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RESUMO

O presente trabalho objetiva estudar através de simulagdo computacional as
interacOes de nanoparticulas de ferro (FesOs) com a glicoproteina espicula das variantes
Delta e Omicron do SARS-CoV-2 para inativacéo viral. Fe3O4 tem demonstrado potencial
capacidade virucida, além disso, a FDA (Food and Drogs Administration) aprovou seu
uso para fins terapéuticos devido sua biocompatibilidade. As ferramentas computacionais
da bioinformatica estrutural sdo fundamentais para producédo e desenvolvimento de novas
tecnologias e farmacos, pois economiza tempo e dinheiro, quando comparado aos
métodos tradicionais laboratoriais. Diante disso, usou-se o software AutoDock Tools
1.5.7 para simular o complexo proteina-ligante das Delta e Omicron do SARS-CoV-2
com Fe304. Esse simulador utiliza a mecénica molecular para avaliar as contribuigdes
entélpicas e entropicas, incluindo a mobilidade conformacional do complexo ligante-
proteina. Além disso, a ferramenta computacional VTR foi utilizada para investigar a
similaridade entre 0 Dominio de Ligacdo do Receptor (DLR) da glicoproteina espicula
de ambas as variantes. Como resultado, observou-se que o complexo Delta-Fe3O4
apresentou maior estabilidade quando comparado ao complexo Omicon-FesOs, com
energia livre de ligacdo —3,72 kcal/mol para o complexo Delta-FezO4 e —3,63 kcal/mol
para o complexo Omicron-Fe3Oa. A energia de ligacio é bastante similar para ambos os
complexos devido as similaridades conformacionais das duas variantes. De fato, o DLR
da Omicron apresentaram 76,91% dos contatos combinados com o DLR da Delta e VTR de
0,04. Observou-se ainda que as interagcdes do complexo sdo fortalecidas principalmente por
ligacBes de hidrogénio e forgas hidrofobicas. Esse estudo reforgou uma potencial capacidade de

inativacdo viral das variantes Delta e Omicron por FesOa.

Palavra-chave: docagem molecular, SARS-CoV-2, nanoparticulas de ferro, inativacdo
viral, similaridade conformacional.
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ABSTRACT

The present work aims to study by computer simulation the interactions of iron
nanoparticles (Fe3O4) with the spike glycoprotein of the Delta and Omicron variants of
SARS-CoV-2 for viral inactivation. FesOs has demonstrated virucidal potential, in
addition, the FDA (Food and Drogs Administration) approved their use for therapeutic
purposes due to their biocompatibility. The computational tools from structural
bioinformatics are fundamental for the production and development of new technologies
and medicines, as they save time and money when compared to traditional laboratory
methods. Therefore, AutoDock Tools 1.5.7 software was used to simulate the protein-
ligand complex of the Delta and Omicron variants of SARS-CoV-2 with Fe3Os. This
simulator uses molecular mechanics to assess enthalpic and entropic contributions,
including the conformational mobility of the ligand-protein complex. In addition, the
VTR computational tool was used to investigate the similarity between the Receptor
Binding Domain (RBD) of the glycoprotein spike of the two variants. As a result, it was
observed that the Delta-FesO4 complex presented greater stability when compared to the
Omicon-Fez04 complex, with free binding energy —3.72 kcal/mol with RMSD 0.00 for
the Delta-FesO4 complex and -3.63 kcal/mol for the Omicron-FesOs complex with
RSMD equal to 0.00. The binding energy is quite similar for both complexes due to the
conformational similarities of the two variants. Indeed, the RBD of Omicron presented
76.91% of the contacts combined with the RBD of Delta and VTR of 0.04. It was also
observed that the interactions of the complex are strengthened mainly by hydrogen bonds
and hydrophobic forces. This study reinforced a potential viral inactivation capacity of
Delta and Omicron by FezOa.
Keywords: molecular docking, SARS-CoV-2, iron nanoparticles, viral inactivation,

conformational similarity.
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1. INTRODUCAO

A COVID-19 é a doenca da sindrome respiratoria aguda grave complexa causada
pelo virus SARS-CoV-2 (do inglés, Severe Acute Respiratory Syndrome Coronavirus 2),
o principal responsavel pela pandemia em curso (McGonagle, Bridgewood, Meaney,
2021). Neste cenério, a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) tem estabelecido
sistematicamente medidas para resposta e enfrentamento da doenga. Apesar do avango
nas vacinas, o surgimento de novas variantes (Omicron, por exemplo) vem preocupando
os cientistas (Ou et al., 2022).

Essas variantes sofrem mutacBes genéticas na glicoproteina espicula (ou S, do
inglés, spike) abrindo a possibilidade para que anticorpos neutralizantes parem de
funcionar (Li, Lou, Fan, 2022). No entanto, do ponto de vista epidemioldgico, a primeira
linha possivel de acdo é a da prevencdo (Ghasemiyeh et al., 2021). Dentre essas medidas
estabelecidas, a desinfeccdo de ambientes e superficies sdo promissores para conter a
disseminacéo (Corréa et al., 2021).

Diante disso, pesquisadores em todo mundo vém intensificando suas pesquisas
para desenvolver tecnologias voltadas para a prevencao (Carvalho, Conte-Junior, 2021).
Dentre elas, a nanotecnologia apresenta uma plataforma promissora no desenvolvimento
de sistemas de entrega de drogas (Huang et al., 2022). Além disso, 0 uso de nanossistemas
de alto desempenho parece também ser o método eficiente para combater variantes
infecciosas do SARS-CoV-2, incluindo a mutacdo Omicron, surgida recentemente
(Tiwari et al., 2022).

Nanoparticulas metalicas em superficies sdo potencialmente eficientes no
combate ao novo coronavirus (Sportelli et al., 2020). Dentre os metais, nanoparticulas de
ferro apresentam eficiéncia antimicrobiana, resultado de varios mecanismos de acao,
como a producéo de espécies reativas de oxigénio (Abo-zeid et al., 2020). Nesse cenario,
aplicar os conhecimentos de Engenharia, como termodindmica e cinética quimica, é
fundamental para potenciais aplicacgdes.

A simulagdo computacional por docagem (ou ancoragem) molecular estuda as
interacbes intermoleculares proteina-ligante, formando um complexo entre a
glicoproteina espicula do SARS-CoV-2 (dominio de ligacdo ao receptor) e a
nanoparticula de ferro (ligante) que pode ser usado para estimar a afinidade de ligacdo ou

a forca de associagdo entre essas duas moléculas (Abo-zeid et al., 2020). Essas técnicas
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sdo viaveis por serem baratas, economizando tempo e energia, além de flexiveis quando
comparados aos trabalhos laboratoriais (Maia et al., 2020; Silva, 2017).

E sabido que quanto menor for a energia de ligagdo, maior a estabilidade do
complexo (proteina-nanoparticula), ocorrendo o fenémeno fisico chamado de adsorcéo
(Abo-zeid et al., 2020; Fogler, 2017). Isso envolve fatores entalpicos (energia maxima de
um sistema) e entrdpicos (energia termodinamica referente as reagdes quimicas)
considerando a flexibilidade do ligante com a proteina e o efeito na distribuicdo das cargas
do ligante (Souza, 2012).

Posto isto, o presente estudo ira identificar a eficiéncia de nanoparticulas de ferro
para a inativacdo da glicoproteina espicula de diferentes variantes do SARS-CoV-2,
avaliando o quanto o ligante poderd inativar determinada variante presente em uma
superficie ou filtros de ar, contribuindo para o desenvolvimento de tecnologias voltadas

para prevencao, como desinfeccdo de ambientes e superficies.

2. OBJETIVOS
2.1.0Objetivos gerais
Este trabalho objetiva estudar através de simulacdo computacional as interacdes
de nanoparticulas de ferro (Fes04) com a glicoproteina espicula das variantes Delta e
Omicron do SARS-CoV-2 para inativagao viral.

2.2.0Dbjetivos especificos

e Simular por docagem molecular as interaces entre a glicoproteina espicula do
SARS-CoV-2 (variantes Delta e Omicron) e nanoparticulas de ferro;

e Determinar a energia de ligacdo do complexo proteina-ligante;

e Determinar as interacdes hidrofobicas, pontes de hidrogénio e aminoacidos de
interacdo do complexo proteina-ligante;

e Analisar a atividade de inativacdo de nanoparticulas de ferro as variantes Delta e

Omicron.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. Crise causada pelo novo coronavirus

Em 2020, foi detectado pela primeira vez na China um novo virus da familia dos
coronavirus, 0 SARS-CoV-2, principal causador da sindrome respiratoria aguda grave,
denominada COVID-19 (Wang et al., 2020). Logo em seguida, foi reconhecido como
uma pandemia em Margo de 2020. Atualmente, ja foram mais de 423 milhdes de casos
confirmados e 5,87 milhdes de 6bitos pelo novo coronavirus relatado em todo o mundo
até o dia 22 de Fevereiro de 2021 (WHO, 2022).

Os impactos sanitarios e econémico da pandemia do COVID-19 ja é conhecido
no mundo todo. Apesar dos avancos da ciéncia para contencdo da doenca, incluindo a
vacinacdo em massa, de acordo com o Fundo Monetario Internacional, espera-se que o
crescimento global desacelere para 3,8% em 2023 (IMF, 2022).

Diante disso, desde o inicio da pandemia, varios estudos tém sido relatados. De
acordo com a Figura 1, s6 em 2021 foram publicados mais 80 mil artigos ou revisdes
relacionados ao novo coronavirus, incluindo estudos com diferentes mutagdes do virus,
desenvolvimento terapéutico (Guruprasad, 2022), vacinas (Kale et al., 2021), drogas
promissoras (Porto, Porto, 2022) e modificagbes quimicas em superficies virucida

(Bataglioli et al., 2021), filtros de ar (Yayehrad et al., 2021), dentre outros estudos.

Figura 1. Tendéncias bibliométricas para pesquisas sobre Sars-Cov-2. Algoritmos de
busca no Scopus: (TITLE-ABS-KEY (“Sars-Cov-2")

90000
80000
70000
$ 60000

2022 2021 2020 2019
ANoSs

Fonte: Elaborado pela autora.
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3.2. O virus SARS-CoV-2 e principais variantes na atualidade

A infeccdo por SARS-CoV-2 ainda é uma grande preocupacao global de satde. A
glicoproteina espicula (S) compreende uma bolsa de ligagdo de &cidos graxos livres
altamente conservada com fungéo desconhecida e vantagem de sele¢éo e evolutiva (Walls
etal., 2020). E através dessa glicoproteina que ocorre a entrada do coronavirus nas células
e sdo os principais alvos dos anticorpos (Staufer et al., 2022).

A glicoproteina espicula possui duas subunidades, S1 e S2. Na subunidade S1 esta
o dominio de ligacéo do receptor (ou RBD, do inglés, Receptor Binding Domain), que se
liga a0 ACE2 (do inglés, Angiotensin Converting Enzyme 2) na célula humana,
infectando-a (Walls et al., 2020). A proteina espicula € o alvo de praticamente todos 0s
anticorpos neutralizantes encontrados nos soros de individuos convalescentes ou que sdo
induzidos por vacinas (Cao et al., 2021). Esses neutralizantes impedem a ligacdo do RBD
da proteina do virus com o ACE2 humano.

Como qualquer outro virus, o SARS-CoV-2 é passivel de sofrer mutagdes.
Algumas dessas mudancas afetam as propriedades do virus, podendo tornar a doenca mais
agressiva e/ou aumentar a taxa de transmissibilidade (Genovese et al., 2022). Dentre as
vérias variacdes do novo coronavirus, a Delta e a Omicron sdo alvos do estudo em
questéo.

3.2.1. Variante Delta (B.1.617.2) e Omicron (B.1.1.529)

As Figuras 2 e 3 apresentam o Dominio de Ligacdo do Receptor (DLR) das duas
principais mutacdes do SARS-CoV-2 Delta (B.1.617.2) e Omicron (B.1.1.529).

A variante Delta (Figura 2) obteve linhagem inicial Alpha, surgida no Reino
Unido e foi detectada pela primeira vez na india em outubro de 2020 e se expandiu pelo
mundo (WHO, 2020). Segundo a OMS, é uma das variantes mais preocupantes. Tem
mutacdes na glicoproteina espicula que séo capazes de afetar a transmissibilidade do
virus, juntamente com sua suscetibilidade de ser neutralizada pelos anticorpos das
variantes anteriores do COVID-19 (Goher, Ali, Amin, 2022).

A variante Omicron foi descoberta em 24 de Novembro de 2021 (WHO, 2022),
na Africa do Sul e espalhou-se em quase todos os paises com um tempo de duplicacio
menor que o Delta, taxa de transmissibilidade maior e diminuicdo das respostas dos
anticorpos monoclonais neutralizantes (WHO, 2022; Ou et al., 2022; Genovese et al.,
2022). Essa variante contém pelo menos 15 mutacdes do dominio de ligacédo ao receptor
(RBD) (Figura 3) (Cao et al., 2021).


https://www-sciencedirect.ez11.periodicos.capes.gov.br/topics/medicine-and-dentistry/angiotensin-converting-enzyme-2
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Figura 2. Representacdo em superficie da cadeia B da glicoproteina espicula do Sars-
Cov-2 (variante Delta). Dominio de ligacdo do receptor (DLR) destacado em branco e
mutacdes em verde. Codigos PDB: 7TB4 e 7TWBQ [Wang et al., 2021][Han et al., 2022]

Glicoproteina Espicula

Fonte: Elaborado pela autora.

Figura 3. Representacdo em superficie da cadeia B da glicoproteina espicula do Sars-
Cov-2 (variante Omicron). Dominio de ligacdo do receptor (DLR) destacado em branco
e mutacOes em azul. Codigos PDB: 7TB4 e 7WBP [Wang et al., 2021][Han et al., 2022].

Glicoproteina Espicula

Fonte: Elaborado pela autora.

Ainda ndo ha terapias ou farmacos para bloquear a disseminag&o de Omicron ou
Delta (Connor et al.,, 2021). As habilidades de ligacdes das subunidades S1 com
neutralizantes poderdo contribuir com avango ciéncia para conten¢do da

transmissibilidade.
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3.3. Nanotecnologia e Aplicacdes

Com o intuito de conter a disseminacdo da doenca e evitar o surgimento de novas
epidemias, tecnologias vém sendo estudadas. A nanotecnologia aprimora a ciéncia na
nanoescala e baseia-se na multidisciplinaridade entre fisica, quimica, biologia,
engenharias, computacdo e medicina, 0 que permite sua aplicagdo em diversas areas
(Fahning, Lobé&o, 2011).

O fisico Richard Feynman descreveu a ideia sobre manipular e controlar coisas
em pequena escala em sua palestra “There’s Plenty of Room at the Bottom”, numa reunido
anual da American Physical Society em Pasadena, California, em 29 de Dezembro de
1959 (WSJ, 2010). Porém, foi a partir do ano de 2000 que a nanotecnologia comegou a
ser desenvolvida e testada em laboratdrios (Fahning, Lobéo, 2011).

Utilizando técnicas que possibilitam ver e manipular &tomos, como a construgéo
de novas moléculas, a nanotecnologia tem sido proficiente para os beneficios
terapéuticos, tais como, entrega controlada de drogas (Singh et al., 2021), diagnéstico
clinico (Atapour et al., 2022), aplicacdes biomédicas (Khan et al., 2021), nanossistemas
como inativadores biologicos (Palestino et al., 2020; Behzadinasab et al., 2020), (),
producdo de nanofibras antibacteriana (Phan et al., 2019) e atividade cicatrizante
(Maghimaa et al., 2020). As nanoparticulas sdo fundamentais nessas aplicacoes.

3.3.1. Nanoparticulas metélicas
Nanoparticulas sdo aglomerados atdmicos de estrutura cristalina ou amorfa que
possuem propriedades fisicas e quimicas unicas associadas a tamanhos entre 1 a 100 nm
(Singh et al., 2021). Suas dimensGes nanométricas permitem que eles interajam com
diferentes estruturas dentro dos organismos vivos (Bamburowicz-Klimkowska et al.,
2019; Singh et al., 2021, Cao et al., 2022), podendo ser usadas para efetivacdo de

nanossistemas de inativagéo viral, por exemplo.

Nanoparticulas metalicas apresentam potencial acdo antiviral (Chue-Gongalvez et
al., 2021). Essa influéncia mdtua entre a superficie do virus e as nanoparticulas podem
ocorrer devido a interacdo entre as regiGes hidrofobicas e os lipideos na superficie do

virus promovendo a desnaturacao (Sportelli et al., 2020; Palestino et al., 2020).

O 6xido de ferro vem despertando interesse devido a sua biocompatibilidade e as

maultiplas formas pelas quais se desencadeia atividades terapéuticas. Como por exemplo,
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o carreamento de bioativos, producdo de espécies reativas de oxigénio, terapia baseada
no aumento da temperatura local (hipertermia magnética e terapia fototérmica) e terapia
génica (Alphandéry, 2020).

Tendo em vista as multiplas formas de atividades terapéuticas e microbioldgica
do ferro, estudar as interacdes de nanoparticulas com potencial capacidade de inativacdo
viral é fundamental para o desenvolvimento de tecnologias virucida e microbioldgica.

Diante disso, esse estudo de caso foi baseado no processo de interagdo molecular
do virus SARS-CoV-2 com o inativador viral. Estudar esse processo usando a simulagédo
computacional € importante para autenticar sua aplicacdo e contribuir no
desenvolvimento de nanotecnologias voltadas para recobrimento de superficies com
atividade virucida usando um pulverizador ou spray, na insercdo de nanoparticulas em

tecidos individuais ou coletivos e também no processo de filtracdo de ar (Figura 4).

Figura 4. Importdncia de estudar a interacdo proteina-ligante para controle da
disseminacdo do virus SARS-CoV-2
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Fonte: Elaborado pela autora.

3.4. Simulagéo computacional e docagem molecular
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O desenvolvimento de ferramentas avancadas de biologia computacional esta
aumentando, 1isso porque a modelagem e docagem molecular auxiliam no
desenvolvimento de medicamentos, design de drogas, dentre outros, tornando uma
abordagem importante no desenvolvimento de terapias baseadas em alvos (Elengoe,
Loganthan, 2021).

A docagem molecular é uma das ferramentas computacionais que pode ser
utilizada na descoberta de farmacos através da avaliacdo das possiveis interagdes
existentes entre um ligante e uma macromolécula. Essa técnica permite calcular a energia
de interacdo do complexo ligante-macromolécula por meio da funcdo de pontuacédo
(score), fornecendo uma estimativa da afinidade existente entre eles (Dar, Mir, 2017
Maia et al., 2020).

A simulacgdes de docagem preveé a estrutura tridimensional de qualquer complexo,
incluindo o corférmero ancorado otimizado com base na energia total do sistema (Dar,
Mir, 2017). Devido a isso, ferramentas de projeto como simulacgao de dindmica molecular,
modelagem e docagem molecular tém auxiliado a gerar a estrutura 3D da proteina em
estudo, analisar os sitios ativos dos modelos de proteina e determinar a interacdo do
complexo proteina-ligante (Silva, 2017).

Algumas das principais aplica¢fes da docagem molecular séo: otimizagédo, em que
0 encaixe molecular pode prever uma orientagdo otimizada do ligante em seu alvo e isso
pode ser usado para desenvolver candidatos a drogas mais potentes, seletivas e eficientes;
screening, que pode ser usado para avaliar grande banco de dados para descobrir um
potente candidato a medicamente e direcionar a molécula de interesse; interacdo droga-
DNA desempenha um papel proeminente na previséo inicial das propriedades de ligacéo
do farmaco e acido nucléico (Dar, Mir, 2017).

Por exemplo, Elengoe e Loganthan (2021) utilizaram ferramentas computacionais
para auxiliar na compreensdo dos mecanismos das proteinas-alvo do cancer de mama e
modular suas fungdes para diminuir ou interromper as atividades do cancer em humanos.
Como resultado, os cientistas descobriram que compostos vegetais, acido ferulico e
quercetina tinham ligacdo estvel com a proteina, apresentando, dessa forma, potencial
como agentes anticancerigenos. Estudos como esse tém auxiliado na concepgéo de novos
medicamentos clinicos (Elengoe, Loganthan, 2021).

As ferramentas da bioinformatica estrutural tem sido usadas na visualizagéo e
analise de estruturas (bio)quimicas e suas propriedades moleculares (Silva, 2017). O uso

de simulacdo computacional contribui no desenvolvimento de novos medicamentos,
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tendo que em vista que para a producdo de novos medicamentos, uma quantidade
substancial de tempo e dinheiro sdo investidos em todas as fases de desenvolvimento
(Maia et al., 2020).

3.5. Conformacéo e Minimizacao de Energia

A andlise conformacional visa descobrir a forma energeticamente estavel,
desempenhando um papel fundamental em varias opera¢des quimicas computacionais,
como docagem molecular, otimizacdo e design de moléculas (Ferreira et al., 2015). A
identificacdo de um conférmero de baixa energia de uma molécula pode ser obtida
empregando diferentes algoritmos de busca, que envolvem variacéo sisttmica do angulo
de torcdo, variagdo estocastica de coordenadas cartesianas, variacdo estocéstica de
distancias internucleares e métodos que utilizam dindmica molecular (Roy, Kar, Das,
2015).

A minimizacdo de energia é essencial para determinar o arranjo molecular
adequado no espaco, sendo isso feito usando modelos mateméaticos como a mecénica
molecular, quantica e modelos estatisticos (Roy, Kar, Das, 2015). O uso de algoritmos
adequados pode aumentar a energia de deformacéo da estrutura e levar a um conférmero
mais estavel, com o minimo de energia global (Ferreira et al., 2015).

A mecéanica molecular € um dos modelos mais usados para sistemas bioldgicos
(Silva, 2017) sendo utilizada para determinar a energia conformacional das moléculas
(Ferreira et al., 2015). Nesse sentido, a mecanica molecular € um método classico que
considera as equaces da fisica classica e sdo aplicadas apenas no nlcleo desconsiderando
os elétrons. Sao realizadas através de duas operac@es: o algoritmo de busca, realiza uma
pesquisa no espaco conformacional disponivel para o ligante, procurando diferentes
conformacoes e orientagdes desse ligante no complexo (pose); e a funcdo de pontuacao,
que € aplicada para calcular a energia do complexo, com base nas interagdes nédo
covalentes existente entre o ligante e a macromolécula (Ferreira et al., 2015; Lewars,
2003; Huey et al., 2007).

Baseada em um modelo mecénico, considera esferas (correspondente aos atomos)
unidas por molas (correspondentes as ligagdes), permitindo assim a aplicacdo das leis da
mecanica classica (Lewars, 2003; Roy, Kar, Das, 2015). Esse modelo ignora os elétrons
e usa conceitualmente o modelo mecénico de uma molécula para encontrar sua geometria
de energia minima (para moléculas flexiveis as geometrias dos varios conférmeros)
(Lewars, 2003).
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A mecénica molecular usa uma abordagem para avaliar contribuicdes entalpicas
como dispersdo/repulséo e ligacbes de hidrogénio e uma abordagem empirica para avaliar
a contribuicdo entropica de mudancas na solvatagdo e mobilidade conformacional (Huey
etal., 2007). A forma de expressao matematica para a energia e 0s parametros constituem

os campos de forca. A energia total do sistema pode ser representada da seguinte forma:

E total

(3.1)
= Z Ealongament0+ Z Eéngulos+ Z Evan der Waals T Z EColombiano+ Z ETorséo

Estima-se que a energia livre de ligacdo seja igual a diferenca entre o ligante e a
proteina nos estados ligado e ndo-ligado e a energia do complexo ligante-proteina. (Huey
et al.,, 2007). Como apresentado na equacdo 3.2, o campo de forca apresenta seis

avaliaces de pares (V) e uma estimativa da entropia conformacional perdida apods a
ligagdo (AS¢ony):
AG = ( llgado Vnao llgado) + (Vllgado Vnao ngado) (32)

( llgado Vnao ligado + ASconf)

Onde, L refere-se ao ligante e P a proteina em um complexo proteina-ligante. Essa
abordagem ¢é igualmente valida para quaisquer tipos de moléculas em um complexo. Os
dois primeiros termos séo as energias intramoleculares para os estados ligado e ndo ligado
do ligante, e os dois termos seguintes sdo energias intramoleculares para os estados ligado
e ndo ligado da proteina. A mudanca na energia intermolecular entre os estados ligado e
ndo ligado estd no terceiro parénteses. Assume-se que as duas moléculas estdo

suficientemente distantes uma da outra no estado ndo ligado, logo, V.t ligado € Z€T0

(Huey et al., 2007). A perda de entropia de torgao apos a ligagdo (AS .y ) € diretamente
proporcional ao nimero de ligacdes rotativas na molécula (N;,,s), que inclui todos os
graus de liberdade, incuindo 4tomos de rotacao de hidrogénio polar em grupos hidroxilas
e semelhantes (Equacéo 3.3) (Huey et al., 2007):

3.3
ASconf = Wcoantors (3.3)
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4. METODOLOGIA
A docagem molecular das nanoparticulas de ferro (FesOs) e a glicoproteina
espicula do SARS-CoV-2 foi desenvolvido no Laboratério de Experimentacdo Numérica
de Processos (LENP) pertencente a Universidade Federal de Campina Grande (UFCG)
de forma remota. A Figura 6 apresenta uma representacdo geral das etapas para o

desenvolvimento desse trabalho.

4.1. Software e banco de dados

As estruturas tridimensionais do dominio de ligacdo do receptor (DLR) da
glicoproteina espicula do SARS-CoV-2 estéo disponiveis no banco de dados Protein Data
Bank (https://www.rcsb.org/). Os smiles para a obtencdo das nanoparticulas de ferro

foram retirados do banco de dados PubChem (https://pubchem.nchi.nlm.nih.gov/).

Para a obtencdo estrutura 3D das nanoparticulas de ferro, utilizou-se o software
Chem3D Pro 12.0 (CambridgeSoft). Para a obtencdo das estruturas 3D das glicoproteina
do definicdo do DLR, utilizou-se o software Pymol versdo 2.4.1 (Schrodinger). A
docagem molecular foi simulada no software AutoDock 1.5.7 (Olson Laboratory —The
Scripps Research Institute). Para a visualizacdo da docagem e estruturas 3D, utilizou-se
0 software Discovery Studio 4.1 versdo 2021 (Accelrys Software Inc.); para a
visualizagdo da docagem e estruturas 2D, utilizou o software o LibPlot versdo 2.2.5
(European Bioinformatics Institute/EMBL-EBI).

4.2. Estudo de Docagem Molecular

A estrutura do DLR da variante Delta — B.1.617.2 (c6digo PDB: 7WBQ) e para
Omicron — B.1.1.529 (codigo PDB: 7WBP) (Han et al., 2022) foram obtidos do Protein
Data Bank (https://www.rcsb.org/).

As coordenadas do mineral FesO4 foram obtidas do PubChem CID 16211978

(https://pubchem.nchi.nlm.nih.gov/) como modelo de nanoparticulas. Este foi convertido

a estrutura tridimensionais usando o Chem3D Pro e calculado a minimizacdo e
conformacdo de energia utilizando o modelo de mecénica molecular. A Figura 5 apresenta
a estrutura do ligante em formato 3D. A energia total apds a minimizagéo foi de 42,306
kcal/mol. Para preparar as estruturas do ligante, foram adicionados hidrogénios polares e
cargas Gasteiner. A adicdo das cargas é muito importante para os calculos de potenciais

eletrostaticos durante a simulacdo da docagem.


https://www.rcsb.org/
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/
https://www.rcsb.org/
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/
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Figura 5. Representacdo 3D da estrutura das nanoparticulas de ferro.

Fonte: Elaborado pela autora.

Para os estudos de ancoragem, utilizou-se o software AutoDock 4.2. As estruturas
proteicas também foram preparadas fazendo a remocéo da agua, adicionando hidrogénios
polares e cargas Kollman. O protocolo de encaixe foi primeiramente validado e entdo
usado para estudar as interacdes proteina-ligante e prever seus modos e/ou afinidades de
ligacdo. As etapas do presente estudo estdo descritas na Figura 6.

Figura 6. Etapas da simulacéo e analise dos resultados
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Preparacao dos Calculos AutoDock e AutoGrid Q
Coleta dos dados de Energia Livre de Ligacao m
Anilise dos Resultados o

Fonte: Elaborado pela autora.

Apobs as modificagcbes nas estruturas, os arquivos de ligante e proteina foram
salvos com a extensdo “.pdbqt”, principal formato para os calculos de AutoGrid e
realizacdo da docagem. Nessa extensdo estdo as coordenadas dos atomos no espaco, as
cargas e 0s pontos de tor¢do das estruturas moleculares.

Tanto para a variante Delta (PDB I1D: 7WBQ) quanto para Omicron (PDB ID:
7WBP) foi utilizado o dominio de ligacdo do receptor da glicoproteina espicula. E
importante ressaltar ainda que na estrutura original o dominio de ligacdo do receptor
estava ligado ao ACE2 humano. Essa proteina foi retirada, juntamente com os residuos
de co-cristalizagdo, heterodtomos e qualquer outro ligante ou substancia utilizada para

cristalizacéo, ficando apenas a proteina espicula (dominio de ligagéo) puro.
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O AutoGrid do software AutoDock Tools executa o calculo dos mapas de grade
energia (grid) para cada atomo do ligante que irdo interagir com o receptor. Dito isto, 0s
arquivos salvos em “.pdbqt” foram usados para criagdo e execugdo do grid. O grid foi
definido de forma a englobar todo o DLR da proteina, a partir de valores para as
coordenadas X, y e z em Grid Box e salvo na extensdo “.gpf”. Para a docagem molecular,
utilizou-se como algoritmo de busca o algoritmo genético Lamarckiano, ja que este
apresenta os melhores resultados na busca por minimo global para estruturas bioldgicas.
Os parametros da docagem foram salvos na extensao “.dpf”, considerando 10 poses.

A simulacéo foi dividida em duas partes. A primeira foi busca conformacional por
diferentes modos de ligacdo do ligante no DLR da proteina; e, a segunda etapa, a
avaliacdo da afinidade de cada um dos modos de ligacdo. O software Ligplot foi usado
para gerar as figuras 2D com as ligacdes de hidrogénio e as interacdes hidrofobicas, e o
software Discovery Studio foi usado para gerar as figuras com estruturas 3D.

Uma das informacg6es adicionais obtida durante a docagem molecular séo as
constantes de inibicdo, calculada no software através da equacédo 4.1, equacao essa bem
conhecida nos estudos de Termodinamica Quimica:

AG, = RTInkK; (4.1)

Onde, AG,, é a energia de ligacdo, R é a constante universal dos gases, T a
temperatura em Kelvin (298,15K) e K; a constante de inibicdo. A distancia entre o ponto
inicial da docagem e a andlise da energia de ligacdo possibilita encontrar em qual das
conformac0es o ligante esteve mais proximo do sitio ativo da macromolécula (Silva,
2017).

4.3.Estudos de Similaridade Molecular

Utilizou-se a ferramenta computacional web VTR
(http://bioinfo.dcc.ufmg.br/vtr). A ferramenta web VTR foi desenvolvida utilizando
Codelgniter (https://codeigniter.com/), D3 (https://d3js.org), jQuery (https://jquery.com),
DataTables (https://datatables.net ), e biblioteca Bootstrap CSS e JavaScript
(https://getbootstrap.com).

A ferramenta identifica cinco tipos de interacdes possiveis: hidrofébicas,
atrativas/repulsivas, ligacdes de hidrogénio, empilhamento aromatico e ligacOes de
dissulfeto. O VTR ignora os contatos entre os atomos da cadeia principal de residuos da
vizinhaca (até atingir quatro posi¢fes). No entanto, por meio da ferramenta web, 0s


http://bioinfo.dcc.ufmg.br/vtr
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usuarios podem habilitar a deteccdo desses contatos (aumentar o tempo de
processamento).

O AVD (do inglés, Average Vector Distance) é uma medida para quantificar a
distancia média entre dois contatos da proteina e é obtido calculando a média minima das

distancias entre os pontos dos vetores de contatos, como apresentado na equacao 4.2:

D(p1,q1) + D(p2,q2) D(pl,q2) + D(pZ,ql)> (4.2)
2 ’ 2

AVD = min(

Onde, p representa o contato entre os atomos pl e p2 da proteina A; g representa
0 contato entre os &tomos g1 e g2 da proteina B; e D é uma funcgéo que retorna a distancia
Euclidiana entre as coordenadas atdmicas. Para detectar uma correspondéncia de contato
em p e g, 0 AVD deve ser o valor mais baixo (Pimentel et al., 2021). O VTR ¢é
determinado com base na equacdo 4.3:
i=1AVD;(d; + d,) (4.3)

VTR =
C.n(c;+cy)

Onde as proteinas 1 e 2 sdo analisadas; n € o nidmero de correspondéncias
encontradas; C é o ponto de corte determinado para AVD; di1 e d2 sdo 0s numeros de
contatos correspondentes; c1 e ¢2 S80 0 numero de contatos encontrados em cada proteina.
A pontuacdo VTR é um valor entre 0 e 1, onde quanto menor o valor, mais semelhante
sdo as duas proteinas em termos de contatos inter-residuos (Pimentel et al., 2021). O VTR
é uma maneira de medir quéo diferentes sdo duas proteinas com base na diferenca de

tamanho e na média de AVD dos contatos.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1. Estudos de Docagem Molecular
A partir da docagem molecular, 10 poses foram obtidas e 0s seus respectivos
valores da energia livre de ligacdo (AGL) para os complexos proteina-ligante. As Tabelas
1 e 2 apresentam os resultados da docagem molecular das nanoparticulas de ferro (FezOa)
com o Dominio de Ligacdo do Receptor (DLR) da subunidade S1 da glicoproteina
espicula das variante Delta e Omicron do SARS-CoV-2, respectivamente.

Tabela 1. Parametros da ancoragem molecular de DLR-Delta e Fe3O4

AG, RMSD
Pose
[kcal/mol] A
1 —3,48 1,19
2 =3,72 0,02
3 —3,71 0,03
4 —3,72 0,00
5 —3,72 0,03
6 —-3,65 0,00
7 —3,71 0,05
8 —3,48 0,13
9 —3,64 0,71
10 —3,48 1,33

Tabela 2. Pardmetros da ancoragem molecular de DLR-Omicron e Fe3O4

AG, RMSD
Pose
[keal/mol] A
1 -3.42 0,51
2 —3.43 1,10
3 3,37 0,93
4 -3,16 1,54
5 -3,59 0,64
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6 —3,58 0,62
7 —3,42 1,21
8 —-3,63 0,00
9 —3,46 0,00
10 —3,62 0,11

De acordo com os dados na Tabela 1, para a variante Delta, o complexo 4
apresentou menor energia livre de ligacdo (-3,72 kcal/mol) com RMSD igual a 0,00 (do
inglés, Root-Mean-Square Deviation ou, em traducéo livre, Desvio Quadratico Médio).
O RMSD permite a quantificagcdo das diferengas entre duas estruturas, podendo estas ser
estruturas com sequéncias de amino&cidos iguais e diferentes, sendo capaz de reproduzir
de forma confidvel uma conformacdo cristalografica conhecida e suas respectivas
interacdes intramoleculares (Maia et al., 2020).

Ja na Tabela 2, para a variante Omicron, o complexo 8 apresentou menor energia
livre (—3,63 kcal/mol) com RSMD igual a 0,00. Logo, a energia livre de ligacdo para o
complexo da variante Delta com FesOs é menor que o complexo da variante Omicron
com o Fes30s, indicando maior estabilidade do complexo Delta-FesOs. Uma maior
estabilidade dessas interacBes proteina-ligante pode estar associada a alteracdes
irreversiveis na estrutura do virus (Abo-zeid et al., 2020). Espera-se que essas interacdes
mais estaveis estejam associadas a alteracdes conformacionais das proteinas estruturais
virais e que, posteriormente, inibam a entrada do virus nas células hospedeiras (Souza et
al., 2020), limitando a replicacdo do virus e a infecgdo (Abo-zeid et al., 2020).

Dessa forma, em ultima analise, o complexo Delta-Fe3O4 possui maior potencial
a inativacdo do virus, ou seja, as nanoparticulas de ferro possuem maior atividade de
inativacio para a variante Delta do que para a variante Omicron do SARS-CoV-2.
Entretanto, a energia livre de ligagdo para ambos os complexos é bastante similar, de
forma que é precipitado afirmar que as nanoparticulas de ferro s&o mais ativas para uma
variante Delta do que para a variante Omicron. De fato, Han e seus colaboradores (2022)
ao avaliar as propriedades de ligacéo e a estrutura das duas principais variantes Delta e
Omicron utilizando 0 ACE2 como ligante, encontraram semelhanca na energia de ligacio
para ambos os complexos. Isso é justificavel também pela similaridade da estrutura
tridimensional do DLR das duas variantes (Han et al., 2022). Visto isso, com o objetivo

de melhor compreender as similaridades conformacionais das variantes Delta e Omicron
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do SARS-CoV-2, um estudo mais detalhado foi realizado, como descrito no topico a
sequir.

Além disso, a interacdo entre as nanoparticulas de ferro com o DLR das variantes
Delta e Omicron também pode desencadear a destruicdo do virus, devido a formacao de
espeécies reativas de oxigénio, atacando simultaneamente varios sitios do microrganismo,
processo relatado por Abo-zeid e Williams (2019). Para que ocorra a fixagdo viral e a
entrada na célula hospedeira, 0 SARS-CoV-2 deve ligar-se a receptores especificos na
superficie das células. O SARS-CoV-2 liga-se aos receptores da enzima conversora de
angiotensina-2 (ou ACE2, do inglés, Angiotensin-Converting Enzyme 2), ancorando a
glicoproteina espicula do virus do RLD da subunidade S1. Nanoparticulas de ferro tem
sido investigadas como agente virucida ja que podem dificultar ou impedir a entrada do
virus na célula hospedeira e a produzem espécies reativas de oxigénio que podem causar
dano a estrutura dos virus por meio de oxidacdo (Abo-zeid et al., 2020).

A variante Delta do SARS-CoV-2 possui a mutacdo D614G na glicoproteina
espicula, o que Ihe confere alta taxa de infeccdo (Aatif et al., 2021). A Omicron contém
muta¢des em 33 locais da glicoproteina espicula, o que consequentemente pode aumentar
a disseminacao do virus, diminuir a capacidade de ligacdo do anticorpo neutralizante e
aumentar o RNA viral (Qin et al, 2021). De fato, devido a alta afinidade de ligacdo da
glicoproteina espicula da Omicron com o ACE2 humano em comparagio com Delta (Qin
et al, 2021; Genovese et al., 2021), observou-se através de um estudo de caso, maior
infectividade por contato da variante Omicron compara a Delta (UKHSA, 2021).

A Tabela 3 apresenta como as energias livres de ligacdo mais favoraveis e/ou
estaveis (AG mais negativo) das intera¢des DLR-Delta e Fe304 e DLR-Omicron e Fe3Oa.
Para tanto, foi usado o algoritmo genético Lamarckiano, que busca as melhores
conformacdes e emprega uma funcdo empirica para estabelecer as interacfes por meio da

energia livre de ligacao proteina-ligante (Silva, 2017).
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Tabela 3. Energia de ligacdo receptor-ligante para o complexo DLR-Delta/Fe304 e DLR-

Omicron/Fes04

AG DLR-Deltae DLR-Omicron
[kcal/mol] FesO4 e FesO4
1 AGy + AGp + AGpg + AGg —4,31 —4,22
2 AG, +0,00 +0,00
3 AGy +0,60 +0,60
4 AGyy, +0,00 +0,00
AGy, 1+2+3+4 -3,72 -3,63

A energia intermolecular total (van der Waals, ligacdes de hidrogénio, potencial
eletrostatico e solvatacéo) encontrada foi —4,31 kcal/mol para o complexo Delta-FesO4 e
—4,22 kcal/mol para Omicron-FesOs. A soma de todas as energias do sistema
(intermolecular total, energia interna, energia torcional) equivale a energia livre de
ligacdo. Para ambos os complexos, como esperado, a energia intermolecular total foi a
qgue mais contribuiu a soma final da energia livre de ligacdo. Além disso, a energia
torcional contribuiu positivamente para ambos 0s sistemas, 0 que pode estar associado a
ndo formacdo de complexos proteina-ligante estaveis devido a impedimentos estéricos,
por exemplo. A constante de inibi¢do (Ki) do complexo Delta-FezO4 foi 1,88 mM e do
complexo Omicron-FesO4 2,20 mM. As Figuras 5 e 6 apresenta o diagrama de interagdes
3D e 2D da Fe30Os4 com o DLR da variante Delta. As constantes de inibicdo esta
diretamente relacionado com a energia livre de ligacdo (AG,) (Equacgdo 4.1), em que
menores energia de ligacdo possuem valores mais baixos de K;.

As Figuras 7 e 8 apresenta o diagrama das interacdes tridimensional (3D) e em
formato 2D entre o Fe3O4 e 0 dominio de ligacdo do receptor da glicoproteina espicula

das principais variantes do SARS-CoV-2 (Delta e Omicron).
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Figura 7. Diagrama de interacdes (A) 3D e (B) 2D entre FezOse 0 dominio de ligacdo ao

receptor da glicoproteina espicula do Sars-Cov-2 (variante Delta B.1.617.2).

Arj::%

Tyrd19(A)

Tyr349(A)
Aspd65(A)
opz F% *1 (d)
% snd20(A)

ArgdS2(A)

Fonte: Elaborado pela autora.
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Figura 8. Diagrama de interacdes (A) 3D e (B) 2D entre FezOse 0 dominio de ligacdo ao

receptor da glicoproteina espicula do Sars-Cov-2 (variante Omicron B.1.1.529).

Ala419(B)

Alad11(B)

Lys424(B)

Leud25(B)

o

Fonte: Elaborado pela autora.
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Na Figura 7, dentre os residuos de aminoacidos com interacdo ativa, observa-se
que o aminoacido Asp465 do DLR da glicoproteina espicula do SARS-CoV-2 (variante
Delta) estabeleceu maiores interagcdes com o ligante (FesOas). Essa interacdo foi formada
principalmente por ligacbes de hidrogénio. O hidrogénio ligado ao oxigénio da
nanoparticula de ferro se juntou ao nitrogénio presente no aminoacido. Essa representacao
esta detalhada na Figura 7B. A linha ndo continua verde s&o as pontes de hidrogénio com
comprimento de 3,06 A. Ainda sobre o complexo Delta-FesOa, Varias interacoes
hidrofobicas foram observadas entre a nanoparticula de ferro e os residuos de
aminoacidos da glicoproteina. De fato, os residuos de aminoacido Arg464, Tyr419,
Tyr349, Asn420 e Arg452 apresentam interacOes hidrofobicas com os dtomos de ferro e
oxigénio do ligante. A ligacdo do ligante representado pela linha continua roxa equivale
a uma ligacéo covalente.

Na Figura 8, é observado que os atomos de ferro e oxigénio do ligante interagem
com o 4tomo de nitrogénio dos residuos de aminoacidos GIn414 e Leu425 Asp465 do
DLR da glicoproteina espicula do SARS-CoV-2 (variante Omicron) através de ligaces
de hidrogénio, com comprimento de 3,33 e 2,92 A, respectivamente. Ainda, trés residuos
de aminodcidos (Ala419, Lys424 e Ala4ll) hidrofobicamente com o ligante,
representado pelos arcos azuis raiados.

As ligacGes de hidrogénio e interacdes hidrofébicas desempenham um papel
essencial na inibicdo viral, pois sdo 0s principais responsaveis pela estabilizacdo do
complexo ligante-proteina (Wang et al., 2020). Por exemplo, Han e colaboradores (2022)
estudando as interacdes entre o receptor hACE2 e o DLR das variantes Delta e Omicron

encontraram fortes ligacdes hidrofobicas no complexo.

5.2. Estudos de Similaridade Molecular

As sobreposicgdes estruturais, calculos de contato e as correspondéncias de contato
da glicoproteina espicula variante Delta e Omicron do SARS-CoV-2 foram melhor
avaliadas por meio da ferramenta VTR. A Figura 9 apresenta a sobreposi¢do do DLR da
glicoproteina espicula das variantes Delta e Omicron. De acordo com o resultado
encontrado, comparando as estruturas do DLR da glicoproteina espicula de ambas as
variantes, a Omicron apresentou 76,91% dos contatos combinados com a variante Delta,
apresentando grande similaridade estrutural na cadeia. Como mencionado acima, a

pontuacdo VTR é um valor entre 0 e 1, em que quanto menor o valor, mais semelhantes
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sdo duas proteinas em termos de contatos inter-residuos. A pontuacdo VTR para as

proteinas em estudo foi igual a 0,04.

Figura 9. Sobreposicéo da glicoproteina espicula variante Delta em verde (codigo
PDB: 7WBQ) sobre a variante Omicron em azul (cédigo PDB: 7WBP) [Wang et al.,
2021][Han et al., 2022].

Fonte: Elaborado pela autora.

A Figura 10 apresenta 0s contatos com maior e menor distancia vetorial média
entre dois pontos da glicoproteina das duas variantes em estudo, em um espaco n-
dimensional. Para a Omicron, o VTR detectou 182 ligacdes de hidrogénio, 534 forcas
hidrofobicas com 62 forcas atrativas e 14 repulsivas, com 14 empilhamentos aromaticos
com 4 ligacGes de dissulfeto. J& para a variante Delta, foram encontrados 172 ligacGes de
hidrogénio, 526 forcas hidrofébicas, sendo 60 atrativas e 4 repulsiva, 12 empilhamento
aromatico e 4 ligagOes de dissulfeto. Pimentel e seus colaboradores (2021) avaliaram a
ferramenta VTR para compreender semelhanca funcional nas estruturas de proteinas,
avaliando inclusive a proteina do SARS-CoV-2 com o SARS-CoV (coronavirus do
primeiro surto epidémico em 2004), identificaram os residuos relevantes para interacdo
do SARS-CoV-2 com o receptor e observaram que a maioria desses residuos encontrados

é altamente conservado e compartilhado com o0 SARS-CoV.
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Figura 10. Contatos com maior (A) e menor (B) distancia vetorial média da glicoproteina
espicula variante Delta (codigo PDB: 7WBQ) e variante Omicron (codigo PDB: 7WBP)
[Wang et al., 2021][Han et al., 2022]

A)

- = = 60 -

PHE377

PHE374

TYR423

ILE418

Fonte: Elaborado pela autora.

Ainda sobre a Figura 10, o residuo PHE374 estd interagindo com o residuo
PHE377 na variante Delta; similarmente, o residuo PHE374 estad interagindo com o
residuo PHE377 na variante Omicron. Porém, apesar de possuirem a mesma composico
quimica e estarem ocupando as mesmas posi¢cdes na estrutura proteica, esses residuos
apresentam uma conformacéo espacial diferente na variante Delta em relacéo a variante
Omicron, de forma que a sobreposicao desses residuos é dificultada. De fato, dentre todas

as interacdes residuais intramoleculares, tanto para a variante Delta quanto para a variante
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Omicron, a interacdo PHE374-PHE377 foi a que apresentou o maior AVD (1,93A) e,
portanto, maior distancia entre os pontos dos vetores de contato. Como mencionado
anteriormente, o AVD deve ser o valor mais baixo possivel a fim de se detectar uma
correspondéncia de contato entre duas proteinas (Pimentel et al., 2021). Felizmente, a
maioria dos pares de contato apresentaram baixo valor de AVD, com média de 0,39A.
Por exemplo, os residuos ILE418 e TYR423 apresentaram o menor AVD (0,08A) dentre
todas as interacBes intramoleculares possiveis para ambas as variantes. As demais
interacdes intramoleculares entre os residuos de aminoacidos para o DLR da
glicoproteina espicula variantes Delta e Omicron estfo disponiveis na ferramenta online
VTR e podem ser acessados via web pelo endereco:
http://bioinfo.dcc.ufmg.br/vtr/vtr?omicron_x_delta-BBBB2$1646351607.



http://bioinfo.dcc.ufmg.br/vtr/vtr?omicron_x_delta-BBBB2$1646351607
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6. CONCLUSAO

A pandemia em curso proveniente de uma infecgdo viral tem trazido impactos
negativos ndo apenas a saude, mas socioecondmicos também. Diante disso, esse estudo
revelou que FezOs interagem eficientemente com as glicoproteinas do SARS-CoV-2
apresentando um complexo mais estavel para DLR-Delta em compara¢do ao DLR-
Omicron. Porém, a energia livre de ligacdo encontrado para ambos os complexos sdo
proximas ou semelhantes. Isso pode ser justificado através do estudo de similaridade
conformacional apresentado nesse trabalho. A estabilidade desse complexo esta associada
diretamente a energia de ligacdo livre, além disso, foram observadas no presente estudo
que essas interacGes sdo fortalecidas devidas as ligacGes hidrofébicas e pontes de
hidrogénio entre o ligante e a proteina. Essas interacdes encontradas estdo associadas as
alteracdes conformacionais em proteinas estruturais virais e subsequente inativacdo do
virus. Diante disso, recomenda-se o uso de nanoparticulas de ferro na fabricacdo
utensilios, recobrimento de superficies, filtros de alto desempenho e outras medidas

avancgadas de controle da infecgé&o.
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