco de dados PDB e entdo investigar as propriedades
atdbmicas a partir dos aminoacidos de sua interface.
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4.3.1. Interface de trimerizacdo do dominio extracelular da Spike isolada

Usando o programa PyMOL ¢é possivel observar a partir das estruturas proteicas de
codigos 6VXX e 6VYB que a interface de trimerizacdo da proteina Spike esta
localizada na Hélice Central (Residuos 985 a 1035) (Walls, et. al. 2020), no subdominio
S2 da estrutura trimérica, em que, na interface de conexdo entre seus mondmeros
existem 3 liga¢Oes de hidrogénio, sendo elas as interagdes D994-R995, Q1005-T1006 e
E1017-R1019 mostradas na Figura 29.

Figura 28: Interface de trimerizagdo do dominio extracelular da proteina Spike isolada. As estruturas séo
mostradas como sticks e cartoon.

4.3.2. Complexo formado entre a enzima ACE?2 e a regidao RBD da Spike Nativa

Utilizando o programa PyMOL é possivel notar a partir da estrutura proteica de
codigo 6MO0J que existem 15 ligacGes de hidrogénio e 2 pontes salinas na interface
SARS-CoV-2 RBD e ACE2, sendo elas mostradas na Tabela 9 e na Figura 28.

Tabela 9: Ligacdes de hidrogénio e pontes salinas nas interfaces SARS-CoV-2 RBD-ACE2.

Interagdes  SARS-CoV-2 RBD ACE2
AAT5 S19
N487 Q24
K417 D30
Q493 K31
Y505 E37
Y449 D38
LigacGes de 500 yal
Hidrogénio N501 Y4l
Q498 Q42
Y449 Q42
Y489 Y83
N487 Y83
G496 K353
G502 K353
Y505 R393
. K417 D30
Pontes Salinas K417 D30
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R393

Figura 29: Liga¢des de hidrogénio e pontes salinas nas interfaces da regido RBD (azul) ligada a ACE2
(verde). As estruturas sdo mostradas como sticks e cartoon.

4.3.3. MutacOes nas variantes de preocupacdo e suas interfaces de formacdo do
complexo SARS-CoV-2 RBD e ACE2

Todos os virus se modificam com o tempo, ou seja, quanto mais oportunidades um
virus tiver de se espalhar, maior a chance dele se replicar e mudar. A mutacdo é algo
evolutivo e natural, ainda mais se o virus em questdo for um virus de RNA (Acido
Ribonucleico) em seu material genético, como é o caso do SARS-CoV-2, em que suas
mutacdes resultam na substituicdo de aminoécidos em posi¢Ges-chave de sua estrutura
proteica culminando em consequéncias nocivas para o desempenho de suas fungoes.
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Na Tabela 10 sdo elucidadas as mutagcdes na proteina Spike das variantes Alfa
(B.1.1.7), Beta (B.1.351), P.1 (Gamma) e Delta (B.1.617.2) do SARS-CoV-2.

Tabela 10: MutagGes na proteina Spike das variantes Alfa (B.1.1.7), Beta (B.1.351), P.1 (Gamma) e
Delta (B.1.617.2) do SARS-CoV-2. Mutagdes sem preenchimento representam as ndo compartilhadas
entre as cepas, em Azul sdo as na regido RBD da proteina Spike, em amarelo a mutagao compartilhada
entre todas as cepas, em verde compartilhada apenas entre as variantes Beta e Gamma. Mutagdes com
letra vermelha representam as compartilhadas entre Alfa, Beta e Gamma, com letra laranja apenas entre
Beta e Gamma, j& as mutacdes com diferentes substitui¢ces, porém no mesmo residuo, sdo representados
em branco para as variantes Beta e Gamma e em verde para as variantes Alfa e Delta.

B.1.1.7 B.1.351 P.1 B.1.617.2
wo I T
AV 70 D80 A T20N AE 156
AS 144 D215G P26S AF 157

- AL 241 D80A R 158G

- AL 242 D138Y
AA 243 R190S

A570D - - -

D 614G D 614G D 614G D 614G
P681H AT01V H655Y P681R
T7161 - T 10271 D 950N
S982A - V1176 F -
D1118H - - -

Na Tabela 11 sdo mostradas as interagcdes entre os aminoacidos da interface da
regido RBD ligada ACE2 da proteina nativa e das variantes de preocupacdo geradas no
programa PISA a partir da estrutura de codigo 6M0J (Nativa), 8DLK (Alfa), 8DLN
(Beta), 8DLQ (Gamma) e 7TEW (Delta).
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Tabela 11: Liga¢des de hidrogénio e pontes salinas nas interfaces de interacdo da regido RBD (Estrutura
1), da proteina Spike Nativa e das variantes Alfa, Beta, Gamma e Delta do SARS-CoV-2, com o receptor
humano ACE2 (Estrutura 2). A coluna Pos. mostra a posicao das interagdes, ja a distancia entre os &tomos
dessas interagdes ¢ dada em A. Interagbes sem cores preenchidas representam que todas as cepas as
compartilnam, j& as coloridas representam apenas as especificas compartilhadas entre elas. Fontes
vermelhas representam as mutacgdes na regido RBD das variantes que interagem com a ACE2.

Nativa  Pos. Estrutura 1 Distancia[A] Estrutura 2
2 B:TYR 449[ OH ] 2.83 A:ASP 38[ OD1]
3  B:TYR 449[ OH ] 3.09 A:GLN 42[ OE1]
4  B:ALA 475[ O ] 2.81 A:SER 19[ 0G ]
5  B:ASN 487[ OD1] 2.87 A:GLN 24[ NE2]
6 B:ASN 487[ ND2] 2.82 A:TYR 83[ OH ]
o 7  B:TYR 489[ OH ] 3.54 A:TYR 83[ OH ]
'I‘_:?dar%(;e;n?; 8 B:GLN 493[ OEL] 3.45 A:LYS 31[ NZ ]
9 B:GLY 496[ O ] 3.22 A:LYS 353[ Nz ]
10 B:GLN 498[ NE2] 2.57 A:GLN 42[ OE1]
11  B:THR 500[ 0G1] 2.73 A:TYR 41[ OH ]
12 B:ASN 501[ N ] 3.85 A:TYR 41[ OH ]
13 B:GLY 502[ N ] 2.79 A:LYS 353[ O ]
14 B:TYR 505[ OH ] 3.66 A:GLU 37[ OE1]
15 B:TYR 505[ OH ] 3.53 A:ARG 393[ NH2]
Pontes
Salinas

Estrutura 1 Distancia [A] Estrutura 2 Beta Pos. Estrutural Distancia [A] Estrutura 2
1 B:TYR 449 OH | 3.55 A:ASP  38[ OD1]
449 OH 38[ oD1] 2 B:TYR 449( OH ] 3.15 A:GLN 42 NE2]
449 on 421 0E1] 3 BTYRAS3[OR ) 3.04  A:RIS 3a( D1 |
4 B:ALA 475[ O ] 3.32 A:SER 19[ N ]
5 B:ASN 487[ OD1] 2.24 A:TYR 83[ OH ]
5 B:ALA 475[ 0 ] 3.12 A:SER 19[ N ]
6  B:TYR 489[ OH ] 3.74 A:TYR 83[ OH ]
6 B:ASN 487[ OD1] 2.47 A:TYR 83[ OH ] Ligagdes de 7 B:GLN 493[ OE1] 2.40 A:LYS 31[ Nz ]
Ligagbesde 7 ~ B:TYR 489[ OH ] 3.28 A:TYR 83[ OH ] Hidrogénio 8  B:GLN 498[ OE1] 2.51 A:GLN 42[ NE2]
Hidrogénio 8  B:GLN 493[ OE1] 3.45 A:LYS 31[ Nz ] _
9  B:GLN 498[ NE2] 2.57 A:GLN 42[ OEl] 10 B:THR 500[ 0G1] 2.26 A:TYR 41[ OH ]
10 B:THR 500[ OG1] 2.60 A:TYR 41[ OH ] 11  B:TYR 501[ OH ] 3.67 A:TYR 41[ OH ]
11 B:TYR 501[ OH ] 3.66 A:TYR 41[ OH ] 12 B:GLY 502[ N ] 3.08 A:LYS 353[ 0 ]
12 B:GLY 502[ N ] 3.30 A:LYS 353[ 0 ] 13 B:TYR 505[ OH ] 3.22 A:GLU 37[ OE2]
13 B:TYR 505[ OH | 3.08 A:GLU 37[ OE2) 14 B:TYR 505[ OH ] 3.49 A:ARG 393[ NH2]
14 B:TYR 505[ OH ] 3,97 A:ARG 393[ NH2] Estrutura 1 Distancia [A] Estrutura 2
Pontes
Salinas
B:TYR 449 OH ] A:ASP 38[ OD1]
Gamma Pos. Estrutural Distancia [A] Estrutura2 4 B:TYR 449[ OH ] 3.04 A:GLN 42[ NE2]
1 B:TYR 449[ OH ] 3.52 A:ASP 38[ OD1] 5 B:ALA 475[ O ] 3.42 A:SER 190 N ]
7 B:ASN 487[ OD1] 3.82 A:GLN 24[ NE2]
4 B:ALA 475[ O ] 3.43 A:SER 19[ N ] o 8  B:ASN 487[ OD1] 2.37 A:TYR 83[ OH ]
5 B:ASN 487( ND2] 3.00 A:TYR 83[ OH ] ';'l?;g;e:n?: 9 B:iTYR 489 OH ] 3.38 A:TYR 83[ OH ]
6 B:TYR 489[ OH ] 3.59 A:TYR 83[ OH ] 10 B:GLN 493[ OE1] 2.65 A:LYS 31[ Nz ]
Ligagbesde 7  B:GLN 493[ OE1] 2.40 A:LYS 31[ NZ ) 41 BeEHY OBl @ ) B33 2SS Sl B )
Hidrogénio 8  B:GLN 498[ NE2] 2.97 A:GLN 42[ OE1] 12 B:GLN 498[ NE2] 3.10 A:GLN 42[ OE1]
13 B:THR 500[ 0G1] 2.68 A:TYR 41[ OH ]
9 BTAR S00( O ] 3.73  A:AsN 330( w02 | i mesw oLt n ) 30 meve i on
10 B:THR 500[ 0G1] 2.74 A:TYR 41[ OH ] 15 BiGLY 502[ N ] 5 55 ninvs 3530 0 ]
11 B:TYR 501[ N ] 3. 64 A:TYR 41[ OH ] 16 B:TYR 505[ OH ] 2.70 A:GLU 37[ OE2]
12 B:GLY 502[ N ] 2.90 A:LYS 3530 0 ] 17 B:TYR 505[ OH ] 3.79 A:ARG 393[ NH2]
13 B:TYR 505[ OH ] 3.81 A:GLU 37[ OEl] Pontes
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5. DISCUSSAO

Junto a um estudo do programa FoXS e dos programas do pacote ATSAS foi feita
uma analise dos parametros estruturais da regido RBD da Spike isolada em solucéo.

Observando os dados da Tabela 1 se verifica que os valores de Rg obtidos
utilizando o método de Guinier (ltri, et. al. 2015) coincidem com os valores obtidos
através da p(r). Além do mais, ao analisar os parametros estruturais calculados a partir
da curva experimental se observa que, quando comparados aos das curvas simuladas,
além de valores de Rg e Dmax muito préximos entre si, possuem erros percentuais
idénticos e muito baixos.

Ao comparar as p(r) exibidas na Figura 7 é possivel notar uma semelhanca entre
suas formas, porém, se nota que a curva experimental possui um perfil muito mais
suave do que as curvas simuladas, isso ocorre por conta maior numero de pontos
existentes (1236 pontos) na sua curva de SAXS do que as curvas geradas no FoXS (256
pontos) e no CRYSOL (51 pontos). Além do mais, ao contrastar as p(r) geradas com as
elucidadas na Figura 4, se nota que, 0s seus maximos estdo bem definidos e bastante
deslocados para distancias menores que Dmax/2, se assemelhando ao da curva verde
relacionada ao cilindro longo mostrada nessa mesma Figura (Svergun, et. al. 2003). Ou
seja, em razdo das p(r) tedricas e experimentais da estrutura da regido RBD da Spike
isolada apresentarem um formato semelhante, é admissivel dizer que essa proteina
possui um formato alongado em solucao.

Os resultados gerados referentes a estrutura da regido RBD isolada em solugdo
(Figura 5) evidenciam que os programas FoXS e CRYSOL, ao compara-los com 0s
resultados obtidos através da curva experimental da estrutura, realizam simulacGes de
SAXS precisas de proteinas em solucdo a partir de estruturas de alta resolucdo
existentes, permitindo que seja realizado um estudo tedrico de estruturas em solugédo a
partir das suas proteinas resolvidas por cristalografia depositadas no PDB. Além disso,
observando os ajustes realizados na Figura 6, é possivel notar que o valor de x?2 do
programa FoXS (y? = 1,1) é menor que o do CRYSOL (x? = 1,3), mostrando que o
FoXS é mais adequado que o CRYSOL para a realizacdo de ajustes da estrutura de alta
resolugdo a sua curva de SAXS experimental, evidenciando que a funcdo y? utilizada
no FoXS, elucidada na equacdo (13), é mais apropriada para ajustar dados de dispersao
tedricos aos experimentais do que a utilizada no CRYSOL, mostrada na equacdo (11).

Ao realizar a sobreposicdo da estrutura em solu¢do com a estrutura cristalizada da
regido RBD da Spike isolada, foi possivel realizar uma analise comparativa de sua
estrutura quando diluida com sua estrutura em cristalografia. Diante dos resultados
obtidos na Figura 10, se percebe que as duas estruturas sdo muito parecidas em ambos
0S casos, porém, na estrutura em solucdo é possivel observar que foi feita uma maior
expressdo de aminodacidos, tanto na regido C-Terminal (vermelho) quanto na regido N-
Terminal (azul), da estrutura em relacdo a mesma quando cristalizada. De outro modo,
quando se compara as estruturas isoladas nas Figuras 8 (solugédo) e 9 (cristalizada) pode-
se notar que a estrutura cristalizada expressa uma maior e mais detalhada quantidade de
Hélices Alfa e Folhas Beta do que a estrutura diluida. Desse modo, sabendo que as
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técnicas de SAXS e cristalografia sdo muito Uteis para a determinacdo de estruturas
proteicas (Svergun, et. al. 2003), se nota que, no caso da regido RBD isolada,
combinando as duas técnicas, € possivel obter uma estrutura muito mais completa dessa
regido. Diante disso, se conclui que a cristalografia permite um melhor detalhamento
dos aminoacidos e dos arranjos de suas estruturas secundarias (Folhas Beta e Hélices
Alfa), ja o SAXS permite uma melhor visualizacdo superficial da estrutura, gerando
informacdes complementares das regifes da proteina que relutam em cristalizar.

Observando as p(r) geradas a partir das curvas simuladas no FoXS e CRYSOL
relacionadas as duas conformac6es, fechada (Figura 12) e aberta (Figura 14), do trimero
da Spike, ao complexo SARS-CoV-2 RBD-ACE2 (Figura 16), e as trés estruturas
complexo formado entre o trimero da proteina Spike e a ACE2 (Figura 21), é possivel
notar que, as curvas em ambos 0s programas, para ambas as estruturas, sdo muito
semelhantes e praticamente se sobrepdem entre si. O resultado dessa semelhanga entre
as curvas se complementa ao observar 0s parametros estruturais exibidos nas Tabelas 2,
3, 4 e 5 onde os resultados de Rg e Dmax, para todas as estruturas analisadas, sdo muito
préximos entre si quando se compara os dados obtidos, tanto no CRYSOL quanto no
FoXS. Além disso, se percebe ao verificar as tabelas que os valores de Rg obtidos
utilizando o meétodo de Guinier (lItri, et. al. 2015) concordam com o0s valores obtidos
através da p(r).

Ao contrastar as p(r) exibidas nas Figuras 12, 14 e 16 com as mostradas na Figura 4
se observa que, para as conformacOes fechada e aberta da Spike, e para 0 complexo
SARS-CoV-2 RBD-ACE2, as funcbes possuem seus picos bastante amplos e
deslocados para distancias menores que Dméax/2, se parecendo ao da curva amarela
relacionada ao oblato mostrado na mesma figura, ou seja, é possivel presumir que essas
estruturas possuem um formato achatado em solucdo (Svergun, et. al. 2003). J& ao
comparar as p(r) exibidas na Figura 21 com as exibidas na Figura 4, para a estrutura
7A94 se observa que, as funcdes possuem 0s seus picos bem amplos, porém bastante
deslocados para distancias menores que Dmax/2, o que dificulta assemelhar essa p(r) a
curva verde ou amarela e deduzir a sua forma, logo, é valido supor que em solucdo a
estrutura da regido completa do ectodominio da Spike isolada ligada a uma ACE2
possua um formato achatado, porém levemente alongado (Figura 4) (Svergun, et. al.
2003). Além do mais, ao realizar a mesma comparagdo para as estruturas 7A97 e 7A98,
se nota que, além do lento decaimento nas suas curvas de espalhamento, as p(r) de
ambas (Figura 21) possuem seus maximos bem definidos e deslocados para distancias
menores que Dméax/2, porém, as duas apresentam deformacBes em r = 5nm e ndo tém
caracteristicas bem definidas, dificultando assimilar essas curvas com alguma das
exibidas nas p(r) da Figura 4, sugerindo que ambas as estruturas sejam anisdmetricas
(Svergun, et. al. 2003) e ndo possuam uma forma bem definida em solucao.

Os dados teodricos referentes ao Rg e Dméax fornecem informagdes sobre a geometria
das proteinas estudadas. Acerca da regido inteira do ectodominio da Spike isolada,
comparando 0s parametros estruturais calculados na Tabela 2 (RBD fechado) com a
tabela 3 (RBD aberto) e possivel verificar que em solugdo o Rg e o Dmax da estrutura
com a regido RBD aberta é maior do que os da estrutura com a regido RBD fechada,
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mostrando que 0 Rg e 0 Dmax dessa estrutura aumentam quando uma de suas regides
RBD é aberta, ou seja, essa estrutura se expande quando modifica sua conformacéo de
fechada para aberta. J& em relacdo a essa mesma estrutura aberta, porém ligadas a
enzima ACE2, comparando os parametros estruturais calculados na Tabela 5 € possivel
notar que o Rg e 0 Dmax dos complexos aumentam quanto mais ACE2 ligadas a regido
RBD da Spike existem, ou seja, se nota que o Rg e Dmax dos complexos formados
aumentam conforme as regibes RBD abrem para se ligarem a ACE2, constatando que
existe uma ampliacdo dessa estrutura quanto mais ACE2 se conectam a regido RBD da
Spike.

Uma observacgdo importante referente as p(r) é o fato das curvas geradas pelos PDB
7A97 e 7A98 possuirem um formato relativamente semelhante, se sobrepondo em suas
regides decrescentes e apresentarem picos mais proximos entre si, em relacdo a curva
gerada pelo PDB 7A94. Ja em relagdo aos parametros estruturais calculados na Tabela 5
se observa que o aumento no Rg e Dmax é muito maior, cerca de 0,6nm, quando se
compara a estrutura de codigo 7A94 com a de codigo 7A97, em relacdo ao aumento dos
parametros quando se compara a proteina de cddigo 7A97 com a de codigo 7A98, sendo
ele cerca de 0,3nm, ou seja, de metade do aumento quando se compara entre as
estruturas 7A94 e 7TA97.

A funcdo de distribuicdo de pares p(r) e os parametros estruturais, Rg e Dmax,
relacionados as estruturas estudadas das variantes de preocupacdo do SARS-CoV-2
permitem uma analise importante acerca das suas diferencas estruturais em solucdo, em
que, ao analisar dados das Tabelas 6, 7 e 8, se nota que os valores de Rg obtidos
utilizando o método de Guinier (ltri, et. al. 2015) coincidem com os valores obtidos
através da p(r), tanto no CRYSOL, quanto no FoXS. Assim sendo, quando se examina o
perfil de suas p(r) (Figuras 22, 23, 24, 25, 26 e 27), percebe-se que o formato de todas
as curvas para todas as estruturas é igual ao da proteina nativa, ou seja, se presume que
as mutacdes nos aminoacidos ndo influenciam na forma da proteina em solugdo, assim
sendo, a conformacédo aberta da regido completa do ectodominio da Spike isolada, o
complexo SARS-CoV-2 RBD e ACE2 e estrutura completa do ectodominio da Spike
isolada ligada a uma ACE2 conservam os seus formatos independentes da sua variante.

Analisando as p(r) (Figuras 22 e 23) referentes a conformagdo da proteina Spike,
em sua forma nativa e de suas variantes, com uma Unica regido RBD aberta, pode-se
notar que o pico das curvas das variantes estd deslocado para a direita em relagdo a
nativa, evidenciando um aumento do Rg das variantes nessa conformacdo. Também ¢é
possivel notar essa informacdo na Tabela 6, onde se verifica, no CRYSOL e no FoXS,
um aumento do Rg e do Dméx das variantes em relacdo a nativa, em que, as estruturas
da tabela estdo dispostas em ordem crescente em relagdo aos valores dos seus
parametros, sendo essa ordem, da menor para a maior, dada por: Nativa, Alfa, Beta,
Gamma, Delta. Ao observar as p(r) (Figuras 24 e 25) associadas ao complexo formado
entre a regido RBD da Spike, em sua forma nativa e suas variantes, ligado a ACE2,
pode-se notar que todas as curvas se sobrepdem e possuem pontos de pico semelhantes,
apontando um Rg constante para todas as proteinas. Assim como, € possivel notar essa
informacgdo na tabela 7, onde se verifica, em ambos os programas, o0 Rg e Dméx
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semelhante para todas as formas da proteina, se observando apenas uma pequena
diminuicdo no Dmax da variante Delta em relacdo as outras. Ao verificar as p(r)
(Figuras 26 e 27), referentes a conformac&o da proteina Spike, em sua forma nativa e de
suas variantes, com uma unica regido RBD aberta ligada a uma ACE2, pode-se notar
que os picos das curvas das variantes estdo deslocados para a esquerda em relacdo a
nativa, evidenciando uma diminui¢do do Rg das variantes nessa conformacdo. Também
é possivel observar essa informacao na Tabela 8, onde se percebe, nos dois programas
utilizados, uma diminuicdo do Rg e do Dméx das variantes em relacéo a nativa, em que,
as estruturas da tabela estdo dispostas em ordem decrescente em relacdo aos valores dos
seus parametros, sendo essa ordem, da maior para a menor, dada por: Nativa, Alfa,
Beta, Delta. Diante disso, as variacdes presente no Rg e no Dméx das variantes
comparados a proteina em sua forma nativa sugerem que as mutacGes sdo responsaveis
por alterar os pardmetros geométricos nessas estruturas, levando a crer que essas
alteracdes nas variantes influenciam no aumento da afinidade da regido RBD da Spike
com a ACE2, facilitando a formacdo do complexo SARS-CoV-2 RBD e ACE2,
consequentemente favorecendo a entrada do virus da célula humana, permitindo que as
variantes de preocupacdo sejam mais perigosas e transmissiveis que 0 virus em sua
forma original (Banho CA, et. al. 2022) (Davies NG, et. al. 2021) (Li, et. al. 2022).

As mutacdes nos aminoacidos do ectodominio da proteina Spike do SARS-CoV-2
resultam diretamente em alteracdes nas suas caracteristicas funcionais, principalmente
quando ocorrem em sua regido RBD que € o foco principal deste estudo.

Ao analisar a tabela 10, relativa as muta¢fes nos aminoacidos das variantes de
preocupacdo da proteina Spike, se observa que, todas as variantes possuem mutacdes
tanto na regido RBD (residuos 329 a 544), quanto nas outras regides da Spike, porém
ndo existem mutagdes que fagam parte de sua interface de trimerizagdo (Figura 28). As
variantes Beta e Gamma sdo as que mais compartilham mutacfes entre si, sendo a
mutacdo N501Y (letra vermelha) presente em todas as variantes, exceto na Delta, a
Unica variante que ndo compartilha nenhuma mutacdo com as outras na regido RBD.
Desse modo, ao verificar as interacfes (Tabela 11) da regido RBD da proteina Spike,
em sua forma nativa e de suas variantes, com a enzima ACE2, primeiramente se nota
que, a Unica mutacdo na regido RBD (Tabela 10) responsavel pela interagdo com a
ACE?2 é a substituicdo no residuo N501Y. Essa substituicdo, presente nas cepas Alfa,
Beta e Gamma, indica um aumento na forga de interagdo da regido RBD com a ACE2
das variantes em comparacdo a forma nativa, causada pela diminui¢do na distancia de
interacdo (letra vermelha) entre o residuo Y501(Tyr) da RBD com o Y41(Tyr) do
receptor humano, em relacdo a interagdo N501(Asn)---Y41(Tyr) existente na nativa. Do
mesmo modo, o aminoacido Tyr, por ser menos flexivel que o residuo Asn (Huang, et.
al. 2003), gera um aumento da rigidez na regido RBD da Spike. Além disso, a mutagéo
N501Y (Gobeil, et. al. 2021) causa uma alteragdo no espacamento entre os residuos da
regido RBD, ou seja, € possivel que ela seja responsavel pela nova interacdo Y453---
H34 e pelas auséncias das interagdes N487(Asn)---Q24(GlIn) e G496(Gly)---K353(Lys)
nas trés variantes, quando comparado a forma nativa da proteina. Assim sendo, a
interacdo dessas cepas com a ACE2 passa a depender de um aminoacido rigido (Y453)
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e ndo depende mais de seus residuos flexiveis (N487 e G496) (Huang, et. al. 2003).
Diante disso, se conclui que a mutacdo N501Y € responsavel por gerar uma maior
afinidade das variantes de preocupagédo com a ACE2 e por diminuir a flexibilidade das
regides RBD delas, em que, esse aumento de rigidez na regido dificulta que anticorpos
se liguem a proteina e impecam a entrada do virus SARS-CoV-2 na célula humana,
aumentando a transmissibilidade e o escape do sistema imunoldgico dessas cepas em
relacdo a proteina nativa.

A substituicdo E484K (letra laranja), observada na Tabela 10, se encontra apenas
nas variantes Beta e Gamma, em que, nelas também existe uma mutacdo no residuo
K417 (letra Branca) também elucidada na Tabela 10, porém com uma substituicdo
diferente, sendo K417N na Beta e K417T na Gamma. A mutacdo E484K consiste na
substituicdo de um aminodcido de cadeia lateral polar negativa E(Glu) por um de cadeia
lateral polar positiva K(Lys), em que, apesar de n&o interagir diretamente com a ACE2,
esse novo residuo pode aumentar previsivelmente a ligacdo com o receptor (Han, et.al.
2021), culminando numa maior afinidade entre ele com a regido RBD. Ja as mutac6es
K417N (Beta) e K417T (Gamma), sdo mutacdes que um aminoacido de cadeia lateral
positiva K(Lys), em ambos 0s casos, é substituido respectivamente por um de cadeia
lateral polar ndo carregada, N(Asn) e T(Thr), sendo os dois mais flexiveis que o
aminoécido K(Lys) (Huang, et. al. 2003). Observando a Tabela 11 se nota que essas
mutacBes destruiram as pontes de hidrogénio e, principalmente, as fortes interacdes
ibnicas realizadas pelas pontes salinas que existiam entre o residuo K(Lys) da regido
RBD com o aminoacido de cadeia lateral polar negativa D(Asp) na ACE2, reduzindo
drasticamente o numero de interacdes entre a proteina Spike dessas variantes com
receptor humano ACE2, consequentemente diminuindo a afinidade entre eles, tornando
as variantes Beta e Gamma aquelas que possuem menos interacdes com a ACE2 entre
as mencionadas neste trabalho. O residuo N417(Asn) da Beta sofre uma N-Glicosilacao,
em que, esse processo é responsavel por aumentar o escape do virus do sistema imune,
ja o residuo T417(Thr) da Gamma, por ndo sofrer nenhuma glicosilacdo, permite que a
RBD dessa cepa possua uma maior afinidade com a ACE2 em relagdo a variante
Gamma. Além disso, as cepas Beta e Gamma compartilham uma nova interacdo entre
si, T500---N330, sendo essa uma interacdo exclusiva dessas variantes. Sendo assim,
apesar da nova interacdo e da mutacdo E484K, a afinidade entre a regido de formacao
do complexo SARS-CoV-2 RBD e ACE2 das variantes Beta e Gamma é menor do que
da Alfa, mostrando que ambas as variantes tem uma transmissibilidade menor do que a
surgida no Reino Unido (Alfa) (Banho CA, et. al. 2022) (Davies NG, et. al. 2021).
Entretanto, por conta do processo de glicosilacdo sofrido em seu aminoacido mutado, a
cepa Beta possui um escape imunoldgico muito maior do que a Alfa. Ja em relacéo a
Gamma, pode-se dizer que ela estd no meio termo, € mais transmissivel que a Beta,
porém ndo tanto quanto Alfa, e escapa mais do sistema imune que a Alfa, porém nao
tanto quanto a Beta.

A variante Delta, além de manter todas as interacfes que a forma original da regido
RBD realiza com a ACE2, apresenta duas novas, G446---Q42 e A475---Q24 (Tabela
11), sendo assim a cepa que possui mais interagdes na regido RBD com a enzima ACE2
entre as citadas neste trabalho. As substituicbes L452R e T478K (Tabela 10), presentes



49

na variante Delta, apesar de ndo interagirem com a ACE2 sdo mutagdes em que ambos
0s aminoacidos mutados, L(Leu) e T(Thr), sdo substituidos respectivamente por dois
aminoacidos de cadeia lateral com grupo polar positivo R(Arg) e K(Lys), onde, essas
cadeias laterais carregadas possibilitam um aumento da interacdo da regido RBD com a
ACE2, aumentando a afinidade entre eles. Os aminoacidos R(Arg) e K(Lys) sdo muito
menos flexiveis que os residuos L(Leu) e T(Thr) (Huang, et. al. 2003), além do mais, 0
aminoacido R(Arg) sofre um processo de N-Glicolisacdo em sua estrutura, mostrando
que os residuos R(Arg) e K(Lys) também sdo responsaveis por aumentar
potencialmente o escape do virus do sistema imunoldgico humano. Além disso, 0
aminoacido K478(Lys) exibe uma alteracdo conformacional na regido RBD (Wang, Y,
et. al. 2022), sendo ele o responsavel por gerar as novas interacfes G446(Gly)---
Q42(Glu) e A475(Ala)---Q24(Glu), aumentando o numero de interacBes entre o
complexo SARS-CoV RBD e ACE2, consequentemente aumentando sua afinidade.
Portanto, embora a mutacdo N501Y ndo esteja presente na variante Delta, essa cepa
possui um numero de interacdes com a ACE2 maior que o da proteina na forma nativa e
de todas as outras variantes de preocupacdo, além disso, possui uma regido RBD
altamente carregada e rigida, permitindo uma enorme afinidade entre a regido RBD e a
ACE2. Isso revela o porqué dessa variante, além ser a mais transmissivel, é a que tem o
maior escape do sistema imune entre todas as variantes citadas, além disso, possui uma
carga viral mil vezes maior que a cepa original do virus (Li, et. al. 2022).

Verificando as muta¢des nas outras regifes da Spike, além da RBD, elucidadas na
Tabela 10, nota-se que a substituicio D614G (amarelo) estd presente em todas as
variantes, ja a mutacdo L18F (verde) existe apenas nas variantes Beta e Gamma, por
fim, se percebe que, entre as variantes Alfa e Delta existe uma mutacdo no mesmo
residuo (letra verde), porém com uma substituicdo diferente, sendo P681H na Alfa e
P681R na Delta.

6. CONCLUSAO

E preciso ressaltar que existe a necessidade de se obter resultados experimentais de
SAXS das estruturas estudadas em solu¢édo, visando realizar uma melhor anélise dessas
proteinas e uma comparacao mais adequada de suas estruturas quando obtidas por meio
de cristalizacdo. Também € necessario evidenciar que é fundamental realizar uma
analise de todas as mutacOes existentes na proteina Spike das variantes além das
presentes na regido RBD, assim possibilitando um estudo mais concreto da
predominancia dessas variantes em relacdo a forma nativa do SARS-CoV-2 e 0s
motivos pelos quais elas sdo responsaveis pelo aumento de casos na pandemia, aumento
de hospitalizagdes ou mortes, e maior resisténcia a vacinas e tratamentos.
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