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RESUMO

O virus causador da COVID-19, SARS-CoV-2, assim como os outros virus de RNA
de fita simples de sentido positivo, possui um genoma compacto que codifica
grandes poliproteinas, as quais sao processadas por proteases virais a fim de
gerarem proteinas maduras importantes para o ciclo viral. A protease nsp5 é
responsavel pela clivagem de 11 sitios de SARS-CoV-2, além de ser capaz também
de clivar proteinas humanas. Nestes casos, a nsp5 pode servir como uma “arma
molecular” contra o sistema imune do hospedeiro, mas também pode clivar
proteinas do hospedeiro que servem como “isca”, ativando vias antivirais. Sendo
assim, substituicbes nesses sitios de clivagem podem interferir nesse processo de
clivagem e, consequentemente, impactar o conflito entre virus e hospedeiro, como ja
foi visto para outros virus que se utilizam desse mesmo mecanismo. Assim, o
presente estudo objetivou caracterizar a variagdo das sequéncias humanas alvo de
clivagem da nsp5. Para isso, inicialmente, foi realizada uma revisao de literatura
extensa a fim de identificar os sitios de clivagem humanos da nsp5 ja comprovados
experimentalmente. Em seguida, com os dados dessa etapa inicial, foi construido
um perfil de preferéncia fisico-quimica, ou especificidade, da protease. Com essas
informacdes, utilizando-se de scripts em Python, foram recuperadas variantes
genéticas missense presentes nessas regides a partir do maior banco de dados de
variantes genéticas da atualidade, o gnomAD. Esses SNPs foram analisados quanto
a sua frequéncia alélica e impacto funcional in silico. A variante mais frequente
também foi analisada estruturalmente, por meio do software PyMol, quanto ao seu
impacto. Dessa maneira, foram identificados 100 sitios na revisdo de literatura e 242
variantes genéticas que, no geral, impactam negativamente a capacidade clivagem.
Além disso, a mutagdo com maior frequéncia ocorre no gene DDX58, codificante do
sensor de RNAs RIG-I e, in silico, parecer ser benéfica para a protease haja vista
que, estruturalmente, foi visto uma mudanca no perfil de hidrofobicidade e
eletrostatico. Portanto, este trabalho demonstrou que ha variagdo nos sitios de
clivagem humanos da nsp5 e que esta pode ter impactos no conflito entre virus e
hospedeiro, apontando essas interface de interagdo entre a protease viral e alvos
humanos como regides de interesse para busca de variagdo genética e consequente
entendimento da genética da susceptibilidade e gravidade da COVID-19.

Palavras-chave: Protease. Variagdo genética. Evolugdo molecular. Virologia.
Bioinformatica



ABSTRACT

The causative agent of COVID-19, SARS-CoV-2, like other positive-sense
single-stranded RNA viruses, has a compact genome that encodes large
polyproteins, which are processed by viral proteases to generate mature proteins that
are important for the viral cycle. The nsp5 protease is responsible for the cleavage of
11 SARS-CoV-2 sites and is also capable of cleaving human proteins. In these
cases, nsp5 can serve as a “molecular weapon” against the host’'s immune system,
but it can also cleave host proteins that serve as “tripwires”, activating antiviral
pathways. Therefore, substitutions in these cleavage sites can interfere with this
cleavage process and, consequently, impact the conflict between virus and host, as
has already been seen for other viruses that use this same mechanism. Therefore,
the present study aimed to characterize the variation existing in the human cleavage
targets of nsp5. To this end, initially, an extensive literature review was carried out in
order to identify the human nsp5 cleavage sites already experimentally proven. Then,
with the data from this initial step, a physicochemical preference profile, or specificity
profile, of the protease was constructed. With this information, using Python scripts,
missense genetic variants present in these regions were retrieved from the largest
database of genetic variants currently, gnomAD. These SNPs were analyzed for their
allelic frequency and functional impact in silico. The most frequent variant was
analyzed structurally in the software PyMol. In this way, 100 sites were identified in
the literature review and 242 missense variants that, in general, negatively impact the
cleavage capacity. Furthermore, the most frequent mutation occurs in the DDX58
gene, which encodes the RIG-I RNA sensor and, in silico, it seems to be beneficial
for the protease since structurally there was a change in the hydrophobicity and
charges profiles. Therefore, this work demonstrated that there is variation in the
human cleavage sites of nsp5 and that it can have impacts on the conflict between
virus and host, pointing out these interaction interfaces between the viral protease
and human targets as regions of interest for searching for genetic variation and
consequent understanding of the genetics of susceptibility and severity of COVID-19.

Key words: Protease. Genetic variation. Molecular evolution. Virology.
Bioinformatics.
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1 INTRODUGAO

Os virus de RNA de fita simples de sentido positivo (positive-sense single
stranded RNA ou ((+)ssRNA, em inglés) incluem patégenos de grande importancia
para a saude publica, como o poliovirus, virus da Zika (ZIKV), o virus chikungunya
(CHIKV) e o0 SARS-CoV-2. Esses patégenos se utilizam de um mecanismo comum
em seus ciclos virais: traduzir uma ou mais grandes poliproteinas que sao
subsequentemente clivadas por proteases humanas ou virais (Modrow ef al., 2013).
Portanto, esse mecanismo de clivagem se configura como um passo
importantissimo para a replicacao e transmisséao viral.

No caso do SARS-CoV-2, a protease nsp5 € responsavel pela clivagem do
maior numero de sitios, totalizando um total de 11. Tal é a importancia dela no ciclo
viral, que alguns farmacos ja aprovados como terapia para a COVID-19 tem como
alvo justamente a inibigdo dela (Najjar-Debbiny, 2022). Além disso, inibidores de
protease ja sdo também utilizados na terapia antirretroviral contra o HIV (Wang; Lv;
Chu, 2015).

Entretanto, hoje € sabido que a nsp5 nao cliva somente proteinas virais, mas
também proteinas do hospedeiro humano, manipulando vias bioquimicas de forma a
favorecer o virus (Liu et al., 2021; Zhang et al., 2022). Esses cenarios colocam o
virus e o hospedeiro num ambiente de “conflito evolucionario” dado que mutagdes
nos sitios de clivagem podem impactar a eficiéncia de clivagem da protease,
ajudando o hospedeiro a evadir-se da “arma” viral. Similarmente, o virus também
pode sofrer mutagcbes na sequéncia da protease de forma a mudar sua
especificidade e reconhecer novos sitios.

Sendo assim, estudar a variagdo genética nessas interfaces de interagao
virus-hospedeiro € de grande importancia para o melhor entendimento da interagéo
entre os dois e de como variagbes genéticas podem ser a base de diferentes
respostas frente a infeccao pelo SARS-CoV-2. Portanto, este trabalho in silico
buscou identificar e caracterizar as variacdes presentes nos sequéncias humanas
alvo de clivagem da protease nsp5, buscando também mensurar o impacto dessas

variagdes sobre a capacidade de clivagem da protease.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Virus bDE RNA DE FITA SIMPLES DE SENTIDO POSITIVO E PROTEASES VIRAIS

Os virus (+)ssRNA sao o maior grupo de virus de RNA. Uma propriedade
comum entre eles € a de utilizar seu genoma como um RNA mensageiro
(messenger RNA ou mRNA, em inglés), a partir do qual sintetizam uma ou varias
poliproteinas que sdo subsequentemente clivadas por proteases celulares ou virais
(Modrow et al., 2013), gerando proteinas individuais e funcionais como pode ser
visto na Figura 1. Dessa forma, esse processo € critico para uma replicagao e
propagacao viral de sucesso, o que faz com que as proteases virais sejam um alvo

atrativo para o desenvolvimento de farmacos antivirais (Lee et al., 2020)

Figura 1 - Tradugédo do RNA e processamento da poliproteina do HCV

HCV RNA i NEiA  Nae
Cd
5=——c E1 E2 NS2 NS3 NS5A NS5B ——3’
Structural Proteins l Non-Structural Proteins
HCV Polyprotein p7 NS4A  NS4B
. Cd
Cc E1 E2 NS2 NS3 NS5A NS5B
NS2-3
Cellular proteases pruteasel NS3 protease
core envelope m RNA-dependent
\ RNA polymerase

NS3 NS3 NS3
protease NTPase cofactor
helicase

Fonte: Vega et al., 2013

Esse mecanismo de clivagem ja é conhecido em varios virus de interesse
para a espécie humana. Nos flavivirus, o virus da hepatite C (Hepatitis C virus ou

HCV, no inglés), o virus da febre amarela (yellow fever virus ou YFV, em inglés), o
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virus da dengue (DENV) e o virus da Zika (ZIKV) possuem uma serino-protease,
NS3, responsavel pela clivagem de suas poliproteinas (Modrow et al., 2013). Na
familia Togaviridae, o virus da Chikungunya (CHIKV) utiliza uma cisteina protease
(Narwal et al., 2018), assim como na familia Coronaviridae, os virus SARS-CoV e
SARS-CoV-2 também se utilizam desse mesmo mecanismo.

Cabe salientar também que as proteases possuem especificidades individuais
quanto a quais sequéncias de aminoacidos sdo melhor reconhecidas e clivadas
pelos seus sitios de ligagdo. A fim de identificar de forma mais facil os aminoacidos
de preferéncia, foi desenvolvida uma nomenclatura por Schechter e Berger
(Schechter e Berger, 1967), representada graficamente na Figura 2. Nela, o residuo
na diregdo N-terminal imediatamente ao lado da ligagdo peptidica que sera
quebrada € denominado P1 e assim progressivamente. Ja o primeiro residuo na
diregdo C-terminal ap6s a ligacdo que sera clivada é denominado P1’ e assim
sucessivamente. Posto isso, € sabido que as proteases do ZIKV e DENV
reconhecem sequéncias com residuos carregados positivamente, como arginina e
lisina, nas posi¢cdes P1 e P2 (Li e Kang, 2021). Ja para o HCV, essa preferéncia
inclui residuos acidicos (acido glutamico e acido aspartico) na posi¢cao P6, residuos
polares (cisteina ou treonina) na posicdo P1 e residuos com cadeias laterais

pequenas (serina ou alanina) na posigcao P1’ (Grakoui et al., 1993).

Figura 2 - Representacao grafica da nomenclatura de Schechter e Berger.

QOO
SHEHSH

Fonte: Duschak e Couto, 2009
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Porém, além desse papel essencial no ciclo viral, as proteases de virus
(+)ssRNA também s&o capazes de clivar proteinas do hospedeiro, incluindo
proteinas do sistema imune inato, o que permite que esses patdogenos possam

manipular processos dentro da célula (Tsu et al., 2021). A protease NS3/4A do HCV
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e a protease 2A do Enterovirus 71 (EV71) sdo capazes de clivar a proteina MAVS
(mitochondrial antiviral-signaling protein, em inglés) e, assim diminuir os niveis de
interferon (IFN), contribuindo para a persisténcia do virus no hospedeiro
(Anggakusuma et al, 2016; Wang et al., 2013) Similarmente, a protease NS2B/NS3
do DENV cliva a proteina STING (stimulator of interferon genes, em inglés) e inibe a
producao de interferon beta (IFN-B) (Yu et al., 2015). Além disso, cliva as mitofusinas
MFN1 e MFN2, responsaveis pela fusdo mitocondrial, o que prejudica a producao de
interferons (Lei e Hilgenfeld, 2017).

Ademais, é importante pontuar que esse processo de clivagem nem sempre
funciona de forma a favorecer o hospedeiro. Recentemente, foi mostrado que a
proteina CARDS8 (caspase recruitment domain family member 8, em inglés) funciona
como um sensor do HIV-1 (human immunodeficiency virus 1, em inglés) ao ser
clivada pela protease do virus (Kulsuptrakul et al., 2023; Wang et al., 2021). Outro
exemplo é a clivagem pela protease 3C do rinovirus humano (HRV) que, ao clivar o
fragmento N-terminal auto inibitério da proteina NLRP1, libera o fragmento

C-terminal, que inicia a formagao do inflamassoma (Wang et al., 2021).

2.1.1 SARS-CQOV-2 e a protease nsp5

O virus SARS-CoV-2 faz parte do grupo de virus (+)ssRNA e é o agente
causador da COVID-19 e da maior emergéncia em saude publica do século XXI até
o presente momento: segundo a Organizagdo Mundial de Saude, até fevereiro de
2024, foram mais 700 milhdes casos reportados e 7 milhdes de 6bitos (Organizagao
Mundial da Saude, 2024).

O genoma do SARS-CoV-2 tem cerca de 30 kilobases (kb), com multiplas
open reading frames (ORFs). A ORF1a e 1ab produzem poliproteinas que, quando
submetidas a clivagem, resultam em 16 proteinas nao estruturais (non-structural
proteins ou nsps, em inglés), enquanto outras ORFs codificam para proteinas como
a spike (S) proteina de membrana (M), a do envelope (E) e a de nucleocapsideo (N),
por exemplo. A clivagem das poliproteinas, nesse caso, é realizada por duas
cisteinas proteases: a nsp3 e a nsp5. Esta ultima, também chamada de 3CLpro (3
chymotrypsin-like protease, em inglés) ou protease principal (main protease, em
inglés), € responsavel pela clivagem em pelo menos 11 sitios virais (Zhang et al.,
2022).
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Além desses sitios virais, varios sitios de clivagem ja foram identificados em
proteinas humanas, incluindo trés alvos importantes: o receptor seletivo de autofagia
p62 (Zhang et al., 2022), que, quando degradado, ajuda o virus a evitar a depuragao
autofagica; o sensor citosélico de RNA virais RIG-I (retinoic acid-inducible gene I, em
inglés) (Liu et al., 2021), que, quando clivado, dificulta o reconhecimento e resposta
imune ao virus; e a proteina NLRP1 (NACHT, LRR, FIIND, CARD domain and PYD
domains-containing protein 1, em inglés) (Planés et al., 2022), que, quando clivada,
ativa a formagao do inflamassoma e a morte celular como forma de ativagédo da

resposta imune.

2.2 RIG-I, UM IMPORTANTE SENSOR DE RNAs VIRAIS

Nos ciclos virais, € essencial para o patdgeno a introdugédo do genoma, seja
de DNA ou RNA, na célula infectada. Nos seres humanos, os genomas codificam
para varias familias de sensores de acidos nucléicos, dentre eles os receptores
semelhantes ao gene induzivel pelo acido retindico | (retinoic acid-inducible gene
I-like receptors ou RLRs, em inglés). Ademais, hoje € sabido que os RLRs estao
envolvidos no reconhecimento de quase todas as principais familias de virus.
(Rehwinkel e Gack, 2020).

Sao trés 0s membros desse grupo: MDAS (melanoma
differentiation-associated protein 5, em inglés), LGP2 (laboratory of genetics and
physiology 2, em inglés) e RIG-l. A organizacdo dos seus dominios protéicos &
mostrada na Figura 3A. Todos possuem um dominio helicase e um dominio
carboxi-terminal (carboxy-terminal domain ou CTD, em inglés), os quais funcionam
como reconhecedores dos RNAs imunoestimuladores. RIG-1 e MDAS5 possuem, além
disso, dois dominios CARD, que servem para mediar a transducdo dos sinais
posteriores da via de reconhecimento.

Quando néo ligado a um RNA de fita dupla (double strand RNA ou dsRNA,
em inglés), RIG-l se encontra numa conformag&o autoinibitoria onde o dominio
CARD e o helicase interagem, ndo permitindo sinalizagdo. Dessa forma, quando ha
a ligacdo ao dsRNA, o dominio helicase se liga fortemente ao redor do RNA, o que
permite uma mudanca conformacional que expde os CARDs para a sinalizacao
(Figura 3C). Essa liberacao € importante dado que os CARDs de RIG-| interagem

com CARDs de MAVS, uma proteina adaptadora importante que induz uma via para
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transcricdo de genes codificantes de interferon tipo | e outros genes antivirais e

imunoregulatérios (Figura 3B) (Zerbe; Mouser; Cole, 2019)

Figura 3 - Estrutura e funcionamento geral dos RLRs. A) Representacdo esquematica dos
dominios proteinas dos membros dos RLRs. B) Via de sinalizagao de RIG-I e MDA5. C) Modelo de
ligagdo e ativagéo da sinalizagéo de RIG-I.
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Fonte: Rehwinkel e Gack. 2020

2.3 CONFLITOS EVOLUCIONARIOS ENTRE VIRUS E HOSPEDEIRO

Ao interagirem, virus e hospedeiro competem pela sua sobrevivéncia ou para

que possam coexistir no mesmo espacgo. De fato, esse cenario se enquadra no que
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Van Valen propds em 1973 (Van Valen, 1973), ao publicar a hipotese da Rainha
Vermelha (ou Red Queen hypothesis, em inglés). Sob essa hipdtese, o progresso
evolutivo de uma espécie ocorre em detrimento de outras espécies coexistentes,
mas, porque estas espécies coexistentes também podem evoluir, ndo ha um ganho
de aptiddo para nenhuma espécie a longo prazo. Como a Rainha Vermelha disse a
Alice no livro “Through the Looking-Glass” , de Lewis Carroll, “Now, here, you see, it
takes all the running you can do, to keep in the same place” (Carroll, 2006).

No caso especifico das interagdes virus-hospedeiro, adaptagdes no virus que
favorecam mecanismos de evasdo as estratégias antivirais do hospedeiro sdo
favorecidas e, no hospedeiro, interagdes que favorecam a inibicao viral ou que
ativem defesas antivirais serdao preferidas (Tsu et al.,, 2021). Todavia, ambas as
adaptacdes estdo sujeitas a fortes pressdes evolutivas, uma vez que o outro lado
tentara se adaptar. Dessa forma, um conflito evolucionario passa a existir. As marcas
desses conflitos podem ser detectadas por meio de sinais de selegao positiva,
selecdo onde alelos benéficos tém sua frequéncia aumentada (Zhang, 2008). Por
fim, cabe salientar que essas mudangas moleculares determinam a amplitude de
hospedeiros que podem ser infectados e a patogénese viral (Rothenburg e Brennan,
2020)

2.3.1 Proteases Virais e Conflitos Evolucionarios

Dado que uma especificidade de sequéncia é requerida para a ocorréncia do
processo de clivagem das proteinas humanas pelas proteases virais, espera-se que
conflitos evolucionarios ocorram nessas interfaces. Sendo assim, uma substituicao
de um residuo num determinado motivo de clivagem pode alterar a susceptibilidade
de clivagem daquele sitio. Essa dindmica pode ser visualizada de forma grafica na

Figura 4.
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Figura 4 - Conflitos evolucionarios no contexto das proteases e suas proteinas-alvo. A) A evolugao
da proteina do hospedeiro que favorece sua aptidao (fitness) resulta na evolugao da protease viral, o
que configura um quadro de conflito entre os progressos evolutivos do patégeno e hospedeiro. B)
Tendo a especificidade das proteases virais, substituigdes nos sitios de clivagem podem acarretar na
susceptibilidade ou resisténcia a clivagem. C) Numa arvore filogenética, essas substituicdes podem
ocorrer recorrentemente, o que pode resultar na resisténcia a clivagem entre espécies préximas.
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Fonte: Tsu et al., 2021

Existem evidéncias que dao suporte a essa hipotese. Num nivel interespécies,
ja foi demonstrado que, em primatas, as MAVS evoluiram sobre uma forte evolugéo
positiva, acarretando substituicdes que tornam os sitios de clivagem de algumas
espécies resistentes a clivagem pela protease NS3/4A do HCV. Consequentemente,
essas substituicdbes permitem uma melhor restricdo a replicacao viral (Patel et al.,
2012). Ademais, num nivel intraespecifico, na populagdo humana, um SNP que
acarreta na substituicdo de uma serina por uma prolina na posigcéo 39 (posicéo P2’
do sitio de clivagem) de CARDS8 diminui o processamento pela nsp5. Destarte, a
formagao do inflamassoma e o mecanismo de detecgao do virus sao afetados (Tsu
et al., 2023).

Portanto, a analise das variacbes de sequéncia nessas interfaces de
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interagdes entre a nsp5 e seus alvos humanos fornece oportunidades de entender
onde e como, molecularmente, esses conflitos evolucionarios ocorrem.
Consequentemente, é possivel também achar nessas variagdes possiveis respostas

para a diversidade de fenotipos em relagao a fisiopatologia da COVID-19.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Caracterizar a variagdo nas sequéncias dos sitios de clivagem

humanos da protease nsp5 de SARS-CoV-2.

3.1 OBuyeTIVOS ESPECIiFICOS

Identificar todos os sitios de clivagem da protease nsp5 nos seres
humanos comprovados experimentalmente.

Identificar o perfil fisico-quimico das preferéncias de clivagem da
protease nsp5.

Construir um algoritmo capaz de recuperar informagdes sobre SNPs
missense que ocorrem nas regides codificantes dos aminoacidos existentes nos
sitios de clivagem da protease nsp5.

Caracterizar os SNPs missense que ocorrem nas regides
codificantes dos aminoacidos existentes nos sitios de clivagem da protease nsp5

quanto a sua frequéncia alélica e seu impacto funcional in silico.
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4 METODOLOGIA

As etapas desenvolvidas neste projeto podem ser sumarizadas na Figura 5.

Abaixo, cada uma dessas etapas sera apresentada de forma mais detalhada.

Figura 5 - Etapas do projeto de pesquisa

1

®—-—® —® — @

Caracterizagao

- Pesquisa por variantes 5 &
Reviséo de literatura fisico-quimica dos sitios quisa p Analise e Interpretagao
de clivagem missense das varlantes
Selecao dos sitios de clivagem Construgao de um perfil de Recuperacio de variantes Analise descritiva dos
humanos da protease nsp5 “preferéncia” (especificidade) nos sitios de clivagem por resultados do script e
comprovados experimentalmente para a clivagem pela nsps meio de um script em Python predigdo de impacto in silico

Fonte: Autor, 2024

4.1 MINERACAO DE DADOS E SELECAO DOS SiTioS DE CLIVAGEM

Primeiramente, foi realizada uma extensa revisdo de literatura e
mineracdo de dados em busca de sitios de clivagem da protease nsp5 de
SARS-CoV-2 no proteoma humano, considerando-se trabalhos publicados até
dezembro de 2022. Nesta busca foram considerados somente trabalhos que
comprovaram a clivagem experimentalmente (in vitro), excluindo-se trabalhos in
silico. No que tange as posigdes dos sitios de clivagem que foram consideradas,
somente os residuos de P4 a P1’, seguindo a nomenclatura de Schechter e Berger
(Schechter e Berger, 1967) foram recuperados. Isso porque, evidéncias apontam
que, tanto para SARS-CoV como para SARS-CoV-2, a maior especificidade parece
estar restrita a esses residuos (Chuck et al., 2010; Goetz et al., 2007; Jin et al.,
2020). Em seguida, foi feita uma curadoria a fim de identificar e excluir sitios
duplicados (identificados em mais de um trabalho) ou aqueles onde a amplitude

considerada anteriormente ndo era possivel de ser recuperada (os cinco residuos
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necessarios ndo estavam disponiveis).

4.2 CarRACTERIZACAO Fisico-Quimica pos SiTios DE CLIVAGEM

Para a interpretagao e analise do impacto das mutacdes nos sitios de
clivagem é necessario conhecer quais caracteristicas dotam um sitio de ser clivavel
ou nao. Dessa forma, foi feita uma caracterizacao fisico-quimica a partir dos sitios
obtidos anteriormente para determinar os aminoacidos mais frequentes em cada
posicdo de clivagem, além de caracteristicas quimicas ou fisicas: hidrofobicidade,
tamanho, tamanho do grupo R, carga, estrutura secundaria e desordem.

Primeiramente, a fim de realizar a caracterizacdo da conservagao de
aminoacidos em cada uma das posigdes, foi construido, com a ferramenta WeblLogo
(Crooks et al., 2004) um sequence logo, uma representacdo grafica dos padroes
vistos no alinhamento multiplo de sequéncias, as quais sao, nesse caso, os sitios de
clivagem.

Em relacdo a caracteristicas tridimensionais (3D), foi analisada a
distribuicdo dos volume dos grupos R dos aminoacidos com dados de Chuck e
colaboradores (Chuck et al., 2010). Além disso, foram utilizados scripts préprios em
Python para a extragcado e analise dos perfis de estrutura secundaria e de exposigao
a partir de modelos 3D preditos pelo AlphaFold. O AlphaFold é um algoritmo de
inteligéncia artificial capaz de predizer estruturas protéicas com alta acuracia e
velocidade (Jumper et al., 2021). Para a classificagdo do perfil de exposic¢ao, foi
utiizada a medida relativa de acessibilidade ao solvente (relative solvent

accessibility ou RSA, em inglés), de forma que

RSA = ASA + MaxASA

onde ASA é a afea de superficie acessivel ao solvente (accessible
surface area, em inglés) do residuo e MaxASA é o maximo de ASA para aquele
residuo. Os valores de ASA foram recuperados dos modelos preditos e os de
MaxASA a partir do trabalho de Tien e colaboradores (Tien et al., 2013). Residuos
com valores de RSA maiores que 0,25 foram classificados como expostos e
menores que 0,25 como enterrados (ou buried, em inglés) (Zhang; Li; LG, 2018).

Para a classificacdo da estrutura secundaria, foi utilizada a de trés classes:
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folha-beta (E), alfa-hélice (H) e outras regides (C).

Além disso, as estruturas preditas pelo AlphaFold possuem uma
métrica para cada residuo que estima a confianga da predigdo, numa escala de 0 a
100, chamada de pLDDT. Os autores da ferramenta apontam que regides com
valores menores que 50 servem razoavelmente como preditores de desordem, ou
seja, regides que nado possuem uma estrutura tridimensional estavel em condicoes
fisiolégicas. Sendo assim, a distribuicdo dos valores de pLDDT também foi

analisada.

4.3 Pesquisa POR VARIANTES MISSENSE

Utilizando-se de um script proprio em Python, foi realizada a
pesquisa por SNPs (single nucleotide polymorphisms, em inglés) do tipo missense
para as posi¢des dos sitios de clivagem obtidos anteriormente. O script funciona da
seguinte forma: primeiramente, ele recebe como entrada (input) um arquivo .csv
(comma separated value) com a sequéncia do sitio de clivagem, o Uniprot ID
(identificador de uma sequéncia proteica no banco de dados Uniprot,

https://www.uniprot.org/) e o nome do gene. Além disso, € necessario fornecer

também a sequéncia FASTA para que o programa mapeie a posicao dos sitios na
proteina como um todo. Haja vista que as proteinas podem ter diferentes isoformas
€ isso poderia resultar na recuperacao de variantes que nao impactam os sitios de
clivagem, foram utilizadas sequéncias proteicas consenso obtidas a partir do projeto
MANE (Matched Annotation from the NCBI and EMBL-EBI, em inglés). Esse projeto
gerou o conjunto de dados MANE Select, que consiste num conjunto de transcritos
(e suas proteinas correspondentes) representativos para cada locus obtido por meio
de métodos computacionais e revisao manual e discusséo (Morales et al., 2022).
Com essas informacodes, foram recuperados os SNPs missense a
partir de um banco de dados especifico, o] dbSNP

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp/). Apesar desse banco de dados concentrar

informacgdes sobre variagdes genéticas humanas de varios bancos, neste trabalho
foram utilizadas somente as informagdes do banco de dados gnomAD
(Gudmundsson et al., 2021). Atualmente, o gnomAD € o maior e mais utilizado

banco de variagdo genética na populagdo humana, sendo composto por mais de


https://www.uniprot.org/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp/
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70.000 genomas e mais de 700.000 exomas. O script devera ter como resultado um
arquivo .csv com informagdes sobre o rsID do SNP, o gene, a frequéncia alélica, o

numero de alelos e a posigcao de clivagem.

4.4 ANALISE E INTERPRETACAO DAS VARIANTES

Com os resultados obtidos a partir do script anterior, foi realizada uma
analise descritiva para a distribuicdo das frequéncias alélicas (FA) dos SNPs
presentes na populagao geral.

Além disso, a fim de mensurar estatisticamente o impacto dessas
substituicdes, foi construida, com os mesmos motivos de clivagem obtidos na
revisdo de literatura, uma matriz de pontuagao posigao-especifica (position-specific
scoring matrix ou PSSM, no inglés). As PSSMs, basicamente, sdo matrizes que
especificam pontuagdes para a observagdo de um determinado aminoacido em
determinada posigdo. Para sua construgao, primeiramente, foi feito um alinhamento
com todos os sitios de clivagem, a partir do qual foi construida uma matriz de
frequéncia absoluta, onde cada linha representa um aminoacido e cada coluna
representa uma posigao de clivagem. Cada elemento dessa matriz é a frequéncia
absoluta daquele aminoacido naquela posi¢cao. Na Figura 6 é possivel observar essa

matriz para um alinhamento de sequéncias de nucleotideos.

Figura 6 - Matriz de frequéncia absoluta

A3 61 0 0 6 7 2 1
M ¢z 21 0 0 211 2
i1 1 7 10 0 1 1 5 1
r{4 11 0 10 1 1 2 6

Fonte: Wikipédia, 2024

Em seguida, essa matriz de frequéncia foi transformada em uma
matriz de probabilidades, na qual a probabilidade de observar um aminoacido em
uma determinada posicao € simplesmente o numero de vezes que ele foi observado
ali dividido pelo numero de sequéncias no alinhamento (Figura 7). Com essa matriz,
pode-se calcular a “probabilidade” de determinada sequéncia, multiplicando cada

probabilidade de cada posicdo do aminoacido da sequéncia com os valores da
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matriz.

Figura 7 - Matriz de probabilidades

Al03 06 01 00 00 06 07 02 01
¢|02 02 01 00 00 02 01 01 0.2
G101 01 07 10 00 01 01 05 0.1
(o4 01 01 00 10 01 01 02 06

Fonte: Wikipédia, 2024

Em seguida, essa matriz de probabilidade foi finalmente
transformada em matriz de pontuacao (Figura 8) através do calculo da razéo de
chances (odds ratio, em inglés), que consiste na razao entre a frequéncia observada
(calculada anteriormente) e a frequéncia esperada. Para aminoacidos, as
frequéncias esperadas podem variar, uma vez que as frequéncias entre eles variam
na natureza. Neste trabalho, foram utilizadas as frequéncias de Kyte e Doolittle (Kyte
e Doolittle, 1982). A cada elemento da matriz de pontuagdo sera aplicado um

logaritmo de base 2 (log,).

Figura 8 - Matriz de pontuacéo posicao-especifica. Os valores infinitos nesse exemplo se devem ao
fato de nado se terem utilizado pseudocontagens, que sao utilizados quando residuos tem uma
contagem 0 em uma posicao. A utilizacdo de pseudocontagens evita um sobreajuste da matriz e os
valores infinitos.

Al 026 126 -132 -—-oo0 —oo 1.26 1.4% —0.32 -1.32
c|—032 —-032 -132 —oo —co —-032 -1.32 -—132 —-0.32
G
T

M
-1.32 -132 149 2.0 -eo -1.32 -1.32 1.0 —1.32

0.68 —132 -132 -—-oo 20 -1.32 -132 -032 1.26

Fonte: Wikipédia, 2024.

Ao aplicar esse logaritmo, pode-se calcular, enfim, a pontuagao (ou
score, em inglés) de uma sequéncia somando cada valor de acordo com cada
posicdo da matriz. O valor resultante dessa soma indica quao diferente aquela
sequéncia é de uma sequéncia aleatéria. Dessa forma, se o score de uma
sequéncia € maior do que 0, ela tem maior probabilidade de ser um sitio funcional
(nesse caso, um sitio de clivagem da nsp5) do que uma sequéncia aleatoria. Se a
pontuagcdo de uma dada sequéncia for menor do que 0, € mais provavel que ela seja

um sitio aleatério e ndo um sitio funcional. Portanto, foi calculada a distribuicdo das
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pontuagbes com os sitios selecionados e com suas respectivas substituicdes
decorrentes das variantes missense a fim de avaliar o comportamento dessas
pontuacoes.

Por ultimo, foi realizada uma analise in silico mais aprofundada com
a mutagdo mais frequente na populacdo humana em geral. Essa mutagdo sera

avaliada por meio de alguns algoritmos de predi¢cao de impacto, descritos no Quadro

1.

Quadro 1. Algoritmos utilizados para predigdo de impacto da mutagao

Algoritmo | Funcionalidade Score de analise Referéncia
NetCorona | Algoritmo para predi¢céo | < 0,5 indica que (Kiemer et al.,
de sitios de clivagem da | provavelmente nao é 2004)
nsp5 de SARS-CoV por | clivado 0,5 a 0,8 indica
meio de uma rede possibilidade de ser
neural clivado
> 0,8 indica que muito
provavelmente é clivado
mCSM Algoritmo baseado na AAG positivo indica (Pires; Ascher;
distancia entre os aumento da estabilidade | Blundell, 2013)
atomos e o residuo AAG negativo indica uma
sendo considerado substituicdo
desestabilizadora
muPRO Algoritmo baseado em | AAG positivo indica (Cheng;
SVM (Support Vector aumento da estabilidade | Randall; Baldi,
Machine) que se utiliza | AAG negativo indica uma | 2005)
de informacdes de substituicao
sequéncia e estruturais | desestabilizadora
para predicao do
impacto de
substituicdes sobre a
estabilidade proteica
DUET Algoritmo que se utiliza | AAG positivo indica (Pires; Ascher;
de um método aumento da estabilidade | Blundell, 2014)
integrado, gerando um | e AAG negativo indica
consenso entre outros | uma substituicao
dois algoritmos (MCSM | desestabilizadora
e SDM)
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4.5 ANALISE ESTRUTURAL

Enfim, um estudo mutagénico com a variante mais frequente foi feito

por meio do software PyMol (https://pymol.org/2/), onde foi possivel visualizar a

substituicdo, analisando-se a hidrofobicidade utilizando a escala de Eisenberg
(Eisenberg et al., 1984) e a carga potencial de contato eletrostatico calculado pelo

préprio programa.


https://pymol.org/2/
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5 RESULTADOS

5.1 CoLETa DE DADOS

Os resultados da busca na literatura e da curadoria realizada estéo
apresentados no Quadro 2. Ao final, foram obtidos 111 sitios de clivagem (sendo 11
sitios das proprias poliproteinas do virus), ou motivos de clivagem. Além disso, cabe
salientar que houve sobreposi¢cao de resultados entre os trabalhos, com um total de

5 sitios de clivagem sendo identificados em dois trabalhos distintos.



Quadro 2. Sitios de clivagem da nsp5 comprovados experimentalmente até dezembro de 2022
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Motivo de
Gene . Gene Ontology - Processo Biolégico Referéncia
clivagem
ALDOA KRLQS actin filament organization
ARPC4 ATLQA actin filament polymerization
positive regulation of DNA-templated
ATAD2 AVLQA
transcription
ATL2 SMLQA endoplasmic reticulum organization
BTAF1 PTLQA negative regulation of chromatin binding
CARHSP1 PTHQA intracellular signal transduction
Pablos et al., 2021
CCT6A ARAQA chaperone-mediated protein folding
CLSPN LSLQS activation of protein kinase activity
CLTB AIAQA clathrin-dependent endocytosis
CREB1 VVVQA axonogenesis
DYNC1H1 ANLQM cell division
EIF4G1 STPQA behavioral fear response
EIF4G2 SQLQG cell death
FAF1 GILQS apoptotic process
GOLGA2 GQLQA asymmetric cell division
HDLBP PELQS cholesterol metabolic process




HSPA1A GVFQH ATP metabolic process

HSPA1B GVFQH ATP metabolic process

KPNAS3 AILQN NLS-bearing protein import into nucleus

KRTS SRLOA cell differentiation involved in embryonic
placenta development

MCM4 PQMHS DNA replication

MDC1 PELQA DNA damage response

NACA TTQQA protein targeting to membrane

NUP107 VLLQA female gonad development

PRRC2A PTLQA cell differentiation

PSVDS AVLQA proteasome-mediated ubiquitin-dependent
protein catabolic process

PTBP1 PNVHG IRES-dependent viral translational initiation

RABEP1 AVLQA apoptotic process

RPAP1 ARLQA transcription by RNA polymerase I

RPS21 ASIQM cytoplasmic translation

SEPTING VQLQs cell differentiation

SEPTIN9 SQLQS cytoskeleton-dependent cytokinesis

SERBP1 SAAQA negative regulation of translation

SF3B2 AQQQA mRNA processing

Pablos et al., 2021
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SRRM2 SRFQS mRNA splicing, via spliceosome
STMN1 ASGQA axonogenesis
SUPT6H HQLQA blastocyst formation
TSC22D2 AQLMG negative regulation of cell cycle Pablos et al., 2021
WDR33 SSLQG mRNA polyadenylation
ZC3H4 AALQS DNA-templated transcription termination
ZFYVE16 ILLQS endosomal transport

ARLQA actin cytoskeleton organization Pablos et al., 2021
SPTBN1

SQAQA actin cytoskeleton organization Koudelka et al., 2021

PVLQS cell adhesion Pablos et al., 2021
PNN

PALQS cell adhesion Meyer et al., 2021

cellular response to transforming growth factor
ACTA2 PRHQG
beta stimulus
ACTB PRHQG adherens junction assembly
ACTG1 PRHQG angiogenesis
ALDH18A1 SDLQG citrulline biosynthetic process
Koudelka et al., 2021

ATIC TEMQS de novo' AMP biosynthetic process
CDC42BPB SIMQS actin cytoskeleton organization
CDC5L AILQT cell cycle
CORO7 RSLQS actin filament polymerization




FLNA PGIQS actin crosslink formation
GRIPAP1 LRLQA negative regulation of receptor clustering
GSN ATLHT actin filament capping
HNRNPF LKFMS mRNA splicing, via spliceosome
HSPS90B1 MKAQA actin rod assembly
HSPA9 AVMEG chaperone cofactor-dependent protein refolding
HSPD1 LMLQG de novo' protein folding
IQGAP1 ARPHY cell migration
KARS1 AAVQA basophil activation involved in immune response
LARP1 TLLQA cell population proliferation
LASP1 PVAQS monoatomic ion transport
LIMA1 ASFQS actin filament bundle assembly
ASSHS cellular response to hypoxia
LMNA SGAQA cellular response to hypoxia
TRLQE cellular response to hypoxia
OGDH AHAQS 2-oxoglutarate metabolic process
PAICS VLLQS de novo' AMP biosynthetic process
SLAGA actomyosin contractile ring assembly actin
PLEC filament organization
LRLQA actomyosin contractile ring assembly actin
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filament organization

actomyosin contractile ring assembly actin

ARAQA
filament organization
actomyosin contractile ring assembly actin
TAQRS

filament organization
PRKCSH IELQA intracellular signal transduction
PRPF4B LILQG mRNA cis splicing, via spliceosome
RALY LKLQA cholesterol homeostasis

branching involved in blood vessel
RBM15 SRLHS )

morphogenesis
SAFB AHAQS chromatin organization

regulation of androgen receptor signalin
SAFB2 AHAQS 9 9 P 9 9

pathway
SART1 LRLQA maturation of 5S rRNA

chondrocyte development involved in
SERPINH1 SALQS

endochondral bone morphogenesis
TRIM28 PVLMA chromatin organization
TUBB VHIQA cell division
TUBB4B VHLQA microtubule cytoskeleton organization
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activation of cysteine-type endopeptidase

KLFQG activity involved in apoptotic process
NLRP12
VVLGA activation of cysteine-type endopeptidase Moustagqil et al., 2021
activity involved in apoptotic process
ASLQS aorta development
TAB1
LTLQS aorta development
negative regulation of cell population
CTBP1 TRVQS ) ]
proliferation Miczi et al., 2020
IRAK1 STLQA activation of NF-kappaB-inducing kinase activity
SQSTM1 GELQS aggrephagy Zhang et al., 2022
RNF20 ALLQS negative regulation of cell migration Zhang et al., 2021
GOLGA3 TKLQA - Meyer et al., 2021
GSDMD TCLQG cellular response to extracellular stimulus Shi et al., 2022
AQLQV anoikis Wenzel et al., 2021
IKBKG LLGEL anoikis
Chen et al., 2022
LRMQG anoikis
activation of cysteine-type endopeptidase
NLRP1 VILQG o . . Planés et al., 2022
activity involved in apoptotic process
RIGI RSLQA antiviral innate immune response Liu et al., 2021
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5.2 CARACTERIZAGAO Fisico-auimica Dos SiTios DE CLIVAGEM

Com os 111 sitios foi realizada a caracterizacao fisico-quimica. Excetuando-se
a construgdo do sequence logo, todos os outros graficos foram construidos a partir
do processamento de dados por meio de scripts proprios, disponiveis em

https://github.com/agenorrneto/cleave_me_or_leave_me . A Figura 9 apresenta a

distribuicdo dos volumes dos grupos R laterais em cada posigao de clivagem.
Primeiramente, na posigao P1 ha, como visto na Figura 10A, uma preferéncia quase
absoluta por residuos de glutamina (Q). Porém, algumas sequéncias apresentaram
metionina, histidina e acido glutdmico. Em relagao a posi¢ao P1’, foi visualizado uma
preferéncia por residuos com pequenos, com um volume do grupo R menor (u =
23,08 A3), sendo trés em maior frequéncia: alanina, glicina e serina. No que tange a
posicao P2, foi vista uma maior frequéncia de residuos hidrofébicos, sendo a leucina
o mais presente. Em P3, ndo foi observado um padrao fisico-quimico especifico,
sendo os residuos mais frequentes a arginina, a glutamina e a treonina e a valina. A
posicdo P4 apresentou maior frequéncia de residuos com volume de grupo R menor

(4 = 53,00 A?®) e hidrofébicos, sendo a alanina o residuo mais frequente.

Figura 9 - Boxplot dos volumes dos grupo R laterais dos aminoacidos dos sitios de clivagem
humanos da nsp5
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Figura 10 - Perfil de preferéncia fisico-quimica dos sitios da protease nsp5, a partir dos 111
sitios obtidos na reviséo de literatura. A) Sequence logo. B) Perfil de exposigédo. C) Perfil de estrutura
secundaria

c
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Fonte: Autor, 2024

Em relacdo ao perfil de exposi¢ao (Figura 10B), foi perceptivel que a grande
maioria dos residuos se encontrava em exposicao, principalmente nas posicoes P1
e P1’. Em relagao a estrutura secundaria (Figura 10C), foi possivel observar que ha
uma predominancia da ocorréncia dos sitios de clivagem em regides de loop e de
alfa-hélices. Por fim, em relacdo a medida de pLDDT (Figura 11), € perceptivel que
para todos as posi¢gdes de clivagem ha uma distribuicdo mais concentrada nos dois
extremos da escala desse valor. Isso converge com os resultados de estrutura
secundaria, uma vez que loops tendem a ter valores de pLDDT menores por serem
mais desordenados e alfa-hélices, valores maiores, por serem estruturas mais

ordenadas.
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Figura 11 - Boxplot dos valores de pLDDT dos aminoacidos dos sitios de clivagem humanos

da nsp5.
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Fonte: Autor, 2024

5.3 Pesaquisa POR VARIANTES MISSENSE

Foram recuperadas 242 variantes a partir do script construido, sendo 143
provenientes de sequenciamentos gendmicos e 167 de sequenciamentos exémicos.
Além disso, em relagdo a frequéncia alélica (FA), no conjunto de variantes
genbmicas, 86 variantes foram singletons, isto é, s6 ocorrem uma Unica vez em todo
o banco de dados, e 56 tiveram uma FA menor do que 0,01 (raras). Somente uma
variante teve FA comum (FA > 0,05 na populagdo): a variante 5177C>T
(rs710813831) tem uma frequéncia de 0,23. No conjunto de variantes exémicas, esse
mesmo comportamento ocorreu com 90, 76 e 1 (a mesma vista no outro conjunto)
variantes nas classes de singletons, raras e comum. A Unica variante comum
também foi a mesma nesse conjunto, com uma FA de 0,21.

No que tange ao impacto desses SNPs, apds processamento dos resultados
e calculo das pontuagdes (scores) para sequéncias selvagens e sequéncias dos

sitios mutados, foi possivel observar o comportamento da distribuicdo desses
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scores. Nos graficos de densidade da Figura 12, é possivel observar que a curva de
densidade muda de forma quando se comparam o0s scores entre as sequéncias
originais e as com substituicbes. Essa mudanca, vista tanto no conjunto de variantes
genbmicas como exdmicas, € para esquerda, denotando uma tendéncia de

diminui¢cao das pontuacgoes.

Figura 12 - Graficos de densidade das distribui¢des das pontuac¢des dos sitios de clivagem
das sequéncias referéncia e dos sitios com as substituigcdes provenientes das variantes, tanto A)
gendmicas como B) exdmicas.
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Fonte: Autor, 2024

A variante 5177C>T (rs10813831) ocorre no gene DDX58, que codifica a
proteina RIG-I (retinoic acid-inducicble gene [), envolvida no reconhecimento de
RNAs de dupla fita (double strand RNA, dsRNA) e a regulacédo da resposta imune
inata contra virus. Essa variante impacta a arginina (R) da posicéo 7, substituindo-a
por uma cisteina (C). No que se refere a sua frequéncia alélica nas subpopulagdes
humanas, existe uma heterogeneidade, a qual vai de 0,09 em individuos do Leste da
Asia até 0,26 em individuos da Europa (ndo-finlandeses). Essa mesma variabilidade
€ visivel também nos dados do Human Genome Diversity Project (Bergstrom et al.,
2020), onde a frequéncia é ainda menor em nativos americanos (FA=0,057). A nivel
da populagdo brasileira, essa variante apresenta uma FA de 0,24 no Arquivo

Brasileiro Online de Mutag¢des (ABraOM) (Naslavsky et al., 2022), o qual possui
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sequéncias exébmicas e gendbmicas de 1.171 individuos idosos de S&o Paulo, a

cidade mais populosa do pais.

5.4 ANALISE E INTERPRETACAO DAS VARIANTES

As predi¢des feitas no algoritmo NetCorona com a sequéncia selvagem da
proteina RIG-I e com a substituicdo da arginina por uma cisteina na posigao 7 foram
comparadas. Na sequéncia original, nenhum motivo ultrapassa o limite de 0,5,
indicando que n&o ha nenhum sitio de clivagem predito. Por sua vez, a sequéncia
com a substituicdo, resulta em somente um sitio de clivagem com valor acima de
0,5. Esse sitio é justamente o que envolve essa mudanga (CSLQ|A, pontuacgao:
0,514, onde | indica o local da clivagem da ligagéo peptidica). E importante notar
que esse sitio, na sequéncia original (RSLQJA) foi o que apresentou a maior
pontuagao, sendo proxima de 0,5 (0,478).

Em relagdo a estabilidade proteica, os trés algoritmos, segundo os critérios
estabelecidos anteriormente, predisseram que essa substituicdo € desestabilizante

para a proteina (Tabela 1).

Tabela 1. Resultados dos algoritmos de predi¢cao de estabilidade

Algoritmo Mudanca de estabilidade predita
(AAG) em kcal/mol

DUET -0,289

mCSM -0,217

muPRO -0,506

5.5 ANALISE ESTRUTURAL

Além disso, quando Vvisualizada tridimensionalmente (Figura 13), essa
substituicdo revela uma mudanga importante no tamanho do grupo R lateral na
posicdo P4, indo de um com volume alto (arginina) para um grupo pequeno. Além
disso, ao analisar a hidrofobicidade (Figura 14), é perceptivel uma mudanga
pronunciada, dado que a cisteina € um aminoacido com maior hidrofobicidade

(Eisenberg et al., 1984). Por ultimo, essa mudanca também é pronunciada no
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sentido de cargas eletrostaticas (Figura 15), havendo uma mudanga do grupo

guanidina carregado positivamente para o grupo tiol ndo carregado.

Figura 13 - Visualizacgo tridimensional do sitio de clivagem em RIG-I com A) o residuo de arginina
na posi¢céo P4 e B) com o residuo de cisteina.

Fonte: Autor, 2024. Figura feita no PyMol.
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Figura 14 - Visualizacao tridimensional do perfil de hidrofobicidade residuo P4 com o residuo de
arginina e o de cisteina.

Fonte: Autor, 2024. Figura feita no PyMol.

Figura 15 - Visualizagao tridimensional do perfil eletrostatico residuo P4 com o residuo de arginina e
o de cisteina.

Fonte: Autor, 2024. Figura feita no PyMol.
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6 DISCUSSAO

O virus SARS-CoV-2 causou a maior emergéncia em saude publica ja vista no
século XXI até agora. Dentre as varias proteinas importantes para seu ciclo viral, a
proteina ndo-estrutural 5, ou nps5, apresenta-se como uma protease essencial pois
participa da maturacdo de outras proteinas. Ademais, existem evidéncias que essa
importancia também é maior pelo fato da nsp5 nao clivar somente as poliproteina
virais, mas também proteinas do hospedeiro, que, nesse caso, € o ser humano.
Esse mecanismo ja é conhecido em outros virus (Lei e Hilgenfeld, 2017; Yu et al.,
2015) e a evolugao molecular nessas interfaces de interagdo entre protease virais e
alvos humanos também ja foi evidenciada (Patel et al., 2012).

Sendo assim, de maneira geral, com efeito, a coleta de dados na literatura
resultou num total de 111 sitios de clivagem e 242 variantes referentes a esses
sitios, 0 que corrobora a existéncia dessa interagcao virus-hospedeiro e a variagcao
existente nessa interface.

Os resultados da caracterizacao fisico-quimica dos sitios de clivagem
corroboram a especificidade quase absoluta pela glutamina em P1 da nsp5 de
SARS-CoV-2, a qual ja foi comprovada em um recente estudo que determinou a
estrutura cristalografica da protease (Lee et al., 2022). Da mesma forma, no mesmo
estudo, foi observada uma maior prevaléncia da leucina em P2, o que permite a
formagao de ligagées de van der Walls e interagdes hidrofébicas e, para a posigéo
P4, a predominancia de residuos pequenos que conseguem de encaixar na bolsa de
ligacao S4 (profunda e hidrofébica) da protease. Por fim, é importante destacar que,
em relagdo as proteases de outros virus como SARS-CoV e outros coronavirus,
esses mesmo perfil de preferéncia ja foi comprovado experimentalmente, com
destaque para o fato de que também foi observada a possibilidade de clivagem
quando na presengca de um residuo de histidina em P1 (o que foi visto neste
trabalho) e a preferéncia por residuos pequenos em P1’ (Chuck et al., 2011; Chuck
et al., 2010; Goetz et al., 2007). Portanto, a caracterizagao fisico-quimica indica que
a nsp5 de SARS-CoV-2 possui especificidades de ligagdo no sitio de clivagem
similar a de outros coronavirus, o que é relevante para o entendimento das pressdes
evolutivas sob os alvos da nsp5, uma vez que a espécie humana ja foi ou é exposta
a outros coronavirus.

As preferéncias tridimensionais dos sitios observadas aqui também se
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mostram similares com as de outras proteases (Barkan et al., 2010). Além disso, é
interessante notar que regides desordenadas sao mais propensas a estar sob
selecao positiva do que regides ordenadas e, assim, sédo locais onde a inovagao
genética pode ocorrer (Ridout et al., 2010; Afanasyeva et al., 2018). Essa evolugéo
mais rapida pode ser explicada pela falta de restri¢ao tridimensional nessas regides.
Coletivamente, esse fatos sdo interessantes porque mostram que, ao menos em
parte, a nsp5 tem como alvo regides que podem evoluir mais rapido, o que sugere
que essas interfaces de interagdo protease-sitios sdo alvos interessantes para o
estudo da adaptacdo do hospedeiro ao virus e como esta impacta o curso da
infeccdo. Finalmente, dado o fato da existéncia da circulacdo de outros coronavirus
na populagdo humana, pode-se hipotetizar também que estes e suas respectivas
proteases ja podem ter deixado marcas evolutivas nessas interfaces de interagao.

No que tange a variacdo genética nos sitios de clivagem, o fato das 242
variantes missense se mostrarem no geral como “deletérias” e com frequéncia
alélica rara, coloca-as como potenciais marcadores genéticos para o estudo da
genética da susceptibilidade/resisténcia ao SARS-CoV-2.

Além disso, o algoritmo NetCorona mostrou que a substituicdo consequente
da mutacdo mais frequente achada neste estudo, ao menos in silico, resulta numa
maior possibilidade de clivagem pela nsp5, apesar de ser desestabilizante segundo
os trés algoritmos utilizados no trabalho. Esses resultados podem ser explicados
pelo fato da cisteina ser um residuo consideravelmente menor e mais hidrofébico do
que a arginina e isso ser uma preferéncia para residuo na posi¢cédo P4 dos sitios de
clivagem da nsp5. Porém, em relacdo a RIG-l, essa substituigdo ocorre numa
alfa-hélice e a cisteina demonstra ser um residuo com baixa propensédo de
ocorréncia em alfa-hélices, podendo ser um fator desestabilizador para essa
estrutura secundaria (Blaber e Zhang, 1993; Pace e Scholtz, 1998).

Cabe salientar também que essa variante esta localizada no gene DDX58,
que codifica RIG-I. A substituicdo ocorre num dos dois dominios CARD da proteina.
Esses dominios sao responsaveis pela interacdo com a proteina MAVS e, com isso,
pela ativacdo de respostas downstream, incluindo a producgao de interferons tipo | e
outras proteinas antivirais (Kolakofsky; Kowalinki; Cusack, 2012) Na literatura, essa
variante genética ja foi associada ao clearance do virus HCV (Wu et al., 2019), maior
risco de infecgdo por HCV apods transplante de figado (Biggings et al., 2013) e a

maiores niveis de expressao do proprio gene DDX58 e também do gene IFNB (Hu et
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al., 2010).

E importante destacar também que RIG-1 é comprovadamente um sensor do
RNA viral de SARS-CoV-2, acarretando uma resposta inflamatéria (Liu et al., 2021;
Thorne et al., 2021). Foi também comprovado experimentalmente que o fragmento
resultante da clivagem de RIG-I pela protease diminui essa ativagado da imunidade
inata. Esse fragmento conserva a capacidade de se ligar ao dsRNA, mas ¢é incapaz
de interagir e ativar MAVS (Liu et al., 2021). Além disso, o gene que codifica RIG-I
apresenta evidéncias de codons selecionados positivamente em mamiferos
(Cagliani et al., 2014; Matos; McFadden; Esteves, 2013), mas uma maior restricdo
evolucionaria em humanos (Vasseur et al., 2011).

Dessa maneira, esses fatos demonstram que essa variante hipoteticamente
favorece o virus no conflito entre virus e hospedeiro. De fato, ja foi proposto um
modelo onde essas evasbes da imunidade inata (aqui incluida a clivagem de
proteinas) causam um atraso na supressao da replicagdo viral e que esse
desbalango na resposta contribui para o desenvolvimento da COVID-19 (Thorne et
al., 2021). Sendo assim, a variante aqui descrita se apresenta como uma candidata
promissora para o estudo do impacto da variagdo genética na interacdo entre o

SARS-CoV-2 com a imunidade inata e também na fisiopatologia da COVID-19.
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7 CONCLUSAO

O presente trabalho mostrou com os resultados que ha variagdo nas
sequéncias dos sitios de clivagem humanos da protease nsp5 de SARS-CoV-2.
Essa variagdo mostrou-se no geral rara em relagdo as frequéncias alélicas e
deletéria quando se considera o perfil de clivagem da protease, também delineado
na pesquisa. Além disso, o achado da unica variante comum ocorrer num gene
envolvido no reconhecimento de RNAs virais revela que esse processo biologico é
um alvo das armas virais e por isso pode apresentar variagdes genéticas. Essas
variagbes podem ser importantes para o entendimento da fisiopatologia da
COVID-19 e as diferentes respostas possiveis a ela. Além disso, este estudo mostra
como analises detalhadas in silico desses conflitos moleculares sdo importantes e
podem servir como primeiro passo para a realizagdo de testes de associacado e

funcionais.
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