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INTRODUCAO:

Os ultimos dois anos estdo sendo marcados pela pandemia do virus SARS-CoV-2 e, atualmente, suas
variantes, ja acarretando até o dia 22/08/2021 um total de 210 milhdes de casos confirmados e 4,4 milhdes de mortes
no mundo inteiro, tendo o Brasil 9,8 % dos casos e 13,0 % das mortes (OMS, 2021). Além disso, como ha a
possibilidade da Covid-19 se tornar uma doenga sazonal se ndo houver o devido controle (ONU, 2021) e como é o
terceiro coronavirus com implicagdes severas no sistema respiratério (SANTOS, 2020), a compreenséo detalhada
sobre seu funcionamento € extremamente necessaria.

Uma das proteinas com atuacdo menos conhecida do SARS-CoV-2 € a nsp 9 (nsp: non-structural proteins),
uma proteina homodimérica que apresenta 97,3 % de homologia de sequéncia com a nsp9 de SARS-CoV-1 e possui
um dominio a-hélice GxxxG considerado essencial para a replicagdo do virus (MIKNIS et al., 2009). Ensaios in vitro
mostram interacdes da nsp 9 com RNA e DNA de fita simples (EGLOFF et al., 2004), além disso, foi relatado que a
nsp9 participa de forma destrutiva no processo de enovelamento de proteinas nos ribossomos (LITTER et al., 2020).

Adicionalmente, cogita-se que a nsp 9 participa do processo de transferéncia de nucleosideo de monofosfato vinda da
nspl2 usando os residuos N1 e N2 (YAN et al., 2021; SLANINA et al., 2021).

OBJETIVOS:

Caracterizar interagbes e residuos importantes da proteina nsp9 de SARS-CoV-2 utilizando técnicas
computacionais. Para isso foram realizados:

e Dinamica molecular da nsp9 de SARS-CoV-2 em solvente explicito;

e Simulacdes de “docking” molecular da nsp9 com a nspl2 e posteriormente da proteina de interesse
com RNA segundo dados de Banerjee et al. (2020) e Yan et al. (2021);

o “Redocking” com peptideo citado na literatura por Litter et al. (2020) para definir se a técnica
traz resultados coerentes com dados experimentais;

e Comparacéo por AG de solvatacdo da nsp9 de SARS-CoV-2 com a de SARS-CoV-1, bem como das
mutantes G100A, G104A, G100A G104A, N1A, N2A e N1A N2A com o intuito de investigar residuos
importantes, funcionalmente e estruturalmente, na estabilidade da estrutura;

e Dinamica molecular baseada em modelos estruturais da nsp9 de SARS-CoV-2, de SARS-CoV-1 e

mutantes a fim de se investigar distingdes energéticas no sentido tempo e temperatura baseada na
mudanca do numero de contatos realizados.

METODOLOGIA:

Preparacdo das proteinas: as proteinas foram produzidas a partir da sequéncia da nsp9 de SARS-Cov-2 pelo
preditor de estrutura online I-Tasser (YANG; ZHANG, 2015) visto que as estruturas cristalograficas dela e de SARS-
CoV-1 nao constam com os residuos N1 e N2 bem representados, apesar de serem importantes em interacdes
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relatadas da proteina. Estruturas das mutantes de SARS-CoV-2 e SARS-CoV-1 foram geradas usando uma ferramenta
de mutacdo do software Chimera (PETTERSEN et al., 2004). Por fim se gerou as estruturas de trabalho fazendo
minimizagao energética pelo servidor online Yassara (KRIEGER et al., 2009).

Estudos de interacdo do tipovia “docking” molecular: utilizou-se o servidor online HADDOCK 2.4 (ZUNDERT et
al., 2016) para a simulacéo de interacdes.

Comparacao energética de estruturas: utilizou-se o servidor online PDBe PISA (KRISSINEL; HENRICK, 2007)
para analise baseada em energia de solvatacdo das estruturas de interesse.

Dinamica Molecular:

e Solvente Explicito: fez-se a simulagédo de flutuagéo da nsp9-SARS-Cov-2 em solvente explicito com o software
Gromacs (SPOEL et al., 2005) com o campo de forca GROMOS54a7 (CHRISTEN et al., 2005) por simulacdes
com passo de 2 fs para um tempo total de 200 ns. O sistema for simulado na temperatura de 300 K, na presséo
de 1,0 bar em uma caixa dodecaédrica rombica com a distancia de 1 nm da extremidade da proteina. O sistema
foi preenchido com 4gua modelo spc216 e concentragdo de 150 mM de NaCl. Antes da simulacéo de flutuacgao,
0 sistema foi minimizado em vacuo e em solvente com e sem restricdo dos movimentos da proteina e
posteriormente equilibrado por NPT e NVT.

e Modelo Baseado em Estrutura: usou-se o pacote SMOG 2.3 (NOEL et al., 2016) para a criacdo do modelo de
estruturas e se utilizou o software Gromacs (SPOEL et al., 2015) para as simula¢cfes com passo de 2 fs em
caixas cubicas. Foram feitas duas bateladas de experimentos: uma primeira variando de 80 K a 150 K por 2 ns
com distancia de 2 nm da extremidade da proteina, enquanto a outra varia de 100 K a 130 K por 6 ns com
distancia da extremidade de 4 nm. Em ambos os casos, as varia¢cdes de temperatura foram feitas com 8
intervalos equivalentes. Os nimeros de contatos pelo tempo foram analisados com script contacts-python
(FREITAS, 2021).

RESULTADOS E DISCUSSAO:

Dindmica Molecular em Solvente Explicito: A simulagdo de flutuacdo da nsp9 de SARS-CoV-2 apresentou um
comportamento estavel sem mudanc¢as conformacionais durante o tempo de simulacéo, o que foi visto pela estabilidade
do valor do raio de giro. Essa observacéo posteriormente, foi verificada por Clusterizagdo e por Superficie de Energia
Livre que forneceram o mesmo tipo de conformacao. Fazendo uma analise da flutuagdo quadratica média (RMSF) dos
residuos pelos nos ultimos 50 ns, presente na Figura 1, percebe-se uma relativa rigidez no dominio GxxxG, enquanto
€ observada uma maior flexibilidade nas regifes: N-terminal (residuos 1 — 10), B2 com parte do loop B2/B3 (34 — 39),
B4 com parte do loop B4/B5 (58-63) e B6 com parte do loop B6/B7 (78 — 83).
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Figura 1: resultados de flexibilidade da nsp9 nos Gltimos 50 ns. A esquerda: grafico dos valores de RMSF por residuo e cadeia. A

direita: representacéo dos dados de RMSF.

Teste de “Redocking”: usando como experimento inicial de afericdo da técnica de “docking” molecular para investigar
interacdes da nsp9 de SARS-CoV-2, escolheu-se a proteina com peptideo no trabalho de Litter et al. (2020). Montando
a estrutura apenas do peptideo com sequéncia ALEVLFQ (PDB: 6W9Q), pode-se ver que o algoritmo do HADDOCK
2.4 conseguiu prever tanto para SARS-CoV-2 quanto para SARS-CoV-1 as zonas de interagdo descritas: as com o
dominio GxxxG e as com a regido N-terminal. Além disso, ambas poses ocupam espac¢os préoximos do peptideo e
apresentam significativas energias de interacao, como pode ser visto pela Figura 2. As maiores diferencas das poses
provavelmente se devem ao fato de a estrutura original do peptideo ter sido feita com ele incluso em sequéncia da
regido N-terminal, afetando ligeiramente a geometria da regido. Dessa forma, a técnica de “docking” se viu aceitavel
para moléculas com interacao ainda relativamente desconhecidas.
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Figura 2: resultados do processo de “redocking”. A esquerda: sobreposi¢do das melhores poses (peptideo, SARS-CoV-2 e SARS-
CoV-1). A direita: representacdo dos dados de energia de interacéo (E. |.) dos “redockings’.

Andlises de interacdo via “docking” da nsp9 de SARS-CoV-2 com outros sistemas (nspl12 e RNA): a interacdo da nsp9
monomérica com a nspl2 for feita baseada no artigo de Yan et al. (2021). Usando o servidor online APBS (DOLINSKY
et al., 2004), foi possivel observar zonas de potencial eletrostatico da regido N-terminal e a-hélice da nsp9 em uma
cavidade contendo pirofosfato de magnésio da nspl12, como pode ser visto na Figura 3. Na cavidade, a extremidade
do N-terminal (residuos N1 e N2) esta bem proxima (~ 4 A) desse composto, o que é coerente com os trabalhos de
Slanina et al. (2021) e Yan et al. (2021) nos quais discutem sobre a influéncia da nsp9 no processo de reproducdo do
virus. Segundo o primeiro autor, os dois residuos de asparagina sdo importantes para o processo de transferéncia de
monofosfato nucleosidico em uma das etapas do processo. Para as interacdes com RNA, utilizou-se como base as
regides de nucleotideos marcadas no trabalho de Banerjee et al. (2020), como pode ser visto em vermelho na Figura
4 (nucleotideos 142-143 e 149-151). Como o trabalho ndo apresentava a estrutura com a nsp9 e ndo ha semelhancas
estruturais e sequenciais entre ansp9 e a SRP19, proteina que a nsp9 ocuparia o local, foi necessario obter um preditor
de interfaces para uma estimativa inicial dos residuos. Para isso se utilizou o servidor online PRIME-3D2D (XIE et al.,
2020), sendo entado possivel o “docking”. Os resultados apontaram duas potenciais configuragfes, Configuragdo 1 e
Configuragdo 2, mostradas na Figura 4. Fazendo comparacdes estruturais das energias dos nucleotideos em
comparacgéo a proteina SRP19, ambas se mostraram adequadas para o sistema, contribuindo mais para a estabilizacéo
do RNA, sendo necessério experimentos praticos para uma analise mais criteriosa.
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Figura 3: estruturas com superficie baseada em potencial de superficie (P.S) da nsp9 de SARS-CoV-2 com nspl2 de forma geral

(a esquerda) e com foco na cavidade ocupada pela nsp9 (a direita).
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Figura 4: resultados do “docking” de RNA. A esquerda: estrutura da SRP19 (PDB: 1MFQ) superimposta com melhores poses da
nsp9 de SARS-CoV-2 usando como referéncia RNA (Configuracao 1, Configuracdo 2, SRP19, RNA previsto de interagir com nsp9

e nsp8). A direita: grafico das diferencas das contribuicdes energéticas entre as formacdes propostas contra SRP19.
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Comparacao energética entre estruturas por energia de solvatacdo: apos realizadas as analises de estrutura pelo
servidor PDBe PISA, uma primeira observacao € a formacao de 5 a 9 ligagbes de hidrogénio entre os residuos 5-8
(regido N-terminal) de uma cadeia com o residuo 77 (regido B6) da outra, bem como a formacéo de 4 pontes salinas
entre os residuos 6 e 77 para todas as estruturas de nsp9. Além disso, foi visto que os residuos 2-7, 71-76, 88, 90, 96-
97, 100-101, 103-107, 110 e 112 contribuem para energia de solvatagdo nsp9 de SARS-CoV-2, conforme pode ser
observado pela Figura 5. Dessa forma, o dominio a possui também uma observavel influéncia na estabilidade da
proteina.
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Figura 5: resultados das contribuigbes energéticas de cada residuo da nsp9 de SARS-CoV-2. A esquerda: gréfico dos valores de

AG por residuo. A direita: representacéo dos dados de AG.

Dindmica molecular baseada em estrutura: as proteinas de forma geral apresentaram distincdo nos seus
comportamentos pelas variaveis numero de contatos, tempo e temperatura como pode ser visto na Figura 6.
Especificamente as mutantes G100A, G104A, G100A G104A (todas as mutacdes na regiao a-hélice) e N1A mostraram
uma queda do numero de contatos mais acentuada pelo tempo para as mesmas condi¢gfes de temperatura, indicando
gue necessitam de uma menor energia para desenovelarem. Nos outros casos, ndo pode ser observada uma diferenca
notavel do perfil em comparacdo a nativa ou a nsp9 de SARS-CoV-1. Além disso, ainda ndo se pode ser afirmado
nenhuma informag¢édo sobre barreiras energéticas entre as energias de estados diméricos, monoméricos e
desenovelados, apesar dos perfis obtidos aparentarem a formac&o de niveis estaveis com degraus.
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Figura 6: grafico comparativo entre proteinas pelo tempo, temperatura e nimero de contatos.

CONCLUSAOQ:

A nsp9 do virus SARS-CoV-2 e homoélogos ainda € uma pesquisa em desenvolvimento, mas importante para
o entendimento do funcionamento desse tipo de virus. Essa investigacdo, baseada em técnicas computacionais,
permitiu-nos criar insights sobre essa proteina e como abordar esse tipo de problema, mas ainda séo observacgdes que
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devem ser expandidas e validadas na pratica. Foi visto que a regido GxxxG se mostrou rigida pela técnica de dindmica
molecular, mas importante no ponto de vista energético e de estabilidade com base na analise das energias de
solvatacdo e da dindmica baseada em estrutura. Além disso, também se observou que a regido N-terminal possui
bastante contribuicdo energética na interacdo com a nspl2, tendo nesse caso destaque os residuos N1 e N2. Além
disso, foram feitas duas propostas de configuracdes para regides de interagdo com o RNA para o inicio de uma
investigacdo mais completa.
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