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Resumo. Aspectos matemdtico-computacionais e fisico-quimicos envolvidos na
reconstrugdo da estrutura molecular tridimensional de proteinas do SARS-CoV-
2 sdo abordados neste artigo, envolvendo a variante P.1 detectada em paci-
entes infectados em solo brasileiro, principalmente as do estado do Amazo-
nas. Foi realizado um estudo sobre o impacto teorico da P.1 por intermédio da
reconstrugdo estrutural de proteinas onde a mutagénese foi realizada computa-
cionalmente e com o auxilio da implementacdo de um algoritmo de enumeracdo
implicita de factibilidade, Branch-and-Prune, cujas solucdes foram validadas
através do uso do grdfico de Ramachandran. Desta forma, mesmo com a
auséncia de estruturas cristalogrdficas caracterizando estas mutagoes, pode-
se computacionalmente modelar uma estrutura tridimensional onde ao fim
realizou-se o alinhamento estrutural com a cristalografia do complexo ACE2-
RBD.

Abstract. Mathematical-computational and physical-chemical aspects involved
in the reconstruction of the three-dimensional molecular structure of SARS-CoV-
2 proteins are addressed in this article, involving the P.1 variant detected in pa-
tients infected in Brazilian soil, especially those in the state of Amazonas. A
study was carried out on the theoretical impact of P.1 through the structural re-
construction of proteins where mutagenesis was performed computationally and
with the aid of the implementation of an implicit enumeration algorithm of fe-
asibility, Branch-and-Prune, whose solutions were validated through the use of
the Ramachandran chart. In this way, even with the absence of crystallographic
structures characterizing these mutations, it was possible to computationally
model a three-dimensional structure where, at the end, the structural alignment
was performed with the crystallography of the ACE2-RBD complex.

1. Introducao

A pandemia da COVID-19 (Coronavirus Disease-2019) que assolou o mundo e o estéd
fazendo mudar seus comportamentos como sociedade, é causada por um novo virus da
familia Coronavidae, o SARS-CoV-2. Embora a comunidade cientifica reconheca que
o virus surgiu primeiramente nos morcegos, ndo estd comprovado como e onde a trans-
missdo do SARS-CoV-2 para seres humanos ocorreu. Em poucas semanas a doenca se



espalhou pela China, atingindo outros paises e continentes, tomando as propor¢des de
uma pandemia, conforme decretado pela Organizacdo Mundial de Saide (OMS) no dia
11 de marco de 2020 [Li et al. 2020].

A partir do coronavirus da China, da Asia, foram observadas duas linhagens: A e
B, no Brasil, as linhagens sequenciadas até entdao foram oriundas da linhagem B. Ja foram
catalogados no Brasil mais de 427 genomas do SARS-CoV-2, a partir do sequenciamento
registrado, foi possivel observar como o virus se multiplica e determinar como se deu a
evolucdo e a disseminagdo de trés grandes linhagens do novo coronavirus em territorio
brasileiro. Descobriu-se também no sequenciamento genético de quatro viajantes do es-
tado do Amazonas, apds sua ida ao Japao, uma nova linhagem intitulada B.1.1.28/P.1, este
clado € constituido pelo conjunto de 3 (trés) mutacdes na glicoproteina Spike: K417T,
E484K e N501Y [Naveca et al. 2021]].

Sequenciar o genoma do virus e reconstruir partes ou completamente sua estrutura
molecular propicia um maior entendimento de seu comportamento no organismo hospe-
deiro, o que auxilia no desenvolvimento de drogas e vacinas de combate ao mesmo. Por
outro lado, o processo de reconstruir a estrutura 3D de macromoléculas traz desafios tec-
nolégicos e matematico-computacionais complexos do ponto de vista tedrico e pratico e
até hoje constitui um dos grandes desafios da ciéncia [Dill and MacCallum 2012]. Deste
modo, este trabalho tem como enfoque as cepas do virus SARS-CoV-2 detectadas no
Amazonas, analisando estrategias algoritmicas para determinar e validar a estrutura tridi-
mensional do virus.

2. Calculo da Estrutura Tridimensional

Na biologia molecular, muitas pesquisas tem como foco as proteinas e suas proprieda-
des. Proteinas sdo estruturas fundamentais do sistemas bioldgicos e sdo constituidas
por uma cadeia linear de aminodcidos que sdo determinantes na sua estrutura tridimen-
sional [Dong and Wu 2002]]. A conformacdo espacial da proteina oriunda do enovela-
mento da sequéncia de aminoécidos € fundamental na fun¢ao desempenhada pela proteina
[Lavor et al. 2011]]. Com isso, métodos que descrevem precisamente a conformacao es-
pacial de proteinas tem utilizado técnicas computacionais € experimentais que evitem
representagdes irreais da estrutura proteica.

A estrutura tridimensional pode ser obtida teoricamente por Mecanica Quantica
e Classica Molecular, experimentalmente através da Cristalografia de Raios-X e Res-
sonancia Magnética Nuclear (do inglés Nuclear Magnetic Resonance - NMR), e de ma-
neira Hibrida € possivel utilizar Modelagem por Homologia a partir do sequenciamento.
No método de Raios-X as coordenadas atdomicas sdo obtidas com grande precisdo a par-
tir da difracdo de elétrons sobre uma amostra cristalizada da proteina, permitindo, a
partir de um refinamento matematico rigoroso, a obten¢ao da estrutura tridimensional
[Newman 2006]. O método de RMN por sua vez € aplicado em estruturas complexas
de serem cristalizadas, mas o sinal RMN fornece apenas um pequeno subconjunto de
distancias entre os d&tomos de uma molécula, pois apenas obtém distancias entre pares de
atomos que estejam proximos na faixade 5Sa 6 A [Fidalgo et al. 2012].

Independente do método de elucidacdo estrutural, o problema € estimar a estrutura
completa da molécula, determinando a posicao correta no espaco de todos os dtomos que
a compoe, também conhecido como Problema de Geometria de Distancias Moleculares -



PGDM (do inglés, Molecular Distance Geometry Problem - MDGP) e formulado tradici-
onalmente como um problema de otimiza¢do continua [Silva and Lavor 2008]. Determi-
nar a estrutura tridimensional quando todas as distancias entre os 4&tomos sao conhecidas
¢ um problema polinomial, mas, partindo-se de um subconjunto incompleto de distancias
(como nos dados por RMN), passa a ser um problema NP-dificil [Silva and Lavor 2008]].
O estudo do problema sob o enfoque de Geometria de Distancias pode contribuir deci-
sivamente na identificacdo da estrutura proteica mais vidvel, a partir de um conjunto de
distancias obtidas experimentalmente.

2.1. O Problema de Geometria de Distancias Moleculares

Considerando uma molécula formada por n d&tomos a4, as, . . . , a,, da qual sdo conhecidas
um conjunto de distancias d;; entre pares de 4tomos «a; € a;. O Problema de Geometria de
Distancias Moleculares (Molecular Distance Geometry Problem - MDGP) pode ser defi-
nido como a obtenc¢@o de uma configuracdo tridimensional x, xs, . . ., x,, para a molécula
respeitando as distancias euclidianas conhecidas [Silva and Lavor 2008]].

As coordenadas 1, o, . . . , ¥, podem ser obtidas a partir das distancias d;; através
da resolug@o do sistema de equagdes do cdlculo de distancias: ||z; — z;|| = d;; V(i,7) €
S, onde S € o conjunto de pares de dtomos cuja distancia d;; € conhecida, sendo z; =
(us, vy, wi)T um vetor de coordenadas com u;, v; € w; sendo a primeira, segunda e terceira
coordenadas do dtomo i e || - || a norma euclidiana. A estrutura é conseguida através da
imersdo dos dtomos no k3. Considerando a posigio do ponto como p = (u, v, w), imergir
um ponto significa encontrar os valores das dimensdes u, v € w para o ponto.

O MDGP pode ser classificado em duas formas [Fidalgo et al. 2012]: Conjunto
completo de distancias - todas as distancias entre quaisquer pares de atomos siao conhe-
cidas, [Dong and Wu 2002]] apresentaram um algoritmo polinomial que resolve este pro-
blema através de sistemas lineares; Conjunto arbitrario de distancias - sao conhecidas
somente algumas distincias entre &tomos da molécula, essa versdo é NP-completo para
imersdao em uma dimensao M DG P; e NP-dificil para imersdao em dimensdes maiores que
1 MDGP,, para k > 1 [Liberti et al. 2011]],[Maculan et al. 2010]].

Existem varios algoritmos para resolver o MDGP, a grande maioria deles re-
solve a versdo continua cldssica do problema, como o Geometric Build-up. Entretanto
[Lavor et al. 2011] propuseram um modelo discreto, o Discretizable Molecular Distance
Geometry Problem (DMDGP). Para esta versao a principal forma de resolugao € o Branch
and Prune (BP) que é um método de enumeragdo implicita, que enumera todas as
possiveis posicdes dos dtomos e descarta as invalidas.

2.2. Grafico de Ramachandran

O grafico de Ramachandran descreve os angulos de tor¢ao ¢ — v do backbone proteico,
fornecendo uma visdo geral da conformacdo de uma proteina. Os angulos de tor¢ao ¢
(phi) e 9 (psi) sdo definidos para cada um dos residuos de aminoacidos. Sdo angulos que
definem rotagdo, sendo que o ¢ define a rotacdo em torno da liga¢do C,, — N do residuo,
e 1) define a rotacdo em torno da ligacdo C, — C' do mesmo residuo [Berg et al. 2012].
Virios valores sdo proibidos por impedimento estérico entre os atomos do backbone e
as cadeias laterais dos aminoécidos e somente alguns valores reproduzem com razodvel
precisdo a conformacao espacial da proteina, sendo necessario descartar resultados que se



mostrem proibidos ou irreais. Teoricamente para validar se a conformacao das proteinas é
a melhor possivel, o uso do diagrama de Ramachandran tem sido considerado muito Titil,
uma vez que testa a qualidade das estruturas tridimensionais [Nelson and Cox 2017]].

Neste trabalho demos o enfoque a variante P.1 do virus SARS-CoV-2 detectada
inicialmente no Amazonas, onde analisamos estratégias algoritmicas para determinar e
validar a estrutura tridimensional da regido RBD da proteina Spike. Desta forma, utilizou-
se uma implementac¢do do algoritmo Branch-and-Prune que a partir da simulacao de dados
RMN pdde reconstruir a estrutura contendo a variante e que foi posteriormente validada
pelo diagrama de Ramachandran.

3. Metodologia e Experimentos

Devido a indisponibilidade de informagdes mais precisas das mutagdes, como por exem-
plo, as estruturas cristalograficas com as mutagdes que compdem a linhagem P.1 no estado
do Amazonas, foi adotada a metodologia mostrada na [Figura 1| para o cdlculo estrutural
das variantes.

7z

Primeiramente € realizada uma busca do arquivo original sem mutacdo da
proteina do virus, no banco de dados de proteinas RCSB PDB [Berman et al. 2000].
E entdo aplicada a mutagdo in silico utilizando o auxilio do software PyMol 2.3
[Schrodinger, LLC 2015] com o médulo “Mutagenesis”, tendo como rotamero o de me-
nor tensdo estérica definido automaticamente pelo software. Na terceira etapa foram ge-
radas instancias para o problema simulando um conjunto arbitrdrio de distancia, com
distancias menores que 6 A, simulando assim os dados da NMR. Para robustecer os testes,
foram geradas instancias utilizando somente os atomos do backbone e algumas utilizando
backbone e cadeia lateral.

A etapa de reconstrugdo estrutural foi subdividida em cdalculo estrutural e
validagdo estrutural. Utilizou-se o algoritmo Branch-and-Prune para o célculo estrutu-
ral das variante P.1 do virus. As solugdes vélidas e invélidas foram originadas em pares
a partir da arvore bindria Branch-and-Prune. Como o algoritmo de predi¢ao estrutural
pode gerar vdrias possiveis estruturas matematicamente validas como solu¢@o, mas nao
garante a validacdo quimica de cada estrutura gerada, uma vez que utiliza somente as
informacdes de distancias entre &tomos para imersdo dos vértices no plano, foi acrescen-
tada uma etapa de validacao fisico-quimica. Para essa validacao estrutural foi utilizado o
Grifico de Ramachandran, que verifica a conformag@o das proteinas (Se¢ao [2.2).

A plataforma adotada para gerar os diagramas de Ramachandran foi MolProbity
(https://swissmodel.expasy.org/assess) com o moédulo "Structure Asses-
sment” que foi implementado na plataforma SWISS-Model [Waterhouse et al. 2018] pela
qual foi possivel obter a porcentagem de aminodcidos pertencentes as regides favoraveis
e com restricdes estéricas. As variantes do SARS-CoV-2 escolhidas para teste nesse tra-
balho, sdo mostradas na[Tabela 1| Apds a reconstrucdo estrutural comparamos a energia
potencial das solu¢des obtidas com auxilio do plugin NAMDEnergy no software VMD
1.9.4a.51 e analisados ap6s a minimizacdo estrutural em 10* interagdes pelo método do
gradiente conjugado no algoritmo NAMD3 [Phillips et al. 2020]].
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Figura 1. Fluxo do calculo estrutural das variantes encontradas no Amazonas.

Tabela 1. Informacoes das estruturas estudadas neste trabalho
[Wang et al. 2020, [Ju et al. 2020].
Proteina | Massa (kDa) | Atomos | Residuos | Resolugao Regido
6MO0J 97,14 6571 832 2,45 A Complexo ACE2-RBD
7TBWJ] 71,63 4820 662 2,85 A Anticorpo-antigeno

3.1. Estudo da linhagem amazonense B.1.1.28 de clado P.1

Foram calculadas e analisadas todas as possibilidades de estrutura da arvore de geracao
que o algoritmo BP constréi, todas as estruturas geradas respeitaram as restricdes ma-
tematicas do problema, mas algumas delas foram consideradas quimicamente invalidas
quando feriam as restricoes fisico-quimicas das proteinas ao serem gerados os grafico de
Ramachandran.

O primeiro teste realizado foi para a instancia do complexo ACE2-RBD e ge-
rou duas estruturas tridimensionais como solucdes (estrutura X,Y,Z), que respeitam as
restricdes matemadticas de distancia. Contudo, ao serem gerados os grificos de Rama-
chandran para as duas solugdes, foi verificado que a primeira foi totalmente invalidada
porque gerou um grafico com praticamente todos os pontos em regides erradas. A se-
gunda entretanto, gerou um grafico de Ramachandran que respeitava as regioes validas,
sendo assim uma estrutura aceitdvel.

A estrutura para o complexo ACE2-RBD (PDB ID: 6MO0J) [Wang et al. 2021]
contendo as mutagdes da linhagem P.1, considerada quimicamente valida apresentou um
total de 97, 06% dos aminodcidos na regiao sem impedimentos estéricos, isto portanto re-
flete a grande capacidade de reconstrugdo estrutural por parte do algoritmo implementado
neste trabalho. Na auséncia de mutagdes o nimero de residuos na regido mais favordvel
aumentou para 97,08%. Consequentemente as mutagdes contribuem para o surgimento
de conflitos estéricos na estrutura. Por fim, ao analisar o mesmo complexo a solu¢do mais
consistente apresentou 2,92% dos dngulos de tor¢do em condi¢des marginais enquanto
0, 38% em condigdes de total impedimento estérico.

O teste para o anticorpo-antigeno (PDB ID: 7BWJ) [Ju et al. 2020] seguiu o



padrdao do primeiro, geraram duas estruturas 3D como solucdo, contudo apds validacao
uma delas mostrou-se inconsistente. A estrutura reconstruida apresentou 93,97% dos
aminodcidos em uma regido sem impedimentos estéricos. Desta forma ainda que o algo-
ritmo nao seja capaz de remover os conflitos estéricos induzidos pela mutagénese in silico,
a reconstrucao estrutural aproximou-se de forma satisfatéria da estrutura cristalografica.

Solugao invalida para linhagem P.1 referente a estrutura Spike- ‘ Solugio vdlida para linhagem P.1 referente & estrutura Spike-
Anticorpo (PDB ID: 7BWJ)

Anticorpe (PDB 1D: 7BW)
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Figura 2. Diagramas de Ramachandran para as solu¢coes obtidas no algoritmo
implementado para a linhagem P.1.

Por fim, realizamos a sobreposi¢do estrutural (ver entre 0 complexo
ACE2-RBD (PDB ID: 6M0J) [Wang et al. 2020] com as mutagdes P.1 inseridas compu-
tacionalmente e reconstruidas via algoritmo, e alinhadas com a estrutura cristalografica
da P.1 (PDB ID: 7NXC) [Dejnirattisai et al. 2021]]. Sendo assim, o RMSD para a solugao
valida entre Ca foi de 2, 8084A. Por outro lado, a solucdo invdlida teve um aumento
drastico para 21, 610A. Estes resultados indicam portanto a validade e consisténcia do
algoritmo. Por ultimo, a estrutura valida via diagrama de Ramachandran para o complexo
ACE2-RBD (PDB ID: 6M0J) também apresentou uma energia potencial total mais fa-
voravel e estavel de —27912, 2kcal - mol ! (Ver enquanto a estrutura invalida
de —17684,4kcal - mol~'. Logo podemos concluir que as estruturas mais consistentes
sdo também aquelas que possuem a minima energia potencial.




RMSD = 2,8084A

RMSD = 21,610A

Figura 3. Alinhamento estrutural no software Schrédinger Maestro 2020-4 entre
solucoes validas e invalidas contendo P.1 (PDB ID: 6M0J) em comparacao
com a respectiva estrutura cristalografica do complexo ACE2-RBD com a
P.1 (PDB ID: 7NXC).

Tabela 2. Comparativo entre os valores de energia potencial entre as solucoes
validas e invalidas ao complexo ACE2-RBD.

Solugﬁo EVdW Eclcc E]\,{M

Solucdo valida —5170,03kcal - mol™'  —22742, 2kcal - mol ™' —27912, 2kcal - mol "
Solugdo invdlida —3591, 29kcal - mol™!  —14093, 1kcal - mol~'  —17684, 4kcal - mol "

4. Consideracoes Finais

A metodologia desenvolvida neste trabalho mostrou-se eficaz em reconstruir a regiao
RBD da proteina Spike para a variante P.1 do SARS-CoV-2, a partir da mutagénese in
silico e cristalografia ja existentes. Mediante a utilizacdo do algoritmo BP e as validagdes
de Ramachandran constatamos a grande consisténcia das reconstrucdes estruturais. Sendo
assim, percebe-se cada vez mais que o desafio de reconstruir proteinas vem sendo soluci-
onado com o grande auxilio da ciéncia da computacao, pois os principios fisico-quimicos
que regem o enovelamento ainda ndo sdo totalmente compreendidos. Um ponto inte-
ressante identificado ao testar as instancias com o backbone e a cadeia lateral foi que
apesar do Branch-and-Prune ter sido projetado para encontrar a estrutura do backbone,
foi possivel reconstruir toda a estrutura testada, sendo uma de suas solu¢des validas de
acordo com as restricdes matematicas e fisico-quimicas. Contudo, mais testes estao sendo
realizados para validar essa constatacdo observada. Dentre as perspectivas futuras, pre-
tendemos estruturar uma estratégia algoritmica que tenha como entrada a sequéncia de
aminodcidos da proteina e que, apesar da alta complexidade computacional, possa pre-
dizer sua estrutura tercidria. Além disso, pretendemos adicionar uma fungio objetivo
baseada em um campo de forga cldssico para criar restricdes fisico-quimicas ao longo da
reconstrucao.
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