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Dedicatória

Dedicado a todos que foram acometidos pela COVID-19 principalmente durante a 2ª onda de casos
da COVID-19 em Manaus. Também dedicamos a todos os pesquisadores e pessoas que se uniram
para ajudar uns aos outros na luta contra o vírus SARS-CoV-2. Queria destacar que tudo o que
fazemos foi para ajudar a sociedade, por mais que pareça que todos os nossos esforços pareçam
ser insignificantes. Ainda que os resultados aqui obtidos não tenham impedido mais mortes pela
COVID-19, precisamos continuar persistindo nesta pesquisa. E sendo assim, o principal sentido
de todos os nossos esforços se resume a ajudar as pessoas de alguma forma.
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Observações

Apesar do trabalho ter como título o enfoque na variante P.1, o tema foi alterado para a mais
recente variante Ômicron, mas também comparamos estas duas variantes entre si. Outra obser-
vação é de que não foi possível realizar a tempo o estudo da deaminação e metilação da citosina
por conta das minhas dificuldades em estimar o estados de transição e coordenada de reação
(IRC) pelos softwares Gaussian 09W e GaussView 6. Até porque seria algo que demandaria
muito tempo pela escassez de artigos que tenham abordado o mesmo problema. Além disso, em
nenhum livro ou artigo lido ao longo deste PIBIC descreveu detalhadamente o mecanismo de
deaminação e metilação da citosina, até porque existem várias reações intermediárias ainda des-
conhecidas pela ciência. Contudo, mesmo com o término desta pesquisa continuaremos a estudar
o mecanismo destas reações, isto porque são imprescindíveis para melhor entendermos como ocor-
rem as alterações epigenéticas e até mesmo achar uma luz para muitas doenças caracterizadas
por hipermetilação, como o câncer. Por outro lado, conseguimos utilizar a química-quântica para
tentar explicar porque a mutação K417T esteve presente em várias variantes de preocupação da
COVID-19. Embora no relatório final de PIBIC 2020-2021 já tivessem os resultados de Monte
Carlo para as mutações que maximizam a afinidade anticorpo-antígeno, neste apresentamos novas
mutações agora quando o número de alterações de aminoácidos simultâneas é 16, ao invés de 3.
Isto portanto aumentou a complexidade computacional ao mesmo tempo que fornece resultados
ainda mais precisos em comparação ao relatório passado.
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Publicações resultantes desta pesquisa

• Infelizmente ainda não conseguimos publicar os resultados em um periódico indexado.

• Submetemos os resultados dessa pesquisa ao periódico B2 chamado de "Journal of Biomo-
lecular Structure Dynamics", pertencente à publicadora Taylor & Francis. Os revisores já
emitiram o parecer, ainda que não tenha sido rejeitado completamente foi sugerido revisões
no artigo possibilitando a ressubmisão.

• Tivemos um resumo aceito no congresso nacional de química medicinal chamado de "Braz-
MedChem 2022"a ser realizado em Minas Gerais. Sendo que fomos aceitos para a apre-
sentação oral neste congresso. O título do trabalho foi "Maximization of SARS-CoV-2
neutralization by antibodies through Monte Carlo optimization".

• Mediante a importante ajuda da Profª Dra. Rosiane de Freitas e Msc. Clarice Santos do
Instituto de Computação (IComp) da UFAM conseguimos publicar um trabalho no CLEI
Electronic Journal de qualis B5 onde participei como co-autor [1];

• Tendo a Profª Dra. Isabelle Bezerra Cordeiro como principal coordenadora, foi submetido
um projeto de pesquisa ao Edital Nº 014/2022 - PAPD/FAPEAM. O objetivo será rea-
lizar uma pesquisa ao mesmo tempo que divulgaremos a ciência à população em geral,
tornando acessível e compreensível a importância de algumas técnicas de bioinformática,
como docking e dinâmica molecular.
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Resumo

OLIVEIRA, M. D. L. Dinâmica molecular da variante P.1 do SARS-CoV-2 e estudo da co-

ordenada de reação para deaminação da citosina . 2022. 42 p. Iniciação Científica - Laboratório
de Química Teórica e Computacional (LQTC), Universidade Federal do Amazonas, Manaus, 2022.

Várias pesquisas apontam que a última variante de preocupação Ômicron (B.1.1.529)
apresenta um aumento de transmissibilidade em relação às variantes anteriores do SARS-CoV-2,
porém é menos virulenta/agressiva. Desta forma, o uso de métodos computacionais como dinâ-
mica molecular será essencial para entender suas consequências à nível molecular na interação
da proteína Spike com anticorpos neutralizantes e com o receptor ACE2. Dentre os resultados
obtidos a partir da dinâmica molecular em 100ns, tivemos a redução da quantidade de ligações
de hidrogênio no complexo anticorpo-antígeno. Além disso, esta nova variante resultou no apa-
recimento de um novo sítio proteolítico, que pode facilitar a interação ACE2-RBD e, portanto,
refletir fenotipicamente em maior transmissibilidade em relação às variantes anteriores. A dis-
tribuição de carga elétrica mostrou-se mais positiva em comparação à estrutura sem mutações.
Ao longo da pesquisa, percebemos que dentre os anticorpos simulados, o tipo IgA em sua forma
dimérica superou o potencial de neutralização dos demais anticorpos como IgG e IgM. Os atuais
diagnósticos moleculares para COVID-19 do tipo antígeno geralmente adotam a proteína Spike
(S), porém os resultados aqui obtidos mostram um potencial de neutralização ainda maior por
anticorpos da proteína de nucleocapsídeo (N). No decorrer desta pesquisa percebeu-se que a
mutação K417T é energeticamente mais favorável e talvez por isso esteve presente na variante
P.1 que infelizmente afetou a cidade de Manaus durante a grave 2ª onda. Por fim, propomos
mediante o método de otimização de Monte Carlo quais substituições de aminoácidos poderiam
maximizar a interação anticorpo-antígeno, o que poderá aumentar a imunogenicidade mesmo di-
ante de novas variantes ou talvez um novo coronavírus. Desta forma, encontramos 16 (dezesseis)
mutações no antígeno referente ao anticorpo IgG B38 resultando em uma afinidade maximizada
de −61, 656kcal/mol. Quanto ao anticorpo IgA-Fc1, encontramos outras mutações que maximi-
zam o valor da afinidade ao antígeno em −82, 343kcal/mol. Ainda que os resultados aqui obtidos
sejam promissores seja para melhor entendermos à nível molecular a infecção pelo SARS-CoV-2 e
o porquê de algumas mutações terem surgido ao longo do tempo, esperamos que estes resultados
sejam levados adiante em estudos in vitro, para apenas assim confirmar nossas conclusões. Por
último, realizamos uma análise qualitativa das mutações que fizeram parte das variantes que
antecederam a Ômicron, e percebemos que realmente algumas mutações que afetaram a variante
P.1 e Delta desapareceram, tornando o vírus menos virulento. No entanto, finalizamos ao propor
a hipótese de que embora o vírus realmente tenha se se enfraquecido ao longo de sua evolução,
algumas mutações críticas ainda se mantiveram nas variantes mais recentes. Sendo assim, prova-
velmente foi devido ao aumento da quantidade de pessoas vacinadas que fez o número de óbitos
decrescer de forma expressiva. Contudo, a evolução viral ainda é muito imprevisível, e por isso
sempre devemos estar sempre atentos por um possível aumento de casos, e tomar as medidas que
possam preservar o maior número de vidas humanas.

Palavras-chave: SARS-CoV-2, vacinas, Ômicron, dinâmica molecular, otimização de Monte
Carlo, maturação de afinidade.
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1 Revisão bibliográfica

A emergência de novas variantes do SARS-CoV-2 foi o principal motivo pelo aumento
drástico no número de casos desde o início da pandemia em 2020. Dentre estas, houve a variante
P.1 tendo sido a principal responsável pela grave 2ª onda de casos que sobrecarregou todo o
sistema de saúde público na cidade de Manaus, e que infelizmente gerou a perda de várias vidas
[3], [4].

Diante das novas variantes preocupantes do SARS-CoV-2, percebemos que grande parte
delas aumenta a transmissibilidade porém também há indícios de maior letalidade. Porém este
comportamento não vem ocorrendo na última variante, a Ômicron, onde há importantes indícios
de uma menor virulência, ou seja, menor agressividade do vírus [5], [6]. A vacinação também
vem exercendo um papel central na queda de hospitalizações. Nisto, um grupo de pesquisadores
confirmou por meio de dados da vacinação em Israel que houve uma redução significativa no
número de pacientes que desenvolveram a forma mais grave da doença [7].

1.1 proteína spike (s) e nucleocapsídeo (n) do sars-cov-2

O vírus SARS-CoV-2 codifica um total de quatro proteínas estruturais, a proteína spike (S), a
proteína do envelope (E), a proteína da membrana (M) e a proteína do nucleocapsídeo (N). A
proteína (N) participa do empacotamento de RNA e liberação de partículas virais. A proteína (N)
contém dois domínios de ligação ao RNA, o domínio N-terminal (NTD) e o domínio C-terminal
(CTD) [8].

Uma pesquisa realizou medições de anticorpos em pacientes infectados com SARS-CoV-2
ao reagir com o nucleocapsídeo e a proteína Spike. Assim, os anticorpos reativos contra a proteína
do nucleocapsídeo apresentaram sensibilidade e especificidade de quase 100%, enquanto os anti-
corpos para a proteína Spike mostraram uma diminuição para 91% de sensibilidade. Portanto,
foi demonstrado que os diagnósticos baseados em nucleocapsídeos foram mais sensíveis do que
aqueles baseados na proteína Spike na detecção de infecção precoce [9].

1.2 a variante ômicron

Primeiramente devemos lembrar que novas variantes como a Ômicron são apenas uma consequên-
cia natural da evolução do vírus, e por isso enquanto a COVID-19 não estiver totalmente erra-
dicada, o surgimento de novas variantes é eminente. O vírus SARS-CoV-2 está evoluindo para
dificultar cada vez mais a resposta do sistema imunológico humano, mas não necessariamente
vem se tornando mais agressivo com o tempo [10].

A OMS vem nomeando variantes emergentes do novo coronavírus por meio de letras do
alfabeto grego. A primeira a surgir foi a variante Alfa, no ano de 2020, desde então o vírus vem
evoluindo até chegar as mais recentes subvariantes da Ômicron. Esta variante foi inicialmente
detectada na Botsuana e África do Sul em novembro de 2021. Ainda que a variante Ômicron
tenha aumentado a transmissibilidade do vírus SARS-CoV-2, vem causando sintomas menos
graves do que a Delta [10].
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1.3 as sub-variantes da ômicron 2

A existência da variante Ômicron vem sendo associada à terceira onda de casos da COVID-
19 no estado do Amazonas ao longo do mês de janeiro de 2022. Felizmente devido à grande taxa
de pessoas vacinadas, o número de óbitos no estado vem sendo extremamente baixo [11].

A variante de preocupação B.1.1.529 (Ômicron) foi designada pela OMS (Organização
Mundial da Saúde) em 26 de novembro de 2021. Essa variante possui 32 mutações sem precedentes
na proteína Spike, que é justamente a principal proteína pela qual as vacinas treinam o sistema
imune. É importante destacar que o impacto total destas mutações não é simplesmente aditivo
entre si, e portanto é fundamental também considerar a epistasia, e portanto, como o coletivo das
mutações afetam umas às outras. Esta variante foi relatada pela primeira vez na África do Sul e
apresenta alguns riscos para aumento da transmissibilidade viral ou dificuldades de detecção no
diagnóstico de RT-PCR [12].

Uma pesquisa modelou computacionalmente por meio de dinâmica molecular a interação
entre a proteína ACE2 e a região RBD com mutações da variante Ômicron. A partir da análise,
foi demonstrado que diante desta nova variante, a região RBD interage mais fortemente com a
proteína ACE2 em comparação com a estrutura sem mutações. Isso foi confirmado pelo aumento
no número de ligações de hidrogênio [13]. Outra pesquisa também buscou entender a modificação
estrutural causada por mutações na variante Ômicron na região RBD devido à interação com
anticorpos neutralizantes. Para isso, empregaram inicialmente a previsão de estrutura secundária
e, posteriormente, simulações de dinâmica molecular. Assim, por meio de análise computacional
percebeu-se que a variante Ômicron possui maior afinidade de ligação para o receptor ACE2 em
comparação à cepa de Wuhan. Outro achado notável foi de que a região RBD era relativamente
mais instável e compacta. E por último, notou-se uma afinidade de ligação menor para anticorpos
monoclonais observada diante desta nova variante [14].

A maioria das mutações no vírus é neutra e, portanto, não geram alterações fenotípicas
perceptíveis. No entanto, mutações que surgem devido à pressão seletiva positiva podem aumen-
tar a aptidão viral (fitness). Essas mutações são as principais responsáveis pelo surgimento de
novas variantes [15]. Entre as variantes do SARS-CoV-2, algumas são chamadas de Variantes de
Preocupação (VOC), enquanto outras são apenas Variantes de Interesse (VOI), e felizmente até
hoje nunca veio a surgir uma Variante de Alta Preocupação (VOHC), que aumentaria de forma
significativa a virulência e patogenicidade.

1.3 as sub-variantes da ômicron

Nos primeiros meses de 2022, uma subvariante Ômicron chamada BA.2 começou a se espalhar.
Depois, o vírus evoluiu para as subvariantes BA.4 e BA.5, que são consideradas mais transmissí-
veis que as anteriores, porém não houve um aumento de letalidade. A subvariante BA.5 surgiu no
início de julho de 2022, sendo a mais contagiosa até o momento [16]. Talvez a questão mais im-
portante seja se as atuais vacinas estarão realmente protegidas contra as novas variantes. Embora
algumas pesquisas tenham concluído que as subvariantes BA.4 e BA.5 dificultam o reconheci-
mento de anticorpos induzidos após a vacinação ou infecção, a imunogenicidade é pouco afetada
quando se administra mais de uma dose da vacina [16].

Em essência, descobriu-se que o SARS-CoV-2 vem evoluindo para aumentar cada vez
mais sua capacidade de transmissão, mas também para conseguir escapar da neutralização de
anticorpos. Do ponto de vista molecular, o vírus vem aumentando sua afinidade na interação
com o receptor ACE2. Em todas as variantes de preocupação, notou-se terem surgido de forma
inesperada, e possivelmente com um comportamento estocástico. No entanto, o ambiente pode
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aumentar a probabilidade do surgimento de variantes, principalmente em consequência da baixa
adesão ao distanciamento social principalmente durante os picos da pandemia [16].

Uma importante pesquisa analisou em cultivo celular como a variante Ômicron se compor-
tou em comparação a P.1 e Delta, onde concluiu-se curiosamente que a Ômicron é menos virulenta
[5]. Isso se reflete portanto em menor agressividade do vírus ao longo do seu processo evolutivo.
Outra importante pesquisa também notou que na variante Ômicron houve uma diminuição no
numero de hospitalizações e mortes em comparação à variante anterior, Delta [6].

1.4 os mecanismos químicos das mutações do sars-cov-2

As mutações C > U vêm sendo muito frequentes pois refletem os processos de adaptação do vírus
SARS-CoV-2. Desta forma, a frequente deaminação de citosina (ver Figura 2) está conduzindo
uma evolução muito rápida [17]. Outro mecanismo fundamental para a ocorrência de mutações é
a metilação do DNA, mas praticamente não há nenhum estudo relacionando ao processo evolutivo
do SARS-CoV-2. Em essência, a metilação é um mecanismo epigenético que consiste na inserção
de um grupo metil na posição C5 da citosina, formando então 5-metil-citosina (ver Figura 1) [18].
Desta forma, o aumento da taxa de metilação do DNA, tem um papel fundamental na oncogênese
[19] e na neuropsiquiatria [18], mas ainda é incerto se exerce um papel no agravamento nos
sintomas da COVID-19.

Figura 1: Representação da reação de metilação da citosina (C) que a transforma em 5-metil-citosina
(5mC). As estruturas tridimensionais foram geradas a partir do software Gaussian 09W a
partir de uma otimização à nível de teoria DFT, com funcional B3LYP e bases 6-311G (2d,
2p).
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Figura 2: Representação da reação de deaminação da citosina (C) que a transforma em uracila (U).

1.5 as vacinas universais

Um dos grandes desafios da ciência é desenvolver vacinas cuja imunogenicidade não seja afetada
por variantes emergentes, ou mesmo criar vacinas antes mesmo de um possível novo coronavírus
vir a existir no futuro [20]. Dentre os vários métodos em estudo há aqueles que utilizam o antígeno
do primeiro SARS-CoV ou dos coronavírus que afetam outras espécies ou mesmo outras famílias
de coronavírus [20]. Além de também haver pesquisas que utilizam as vacinas em nanopartículas
de ferritina [20]. Uma das abordagens mais promissoras é utilizar tanto a proteína Spike como o
Nucleocapsídio (N) nas vacinas, pois isto não induz a resposta apenas de anticorpos mas também
de células T [20].

1.5.1 O anticorpo IgA como principal biomarcador da infecção pelo SARS-CoV-2

Entre os anticorpos mais importantes temos o tipo IgA que prevalece na resposta inicial do corpo
humano à infecção pelo SARS-CoV-2, em comparação com as concentrações de IgG e IgM. Além
disso, os anticorpos IgA apresentam maior neutralização do vírus em comparação ao tipo IgG. O
anticorpo IgA é predominante na proteção da mucosa respiratória como linha de defesa contra
patógenos [21]. Os anticorpos IgG embora desempenhem um papel fundamental na neutralização
do vírus, há pouco na literatura sobre os anticorpos secretores de IgA que são predominantes nas
fases iniciais da infecção viral. Verificou-se que os monômeros de IgA para SARS-CoV-2 eram
duas vezes mais potentes que os anticorpos IgG. Por outro lado, os dímeros de IgA apresentam
comportamento oposto, sendo superiores aos anticorpos IgG e à forma monomérica do IgA [22].



2 Objetivos

Ao longo de toda esta pesquisa buscamos entender as consequências termodinâmicas da
variante Ômicron do SARS-COV-2 diante da interação anticorpo-antígeno e ACE2-Spike. Isto
porque, almejamos responder computacionalmente porque determinadas mutações virais predo-
minam sobre outras. Mas a principal pergunta foi buscar responder se o vírus realmente vem se
tornando menos virulento ao longo de sua evolução. Por último, tentamos descobrir quais muta-
ções poderiam maximizar a afinidade anticorpo-antígeno. Em acréscimo, nos perguntamos se ao
invés dos diagnósticos moleculares utilizarem a proteína Spike (S), mas na verdade utilizarem o
Nucleocapsídeo (N) e seus diferentes domínios para aperfeiçoar a especifidade dos diagnósticos.
Outro ponto notável foi elucidar qual classe de anticorpos neutralizantes possuem maior afinidade
com o vírus. Por fim, nos propomos a descobrir quais mutações no antígeno poderiam maximizar
a neutralização por anticorpos.

2.1 objetivos específicos

• Simular a dinâmica molecular em 100ns da variante Ômicron quanto à interação da proteína
Spike (S) com os anticorpos neutralizantes IgG B38, IgA1-Fc (monômero), sIgA (dímero)
e IgM;

• Simular a dinâmica molecular em 100ns referente à variante Ômicron na interação ACE2-
Spike para entender o processo de invasão celular, de modo que estas mutações foram todas
aplicadas computacionalmente;

• Simular a dinâmica molecular em 100ns para a variante Ômicron também na interação
ACE2-Spike, mas desta vez as mutações foram obtidas por cristalografia a partir da base
de dados PDB;

• Compreender mediante simulações de dinâmica molecular em 100ns como os diferentes
domínios da proteína de Nucleocapsídeo (N) interagem com anticorpos neutralizantes;

• Utilizar métodos computacionais de química-quântica para calcular os descritores eletrô-
nicos e assim desvendar porque a mutação K417T é favorável do ponto de vista termodi-
nâmico, e porque está presente em quase todas as variantes de preocupação (VOC) como
Ômicron e P.1;

• Empregar o método de otimização de Monte Carlo para encontrar quais combinações de
mutações favorecem a neutralização do antígeno (S) na interação com anticorpos.
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3 Fundamentos teóricos

3.1 teoria quântica molecular

Antes de adentrar nos atuais métodos computacional de química quântica molecular, precisamos
revisar como foi o surgimento da mecânica quântica. Por muito tempo, químicos e físicos acredi-
tavam que as regras que governam os sistemas microscópicos e macroscópicos eram semelhantes.
Apenas no ano de 1900 que Max Planck ofereceu uma proposta inovadora de que a radiação
emitida pelo corpo negro estava limitada a valores discretos, ou seja, estava “quantizada". Con-
forme o século XX avançava, tornou-se cada vez mais evidente de que a quantização era não
apenas uma característica da luz, mas também das partículas fundamentais das quais a matéria
é constituída [23].

Desta forma, para descrever sistemas microscópicos, então, uma mecânica diferente foi
necessária. Um candidato promissor foi a mecânica das ondas, já que ondas estacionárias também
são quantizadas, como proposto inicialmente por De Broglie. No entanto, descobriu-se também
apresentar propriedades semelhantes a partículas, e para explicar essa dicotomia, uma nova
mecânica, a mecânica quântica, foi desenvolvida [23]. O operador que retorna a energia do sistema,
E, possui um valor próprio sendo denominado de operador Hamiltoniano, Ĥ. Temos então a
equação de Schrödinger para o átomo de hidrogênio [23].

ĤΨ(r, R) = EΨ(r, R) (1)
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3.1.1 Algoritmos em química computacional

Os algoritmos em química quântica podem ajudar a prever propriedades moleculares ou espec-
tros para posterior comparação com o experimento, nos ajudando a elucidar dados experimentais
pouco claros ou mesmo modelar estados intermediários em compostos onde é impossível a observa-
ção empírica. Os diferentes métodos teóricos existentes correspondem a diferentes aproximações
da equação de Schrödinger, e cuja utilização está em conformidade com o problema estudado e a
infraestrutura computacional [24]. O principal objetivo da otimização estrutural de uma molécula
é para que o modelo teórico se assemelhe ao máximo com a forma em que é encontrada na na-
tureza. Desta forma, a configuração de energia mínima e mais favorável corresponde justamente
ao estado mais estável do sistema [24].

3.1.1.1 Teoria DFT

Em um sistemas de muitos elétrons, uma das principais abordagens de aproximação é a teoria do
funcional de densidade (DFT). Desta forma, todos os graus de liberdade do sistema eletrônico
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são integrados externamente, com exceção da densidade eletrônica. Apesar de tudo, a qualidade
da aproximação dependerá do funcional de correlação e troca adotado. A base do DFT é a prova
de Hohenberg-Kohn de que a energia eletrônica do estado fundamental pode ser determinada
pela densidade de elétrons ρ [25]. Em outras palavras, existe uma correspondência individual
entre a densidade eletrônica de um sistema e sua energia. Descritores moleculares eletrônicos
principalmente relacionados a energia dos orbitais de fronteira, podem indicar as regiões de maior
reatividade [25]. Tudo o que desconhecemos sobre o problema de muitos corpos está portanto
inserido no termo de troca e correlação.

Os métodos DFT incluem os efeitos da correlação eletrônica com B3LYP embora tenha
um custo de processamento menor em relação à teoria Hartree-Fock [24]. Dentre os métodos
de troca e correlação existentes, há o método puro e funcionais híbridos onde incluem alguma
porcentagem da correlação Hartree-Fock [24]. O conjunto de base é um conjunto de funções
matemáticas para construir a função de onda da mecânica quântica em um sistema de muitos
corpos. Os conjuntos de base maiores impõem menos restrições aos elétrons e aproximam com
maior precisão as funções de onda [24].

3.1.1.2 Descritores químico-quânticos

O mapa de potencial eletrostático (MEP) descreve como a energia de interação em uma deter-
minada região molecular é afetada pela distribuição da carga elétrica ocasionada por prótons e
elétrons posicionados em uma dada posição r onde o potencial V (r) é descrito pela Equação 3
[24]. Desta forma, um potencial eletrostático negativo corresponde a alta densidade de elétrons.
Por outro lado, um potencial eletrostático positivo corresponde a baixa densidade de elétrons
sendo um indício da blindagem do núcleo e como consequência haverá maior probabilidade de
repelir prótons [24].

V (r) =
∑

A

ZA

(RA − r)
−

∫

ρ(r′)

|r′ − r|
dr′ (3)

Na equação anterior temos que ZA representa a carga do núcleo A posicionado em um
raio RA enquanto r′ descreve a variável de integração, enquanto ρ(r) representa a função de
densidade eletrônica [24]. Ao construir o MEP é possível predizer regiões de maior probabilidade
para ataque nucleofílico onde geralmente são destacadas em azul enquanto regiões vermelhas o
ataque eletrofílico [24].

Os termos HOMO e LUMO são usados para se referir aos orbitais moleculares mais alta-
mente e menos ocupados, respectivamente. Assim, constituem os chamados orbitais de fronteira,
um local de grande reatividade e atividade espectroscópica da molécula [26]. A reatividade em
química orgânica é um dos campos mais amplamente estudados, pois seu entendimento nos pos-
sibilita compreender melhor de que modo as reações químicas ocorrem. Podemos descrever a
reatividade química pelo gap de energia entre os orbitais de fronteira, onde:

∆E = I − A = ELUMO − EHOMO (4)
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Desta forma, os índices de reatividade oriundos da teoria DFT são parâmetros indispen-
sáveis para análises teóricas em química orgânica. Desde então, um grande número de índices de
reatividade têm sido propostos ao longo do tempo. Dentre estes o potencial químico eletrônico:

µ =
I + A

2
= −

EHOMO + ELUMO

2
(5)

Além da eletrofilicidade ω, os índices de nucleofilicidade N e dureza η são expressos por:

η =
I − A

2
=

ELUMO − EHOMO

2
(6)

Enquanto seu oposto maciez química é descrito por [27]:

ζ =
1

2η
=

1

ELUMO − EHOMO

(7)

A afinidade de ionização pode ser expressa por:

I = −EHOMO (8)

Enquanto isso a afinidade eletrônica é descrito por:

A = −ELUMO (9)

Em 1999, Robert Parr definiu o índice de eletrofilicidade:

ω =
µ2

2η
(10)

O ω é responsável por medir a energia de estabilização de uma molécula quando adquire
uma quantidade de densidade de elétrons, ∆N do meio. O índice de eletrofilicidade explica a
tendência de um eletrófilo adquirir uma densidade de elétrons µ além da resistência de uma
molécula para trocar elétrons com o meio η [28]. Por fim, para quantificarmos a eletrofilicidade
de moléculas orgânicas, também podemos expressar como função dos índices de Fukui, onde:

f+
k = qk(N + 1) − qk(N ) (11)

A nucleofilicidade N representa a propensão de um sistema em doar densidade de elétrons.
Em 2008, foi proposto um índice empírico de nucleofilicidade para moléculas orgânicas podendo
ser descrito por [29]:

N = EHOMO(Nucléofilo) − EHOMO(TCE) (12)
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A abreviação TCE refere-se ao tetracianoetileno, que é o composto de maior potencial
eletrofílico [29].

3.2 teoria da dinâmica molecular

As proteínas são as principais moléculas da vida, onde medicações e muitas doenças tem sua
origem. Além disso temos mutações que afetam a conformação da proteína e alteram drastica-
mente sua atividade biológica. Nosso conhecimento de proteínas e suas interações deve-se muito
à existência de métodos computacionais, como dinâmica molecular [30]. A energia livre de todo
o sistema é a medida fundamental da estabilidade de proteínas. enquanto nossas observações
de propriedades das proteínas na verdade refletem seu comportamento médio [30]. A mecânica
estatística fornece a ponte entre o mundo microscópico e o macroscópico [30]. Sendo assim, a
dinâmica molecular sem dúvidas é uma das mais importantes aplicações da mecânica estatística
clássica, capaz de descrever uma ampla variedade de sistemas biológicos baseando-se em sua es-
sência nas Leis de Newton para N-partículas [30]. Embora as simulações de dinâmica molecular
sejam abordagens teóricas, na verdade muito se assemelham a experimentos reais [30]. Desta
forma compartilham também das limitações de abordagens experimentais, tal como as medições
que estão sujeitas a ruído estatístico, e por isso é imprescindível que a simulação seja a mais
longa possível, o que tornará a média mais precisa e convergência dos resultados [30].

A dinâmica molecular gera interações sucessivas do sistema, integrando portanto as leis
clássicas do movimento de Newton [30]. O resultado é a trajetória que descreve as posições e
velocidades das partículas no sistema ao longo da simulação como função do tempo [30]. As
forças são calculadas a partir do campo de força, que é um conjunto de funções matemáticas
que estimam a energia potencial do sistema. Uma descrição da energia potencial total em um
sistema macromolecular inclui as interações intermoleculares e as interações intramoleculares [30].
Na mecânica molecular, as funções de energia potencial são derivadas empiricamente [30].

A definição da temperatura na dinâmica molecular requer o uso do teorema da equipar-
tição de energia. Além disso, a energia total do sistema Etotal é aproximadamente constante ao
longo da simulação [30].

〈
1

2
mv2〉 =

1

2
kBT (13)

F = m · α = −
∂V

∂r
= −∇U (x) (14)

Na preparação da simulação, é necessário termos a topologia do sistema, a qual define
não apenas pelas coordenadas tridimensionais dos átomos, mas também descreve como esses
átomos estão conectados e interagem entre si [30]. Posteriormente devemos organizar os átomos
da melhor maneira possível, o que é obtido por meio de uma minimização de energia do sistema
[30]. Uma das primeiras etapas da dinâmica molecular constitui na adição de contra-íons para
neutralizar a carga elétrica do sistema para torná-lo estável, adicionar solventes explícitos como
moléculas de água. Em seguida temos a minimização de energia, onde é encontrado a conformação
que está com a mínima energia potencial. A próxima etapa é semelhante à anterior, mas agora
é denominada de equilibração pois agora a temperatura do sistema é mantida constante. E por
fim, é realizado a produção das trajetórias do sistema, onde apenas agora teremos propriamente
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dito o início da dinâmica molecular e cujos resultados gerados serão imprescindíveis na análise
de estabilidade do sistema.

3.3 tipos de análise em dinâmica molecular

Ao longo da análise de qualidade da simulação, devemos verificar a convergência da temperatura
e pressão, além da energia potencial e cinética, pois caso contrário a simulação precisará ser
repetida. Em resumo, é preciso verificar se o equilíbrio foi realmente alcançado na simulação [30].

Uma abordagem computacional para a entropia de uma proteína é mensurar o quão
rígida é a estrutura. Dessa forma, podemos calcular os modos vibracionais de uma molécula até
atingir uma frequência de ressonância [30]. Este cálculo é chamado de análise de modo normal
da proteína. A área de superfície acessível ao solvente (SASA) busca medir a superfície efetiva
da proteína que interage diretamente com moléculas de água [30], sendo estimada pelo algoritmo
Shrake & Rupley [31]. Isto é importante, pois geralmente as regiões hidratadas são justamente
onde se localiza o sítio ativo, e portanto a região de interação com o receptor.

〈A〉ensemble = 〈A〉time (15)

A força em um determinado átomo i ao longo de um vetor de coordenadas ri pode ser
genericamente descrita pela inclinação de Vtotal [32]:

Fi = −~∇ · U = m
d2r

dt2
= −

∂V

∂r
− mβ

dr

dt
+ R(t) (16)

A nova posição das partículas é calculada por [32]:

r(t + δt) = r(t) + δt · v(t) +
1

2
δt2α(t) (17)

Na equação abaixo podemos ver os principais termos que constituem o campo de força na
dinâmica molecular:

Epotential =
∑

bonds

1

2
kr(r − r0)

2 +
∑

angles

1

2
kθ(θ − θ0)

2 +
∑

dihedrals

1

2
kφ[1 + cos(nφ − δ)]2

+
∑

impropers

k(ω − ω0)
2 +

1

4πǫ0

∑

i,j

qiqj

r2
ij

(18)

Dentre os parâmetros de análise mais importantes na dinâmica molecular é o raio de giro
(Rg), o RMSD e o RMSF [32]. A função do raio de giro é medir a compactação do sistema,
e consequentemente quanto maior o Rg menor será a estabilidade do sistema, e menor será a
compactação. Em relação aos valores de RMSD e RMSF, ambos medem a estabilidade estrutural
do sistema. Logo, quanto maior for o RMSD e o RMSF, menor será a estabilidade. A diferença
entre eles reside de que o RMSD mede o deslocamento atômico de toda proteína em função do
tempo. Por outro lado, o valor do RMSF mede as flutuações atômicas médias, além de serem
individuais para cada aminoácido. Resumindo, no RMSF as flutuações não são mais em função do
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tempo como no RMSD, mas em relação a cada aminoácido [32]. Abaixo, podemos visualizar como
são realizados os cálculos da análise de estabilidade estrutural após a conclusão das simulações
de dinâmica molecular.

R2
G =

∑

mi(ri − RC)
2/M (19)

RMSD =

√

√

√

√

1

n

N
∑

i=1

(ri − r
ref
i )2 (20)

RMSF =

√

√

√

√

√

1

t

T
∑

tj=1

|ri(tj) − r
ref
i |2 (21)

3.4 maturação de afinidade mediante otimização de monte carlo

As técnicas de Monte Carlo são introduzidas para resolver problemas determinísticos de forma
mais eficiente [33]. Desta forma, o método de Monte Carlo é uma ferramenta poderosa para a
otimização de funções objetivo complexas. Na grande maioria das vezes as funções são deter-
minísticas e a aleatoriedade é introduzida artificialmente para buscar de forma mais eficiente o
domínio da função objetivo [33]. Portanto este método constitui uma das abordagens mais im-
portantes da computação científica devido à sua relativa simplicidade e aplicabilidade nos mais
variados campos da ciência [33].

O processo de maturação de afinidade consiste em maximizar a interação anticorpo-
antígeno, o que beneficia diretamente a resposta imune do ser humano diante da infecção pelo
vírus SARS-CoV-2. Por outro lado, também é possível beneficiar o vírus mediante a maximi-
zação da afinidade entre o receptor ACE2 e a proteína Spike. O processo de mutagênese pode
ser feito mediante enumeração exaustiva, porém demandaria grande capacidade computacional
e poderia levar a uma explosão combinatória, por simplesmente testar cada uma das mutações
possíveis. Por outro lado, é possível utilizar uma otimização de Monte Carlo onde é feito um pas-
seio aleatório em relação às varias combinações possíveis de mutações [34]. Os resultados de cada
caminhada aleatória são selecionados de modo que se obtenha os melhores valores de afinidade
[34]. O critério de aceitação para a próxima iteração é baseado em um valor pré-determinado para
mudança de afinidade [34]. A temperatura absoluta para a probabilidade de Boltzmann também
pode afetar o critério de aceitação para a próxima iteração [34]. A pesquisa pode ser encerrada se
nenhum movimento aceito for encontrado em um número pré-determinado de iterações máximas,
enquanto rejeitará etapas cuja afinidade mude em um valor superior ao especificado para otimizar
a afinidade [34]. E por fim, também podemos definir um limite no número máximo de mutações
simultâneas, restringindo assim, o espaço de busca. Consequentemente, não precisamos testar
absolutamente todas as mutações, mas otimizar a busca para calcular apenas as que realmente
possam aumentar a afinidade.



4 Metodologia

4.1 metodologias computacionais

4.1.1 Mutagênese e decomposição de energia

A localização e a informação exata de quais aminoácidos foram substituídos (mutações não sinô-
nimas) e que afetaram a proteína Spike (S) que constituem a linhagem Ômicron e suas subvarian-
tes (BA.1, BA.2, BA.2.12.1, BA.2.75, BA.4 e BA.5) foram todas obtidas a partir da plataforma
CoVariants (https://covariants.org/) [35]. Esse dados foram imprescindíveis tanto para a
dinâmica molecular, como também para a decomposição de energia MM-GBSA que foi calculado
pelo algoritmo Prime [36]. Também realizamos uma comparação qualitativa da variante Ômicron
e suas subvariantes em relação às 4 (quatro) VOC que a antederam, isto é, Alfa (Variante surgida
no Reino Unido), Beta (Variante surgida na África do Sul), P.1 ou Gama (Variante surgida em
Manaus) e Delta (Variante surgida na África do Sul).

Inicialmente, as estruturas foram preparadas utilizando o módulo "Protein Preparation
Wizard"[37] integrado ao software Schrodinger Maestro 2021-2 [38], onde foi possível adicionar
os átomos de hidrogênio ausentes, atribuir as cargas parciais e corrigir os problemas de valência.
Posteriormente, houve um refinamento através da minimização estrutural com campo de força
OPLS4 [39] para que os átomos de hidrogênio fossem otimizados para um pH ≈ 7, 4. A inserção
das mutações da variante Ômicron que afetaram a região RBD da proteína Spike foi realizada
utilizando também o software Schrodinger Maestro 2021-2 com o módulo "Residue and Loop
Mutation". Após cada mutação, uma minimização estrutural em solvente implícito foi aplicada
a cada proteína cuja cristalografia adotada foi o complexo entre o anticorpo IgG e a região RBD
(PDB ID: 7BZ5) [40]. E sendo assim, todas as estruturas cristalográficas foram obtidas a partir
da base de dados Protein Data Bank (PDB) [41]. Dentre as 32 mutações que afetaram proteína
Spike, aplicamos apenas 16 mutações na região RBD: G339D, S371L, S373P, S375F, K417N,
N440K, G446S, S477N, T478K, E484A, Q493R, G496S, Q498R, N501Y, Y505H e T547K. Isto
porque, devido a limitações computacionais seria inviável simular toda a proteína Spike, pois não
haveria como alocar todos os dados na memória da GPU, por isso nos limitamos apenas à região
RBD. Ao longo do trabalho também foi simulado a versão cristalográfica para variante Ômicron
(PDB ID: 7T9L), isto é, as mutações não foram inseridas computacionalmente como antes mas
obtidas experimentalmente. Todos os resultados de estabilidade e variação de afinidade frente a
mutações da variante de Ômicron foram obtidos pelo módulo Residue Scanning [34] integrado ao
software Schrodinger Maestro 2021-2. A decomposição de energia também foi realizada para o
complexo ACE2-Spike (PDB ID: 7DF4), o complexo entre o anticorpo Fab 253H55L e a proteína
Spike em estado inacessível (PDB ID: 7NDA) Os resultados do potencial eletrostático foram
obtidos pelo algoritmo APBS [42] integrado ao software Schrodinger Maestro 2021-2.

4.1.2 Dinâmica molecular com Desmond

As simulações de dinâmica molecular foram realizadas usando o algoritmo Desmond [43] im-
plementado no software Schrodinger Maestro 2021-2. Após a inserção prévia das mutações da
variante Ômicron computacionalmente, o complexo a ser simulado correspondeu a interação da

12
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região RBD da proteína Spike e o anticorpo neutralizante IgG (PDB ID: 7BZ5) [40]. Outros
complexos também foram simulados utilizando a mesma metodologia descrita, como a variante
Ômicron na interação anticorpo-antígeno mas agora obtida mediante dados experimentais (PDB
ID: 7T9L), e também o complexo ACE2-RBD (PDB ID: 6M0J) onde as mutações da Ômicron
tiveram que ser inseridas computacionalmente.

A caixa de solvatação foi descrita pelo modelo TIP3P [44] aplicando condições periódicas
de contorno (PBC) em geometria cúbica. As dimensões foram definidas e minimizadas automati-
camente pelo módulo System Builder com campo de força OPLS4 [39] onde a distância de buffer
foi de 10Å × 10Å × 10Å, que representa a distância entre as bordas na extremidade da caixa de
simulação e o solvente. Em resumo, significa que a caixa de solvatação ocupou todo o complexo
proteico mais um volume adicional de (10Å)3. Todo o sistema foi neutralizado mediante a adição
dos íons Na+ e Cl− a uma concentração molar fisiológica de 0, 15M . Utilizamos o ensemble NPT
(isotérmico-isobárico) nas simulações, onde a temperatura de 300, 0K se manteve constante com
o auxílio do termostato de Nosé-Hoover [45] em um tempo de relaxação de 1ps. Enquanto isso,
a pressão foi fixada em 1, 01325Bar mediante o barostato de Martyna-Tobias-Klein [46] com um
tempo de relaxamento de 2ps e acoplamento isotrópico. As interações eletrostáticas de longo
alcance também foram estimadas pelo algoritmo Particle-Mesh-Ewald (PME) [47] com um valor
de corte de 9, 0Å. Antes do início, todo o sistema foi relaxado para que apenas depois fossem
gerados os dados de trajetória. O tempo de simulação foi ao longo de 100ns com um tempo de
integração de 2fs realizado pelo algoritmo RESPA [48] e cujos dados de trajetória foram grava-
dos a cada 20ps totalizando 1000frames de simulação. Devido a constantes quedas de energia,
a simulações foram divididas em 5 (cinco) partes de 20ns, o que totalizou 100ns(5 × 20ns), ge-
rando também um total de 5000frames. Após o término das simulações todas as partes foram
unidas pelo script em Python chamado de "trj_merge.py". Por fim, todas as simulações de dinâ-
mica molecular apenas foram possíveis mediante a aceleração gráfica de uma GPU Nvidia GTX
1050 2GB com 640 CUDA cores. Enquanto isso, apenas uma pequena parte dos cálculos foram
encarregados a CPU de modelo Intel Core i3 6300 com frequência de 3, 6Hz, fazendo-se o uso de
apenas 1 (um) núcleo do processador.

Figura 3: Caixa de solução criada com SystemBuilder no software Schrodinger Maestro 2021-2 onde o
antígeno RBD com anticorpo IgG foi inserido (PDB ID: 7BZ5).

Após o término das simulações de dinâmica molecular, analisamos as interações químicas
formada seja entre o anticorpo e seu antígeno, além da interação ACE2-RBD. Para isso, utiliza-
mos apenas o último frame após transcorridos os 100ns de simulação. Sendo assim, novamente
utilizamos o software Schrodinger Maestro 2021-2, mas agora adotamos a funcionalidade "Pro-
tein Interaction Analysis", onde o software pôde encontrar todas as interações químicas formadas
em um raio máximo de 4, 0Å. Além disso, a partir dos resultados de trajetória no formato .cms
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realizamos as análises do Raio de Giro (Rg), RMSD e RMSF também no software Schrodinger
Maestro 2021-2, onde adotamos sempre o Frame 0 como referência para os cálculos.

4.1.3 Maximização da interação anticorpo-antígeno

Usamos a funcionalidade "Affinity Maturation"integrada ao módulo "Residue Scanning"[34] im-
plementado no Schrödinger Maestro 2021-2 [38], onde conseguimos realizar uma otimização
Monte Carlo para encontrar as mutações que maximizam a afinidade de ligação entre o com-
plexo anticorpo-antígeno para IgG B38 (PDB ID: 7BZ5) [40] e IgA1-Fc (PDB ID: 1OW0) [49].
A propriedade que foi otimizada foi a afinidade de interação. Escolhemos este método porque é
computacionalmente viável, pois não precisamos testar as milhares de combinações possíveis de
mutações. Para tornar as simulações viáveis computacionalmente, o solvente foi implicitamente
considerado pelo método MM-GBSA no algoritmo Prime com campo de força OPLS4, onde este
método também foi fundamental para calcular todos os valores de energia. Outra característica
essencial é a maturação de afinidade, onde é feita uma busca para encontrar a afinidade de ligação
ideal entre duas proteínas.

No entanto, para remover possíveis conflitos estéricos, realizamos uma minimização estru-
tural no algoritmo Prime nos aminoácidos próximos ao sítio de mutação dentro de um raio de
corte de 5, 0angstrom. O total de combinações possíveis para os 194 aminoácidos na região RBD
foi 4074 de mutações de um total de (22 − 1) aminoácidos. A semente inicial foi zerada enquanto
a temperatura em todas as simulações foi de 300, 0K. O critério de aceitação para a próxima
etapa ocorreu quando a variação de afinidade/estabilidade foi superior a 30, 0. O processo foi
repetido até que o número máximo de etapas fosse 200. Enquanto isso, o valor máximo para o
número de mutações simultâneas foi definido para 3. Essas análises foram todas realizadas com
um pH fisiológico de 7,4.

Figura 4: Visualização do painel de configurações para execução da maturação de afinidade anticorpo-
antígeno onde é utilizado a otimização de Monte Carlo para tornar o algoritmo mais eficiente
na busca pelas mutações que maximizam a afinidade do complexo proteico.
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4.1.4 Neutralização da proteína Spike pelos anticorpos IgG, IgA e IgM

Nesta etapa, comparamos a neutralização dos anticorpos IgG, IgA e IgM em relação à proteína
Spike. Em consequência dos anticorpos IgA não estarem em complexo com nenhuma proteína
do SARS-CoV-2, usamos a cristalografia da forma monomérica do anticorpo IgA1-Fc (PDB ID:
1OW0) obtida isoladamente, sem estar em complexo com o antígeno, e assim conseguimos reali-
zar o encaixe molecular entre anticorpo-antígeno para ser posteriormente submetido à dinâmica
molecular. O encaixe também foi realizado com o dímero de anticorpo sIgA (PDB ID: 6UE7).
O docking foi realizado utilizando o software Schrodinger Maestro 2021-2 utilizando o módulo
"protein-protein docking"que utiliza o algoritmo PIPER [50]. O protocolo de ancoragem foi uti-
lizando o modo "Standard"do software. Ele foi configurado para 70.000 rotações do anticorpo
enquanto ele foi configurado para retornar 30 possíveis soluções de conformação, onde escolhe-
mos aquela com a menor energia potencial. O encaixe com os mesmos protocolos também foi
realizado para o anticorpo do tipo IgM (PDB ID: 2AGJ), como resultado da não disponibilidade
de cristalografia com o complexo Spike. Por fim, realizamos simulações de docking molecular a
partir do último quadro de dinâmica molecular em 100ns para quantificar a afinidade de inte-
ração no complexo anticorpo-antígeno. Utilizamos um total de 3 (três) ferramentas de encaixe:
PatchDock [51], ClusPro [52] e HDock [53].

4.1.5 Simulações na interação de anticorpos com a proteína de Nucleocapsídeo (N)

A partir de cada uma das 3 (três) sequências de aminoácidos, NCoV-1, NCoV-2 e NCoV-3, foi
possível modelar computacionalmente os diferentes domínios do Nucleocapsídeo (N) do SARS-
CoV-2. Para tudo isso, a respectiva estrutura tridimensional foi modelada com base em técnicas
de deep learning e modelagem de homologia na ferramenta RossetaFold por meio do servidor
aberto Robetta (https://robetta.bakerlab.org/). Uma validação estrutural também foi rea-
lizada usando o diagrama de Ramachandran (ver Figura 5).

Figura 5: Validação estrutural de estruturas previstas no RosettaFold. O software utilizado para gerar o
diagrama de Ramachandran foi o MolProbity incluído no Structure Assessment implementado
na ferramenta online SWISS-Model.

A partir das estruturas tridimensionais obtidas anteriormente, o próximo passo foi realizar
o encaixe molecular com monômero IgA (PDB ID: 1OW0), dímero IgA (PDB ID: 6UE7), IgG
(PDB ID: 7BZ5) e IgM (PDB ID: 2AGJ). Desta forma, todas as estruturas cristalográficas dos
anticorpos foram obtidas do banco de dados Protein Data Bank. É importante notar que o
anticorpo IgG foi o único derivado do soro convalescente de pacientes acometidos por COVID-19.
Para isso, foi utilizado o software Schrodinger Maestro 2021-2 com o módulo de docking proteína-

https://robetta.bakerlab.org/
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proteína com algoritmo PIPER [50] onde o ligante foi girado 70.000 vezes enquanto o número
de possíveis conformações retornadas foi 30. Entre os resultados de saída, temos selecionou a
primeira conformação, pois o software sempre retorna as soluções em ordem decrescente do
tamanho do cluster estrutural.

4.1.6 Descritores químico-quânticos

Toda metodologia adotada para os cálculos de química quântica dos aminoácidos Lisina (K) e
Treonina (T) referentes à mutação K417T presente na variante Ômicron e P.1, foi utilizando
o software GaussView 6 para o desenho das estruturas tridimensionais, geração do arquivo de
input e todas as respectivas análises de HOMO e LUMO. Enquanto isso, o Gaussian 09W [54]
foi imprescindível para realização de todos os cálculos computacionais. Ambos os softwares, o
Grupo de Química Teórica e Computacional (GQTC) da UFAM possui a licença acadêmica para
utilizá-los.

Realizamos então a otimização da estrutura tridimensional da citosina, 5-metil-citosina,
uracila e timina. Para isto, adotamos o Job Type=Opt, que otimizou a estrutura para o seu estado
mínimo de energia, além de termos adotado um critério de convergência rígido para o término do
cálculo de otimização (∆Energy ≤ 10−6Ha). O software foi configurado para buscar a estrutura
otimizada em seu estado fundamental utilizando a teoria DFT por meio das bases gaussianas
6 − 311G++(2d, 2p) e funcional híbrido B3LYP. Por último, o número total de elétrons foi par,
e portanto a otimização foi no estado de singleto onde todos os elétrons estiveram pareados.



5 Resultados e Discussões

5.1 simulações da variante ômicron (b.1.1.529)

Nos resultados apresentados baixo, valores de ∆ < 0 denotam aumento no parâmetro analisado,
enquanto que para ∆ > 0 indicam uma diminuição em relação ao valor inicial. Em termos de
variação de afinidade (ver Tabela 1), a mutação mais preocupante foi a Q493R por induzir um
aumento de −12, 916kcal/mol na interação ACE2-Spike. Em termos de variação de estabilidade,
tivemos a mutação D796Y com aumento de −9, 371kcal/mol.

Tabela 1: Resultados para variação de estabilidade e afinidade contra a variante Ômicron (B.1.1.529). O
complexo analisado foi ACE2-Spike (PDB ID: 7DF4). O sinal positivo denota uma diminuição,
enquanto o sinal negativo representa um aumento na propriedade analisada. Os termos de
energia ∆E correspondem à estabilidade e não à afinidade. Isso ocorre porque o software sempre
retorna dois tipos de ∆E, mas a afinidade é zero quando o aminoácido não está interagindo
diretamente com o receptor ACE2.

Mutação ∆ Afinidade ∆ Estabilidade ∆EV dW ∆Eelec ∆GGB
solvation

∆SASAtotal

A67V 0.000 −7.615 −3.878 +3.666 −1.233 −16.495

T95I 0.000 +0.114 +9.730 −1.232 −1.005 +6.559

G142D 0.000 +2.938 −5.784 −47.580 +22.736 −0.345

L212I 0.000 −3.126 +6.347 −2.513 −0.970 +0.132

G339D +0.007 +3.102 −3.085 −28.702 −2.714 +10.575

S371L −0.026 −1.926 −5.229 +8.146 −1.318 +15.142

S373P +0.017 +4.626 +1.460 +28.460 +0.879 −12.429

S375F +0.453 −2.076 −1.567 +7.862 +0.546 −5.635

K417N +2.839 +5.941 −0.168 −57.181 +34.323 +2.389

N440K −0.805 +4.894 +0.086 +75.551 −53.061 +37.128

G446S +6.759 +3.971 +2.846 +6.046 −5.128 +17.030

S477N −1.979 −2.060 +0.069 −39.271 −1.032 +7.085

T478K −1.729 +9.863 −4.209 +36.456 −35.395 +37.358

E484A +3.977 +11.016 +5.221 +36.161 −8.016 +0.067

Q493R −12.916 −8.608 −5.263 +102.813 −84.100 −19.407

G496S +5.239 −1.756 +5.255 −11.607 +7.376 −31.628

Q498R −8.922 +23.339 +9.877 +109.482 −83.712 −4.115

N501Y −2.567 +12.895 +12.979 +24.395 +3.097 −5.374

T547K 0.000 +4.798 −4.495 +6.689 −17.023 27.978

D614G 0.000 +2.003 +5.220 +3.139 +26.119 −32.204

H655Y 0.000 −0.999 +2.828 −2.905 +2.396 −42.956

N764K 0.000 0.313 −3.392 +40.872 −12.106 +3.528

D796Y 0.000 −9.371 −0.906 +34.054 −6.197 +19.024

N856K 0.000 +1.113 −2.976 +39.366 −12.153 −18.286

N969K 0.000 +7.910 −4.415 +4.241 −17.649 +37.732

L981F 0.000 35.053 +2.530 +18.291 −5.377 +47.936

17
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Ao analisar o complexo anticorpo-antígeno (ver Tabela 2), nenhuma mutação apresentou
diferença significativa na variação de afinidade. O maior valor obtido foi para N440K com di-
minuição de +0, 551kcal/mol. Enquanto em termos de estabilidade apenas a mutação L981F
induziu uma diminuição mais expressiva de +15, 713kcal/mol.

Tabela 2: Resultados de estabilidade e variação de afinidade para variante de interesse Omicron. O com-
plexo analisado estava entre o anticorpo neutralizante Fab 253H55L e a proteína Spike em sua
conformação inacessível à interação (PDB ID: 7NDA), o que torna a simulação anticorpo-
antígeno mais realista.

Mutação ∆ Afinidade ∆ Estabilidade ∆EV dW ∆Eelec ∆GGB
solvation

∆SASAtotal

A67V 0.000 −8.813 −3.602 +6.236 +0.507 −19.054

T95I 0.000 −10.872 −3.055 −6.119 +5.872 −7.570

G142D 0.000 +0.042 −0.853 −7.744 −22.785 +38.691

L212I 0.000 +3.318 −1.026 +3.475 +1.503 +37.366

G339D −6.824 +0.422 −2.219 −9.883 −13.713 −19.026

S371L −1.800 −12.096 −3.124 −10.920 +2.931 −4.923

S373P −0.406 +7.613 −0.144 26.509 +0.702 +6.602

S375F −0.035 −9.098 +0.413 −1.785 +0.203 +9.415

K417N −0.094 −11.186 +0.940 −55.511 +27.360 −11.117

N440K +0.551 +6.594 −0.267 +72.860 −46.267 +61.157

G446S +0.002 +3.253 +0.759 +9.573 −1.160 +29.960

S477N 0.000 −2.857 −0.302 −39.675 −0.487 +23.935

T478K 0.000 +2.789 −5.015 +28.982 −33.922 +10.030

E484A 0.000 +6.874 +4.861 +36.724 −8.396 −8.891

Q493R +0.197 −6.776 −1.885 +66.954 −58.393 −1.184

G496S 0.000 +2.152 −0.762 +14.271 −3.192 +7.511

Q498R +0.229 −4.265 −0.757 +73.436 −55.769 +31.264

N501Y −0.001 −8.742 +3.483 +18.378 +3.936 +8.990

T547K +0.019 −0.153 −2.368 +19.526 −32.996 −2.823

D614G 0.000 −2.995 +3.718 +4.366 +20.296 −16.673

H655Y 0.000 −5.842 +5.761 −8.862 +7.186 −0.756

N764K 0.000 +2.321 −5.125 +55.288 −23.588 +11.286

D796Y 0.000 −10.842 +2.983 +24.974 −6.447 +50.970

N856K 0.000 +7.546 −4.626 +53.158 −26.742 −30.146

N969K 0.000 +11.147 −4.072 +47.629 −14.885 +39.337

L981F 0.000 +15.713 +5.737 +2.577 −0.068 −21.768

Agora prosseguimos com a discussão dos resultados de dinâmica molecular da variante
Ômicron, onde as mutações foram aplicadas computacionalmente. Notou-se que a interação com
o anticorpo neutralizante IgG B38 não foi significativamente afetada, com relativamente poucas
mudanças em RMSD, RMSF, Raio de giro e flutuações SASA. No entanto, no geral, mais deses-
tabilização foi observada, algo que não foi apenas suportado pela análise RMSD (ver Tabela 3 e
Figura 6). A instabilidade se destacou em alguns resíduos bem específicos, o que tornou o valor
médio de RMSF superior em relação à variante Ômicron. Em termos de compactação, a variante
gerou uma expansão no complexo medida por um maior valor no raio de giro.
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Tabela 3: Resultados de dinâmica molecular a 100 ns onde foram comparados a estrutura sem mutações
e o complexo contendo as mutações da variante Ômicron. O complexo estava entre o anticorpo
IgG e a região RBD da proteína Spike (PDB ID: 7BZ5).

Anticorpo Antígeno RMSD médio RMSF médio SASA médio Rg médio

IgG B38 Wild-type (5.605 ± 1.027)Å (1.690 ± 0.813)Å (283.18 ± 3.73)nm2 (31.976 ± 0.194)Å

IgG B38 Ômicron (5.262 ± 0.897)Å (1.756 ± 0.743)Å (287.78 ± 3.50)nm2 (32.139 ± 0.282)Å

Figura 6: Comparação entre os valores de RMSD, RMSF, Raio de giro e SASA quanto ao impacto na
estabilidade estrutural frente à variante Ômicron para o complexo anticorpo-antígeno (PDB ID:
7BZ5).

Em termos de análises de RMSD e RMSF, observou-se maior estabilização no complexo
ACE2-RBD com a variante Ômicron (ver Tabela 4). Em termos de compactação, a variante gerou
um maior raio de giro no complexo, o que denota uma pequena expansão ao longo da simulação.

Tabela 4: A dinâmica molecular em 100 ns ao comparar a variante Ômicron com a estrutura sem muta-
ções. O complexo analisado foi ACE2-RBD (PDB ID: 6M0J).

Antígeno RMSD médio RMSF médio SASA médio Rg médio

Wild-type (2.935 ± 0.430)Å (1.599 ± 0.939)Å (352.77 ± 3.57)nm2 (31.132 ± 0.207)Å

Omicron (3.479 ± 0.624)Å (1.875 ± 1.116)Å (357.81 ± 4.18)nm2 (31.241 ± 0.283)Å

A partir dos resultados da decomposição de energia do MM-GBSA, podemos concluir que
a variante Ômicron aumentou a afinidade de interação no complexo ACE2-RBD (ver Tabela 5).
Isso pode ser uma indicação importante de que a entrada celular é favorecida contra a variante e,
portanto, talvez haja maior transmissibilidade viral em comparação com as variantes anteriores.
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Tabela 5: Resultados de decomposição de energia MM-GBSA para o último quadro de dinâmica molecular
a 100 ns para o complexo ACE2-RBD (PDB ID: 6M0J). Todos os valores de energia estão em
kcal/mol.

Antígeno ∆Gbinding

Wild-type −115.12

Ômicron −119.97

Podemos visualizar na Tabela 6 a perda de 2 (duas) pontes de hidrogênio na interação
anticorpo-antígeno como consequência da variante Ômicron. Esta pode ser uma indicação impor-
tante da perda de eficácia dos anticorpos neutralizantes como resultado da variante Ômicron.

Tabela 6: Quantitativo das interações químicas formadas entre o anticorpo IgG (PDB ID: 7BZ5) e a
região RBD da proteína Spike com a variante Ômicron e na ausência.

Anticorpo Antígeno Ligações de hidrogênio Pontes salinas Conflitos VdW π-stacking

IgG B38 Wild-type 14 0 1 0

IgG B38 Ômicron 12 1 1 1

Podemos visualizar na Tabela 7 as ligações de hidrogênio formadas na variante Ômicron
do complexo anticorpo-antígeno, e que diante da variante Ômicron sofreu uma perda de algumas
ligações, o que pode enfraquecer um pouco a neutralização do vírus.

Tabela 7: Ligações químicas formadas no complexo anticorpo-antígeno (PDB ID: 7BZ5) com mutações
da variante Ômicron.

Ligação química

Spike:Asp420 → Antibody:Ser56 at 2.1Å

Spike:Arg457 → Antibody:Tyr33 at 1.9Å

Spike:Arg457 → Antibody:Ser53 at 1.8Å

Spike:Arg474 → Antibody:Ser31 at 2.0Å

Spike:Ala475 → Antibody:Arg97 at 2.1Å

Spike:Asn477 → Antibody:Gly26 at 2.2Å

Spike:Lys478 → Antibody:Glu1 at 2.1Å

Spike:Asn487 → Antibody:Arg97 at 2.0Å

Spike:Tyr489 → Antibody:Asp103 at 1.9Å

Spike:Arg498 → Antibody:Ser30 at 2.0Å

Spike:Gly502 → Antibody:Gln27 at 1.7Å

Spike:His505 → Antibody:Ile29 at 1.9Å

Por outro lado podemos visualizar na Tabela 8 as ligações de hidrogênio formadas no
complexo anticorpo-antígeno onde não há mutações na proteína Spike.



5.1 simulações da variante ômicron (b.1.1.529) 21

Tabela 8: Ligações químicas formadas no complexo anticorpo-antígeno (PDB ID: 7BZ5) sem mutações.

Ligação química

Spike:Asp405 → Antibody:Tyr94 at 2.0Å

Spike:Thr415 → Antibody:Ser56 at 1.9Å

Spike:Tyr431 → Antibody:Gly54 at 2.4Å

Spike:Tyr449 → Antibody:Ser31 at 1.8Å

Spike:Leu455 → Antibody:Tyr33 at 2.2Å

Spike:Arg457 → Antibody:Ser53 at 2.3Å

Spike:Tyr473 → Antibody:Ser31 at 1.7Å

Spike:Ala475 → Antibody:Ile28 at 2.1Å

Spike:Asn487 → Antibody:Gly26 at 1.9Å

Spike:Tyr489 → Antibody:Asn32 at 1.8Å

Spike:Gly496 → Antibody:Ser30 at 1.9Å

Spike:Gly502 → Antibody:Gly28 at 1.7Å

Spike:Tyr505 → Antibody:Gln90 at 2.4Å

Spike:Tyr505 → Antibody:Leu91 at 1.9Å

Também é possível termos uma visualização na Figura 7 quanto às alterações estruturais
em decorrência da variante Ômicron.

Figura 7: Comparação da estrutura tridimensional entre a variante Ômicron e sem mutações para o
complexo anticorpo-antígeno (PDB ID: 7BZ5) após 100 ns de simulação de dinâmica molecular.

No complexo ACE2-RBD (ver Figura 8), podemos observar maiores mudanças conforma-
cionais na ausência de mutações, o que leva à conclusão de que a variante Ômicron tornou a
estrutura mais estável e rígida.
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Figura 8: Comparação entre o último quadro de dinâmica molecular a 100 ns para o complexo ACE2-RBD
(PDB ID: 6M0J).

No geral, podemos perceber na Figura 9 de que a distribuição de carga contra a variante
Ômicron tornou-se mais positiva em comparação com a estrutura wild-type. Ao analisar a carga
elétrica líquida na variante Ômicron, observou-se uma distribuição de carga mais positiva em
+11eV para o complexo anticorpo-antígeno (PDB ID: 7BZ5), enquanto na ausência de mutações
a carga foi de +3eV . No complexo ACE2-RBD (PDB ID: 6M0J) contra a Ômicron apresentou
uma carga de −18eV , enquanto na ausência de mutações esse valor foi de −21eV . Portanto,
reforçando a hipótese de que a variante torna a distribuição de carga mais positiva.

Figura 9: Potencial eletrostático de mutações que afetaram a região RBD da proteína Spike. A estrutura
cristalográfica adotada foi o complexo entre o anticorpo IgG e a região RBD (PDB ID: 7BZ5).

Notou-se na Figura 10 que o sítio de proteólise foi afetado pela variante Ômicron. Em
outras palavras, houve uma região proteolítica formada pelos resíduos Phe338, Asp339 e Glu340,
que antes não existiam, apareceu antes da variante emergente. Isso pode ser um indicativo de
maior probabilidade de interação com o receptor ACE2, o que talvez possa refletir em maior
transmissibilidade.
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Figura 10: Em destaque em azul temos o sítio de proteólise conforme predição no software Schrodinger
Maestro 2021-2. Uma comparação entre as regiões de proteólise na variante Ômicron e nas
mutações ausentes na estrutura é apresentada. A estrutura cristalográfica utilizada foi a região
RBD da proteína Spike (PDB ID: 7BZ5).

5.1.1 Dinâmica molecular para cristalografia da variante Ômicron

Podemos notar na Figura 11 que o RMSD diante da variante Ômicron foi ligeiramente superior.
Isto pode refletir menor estabilidade estrutural (ver Figura 12) em consequência da Ômicron. Em
termos do raio de giro, a variante Ômicron novamente foi superior, novamente refletindo instabi-
lidade estrutural. Quanto aos valores de exposição ao solvente SASA, nota-se também maiores
valores diante da Ômicron. Isso é preocupante pelo menos a sub-variante BA.1 da Ômicron,
pois um maior valor SASA favorece haver maiores regiões de interação com o receptor ACE2.
Contudo, o ideal seríamos comparar os resultados aqui obtidos com a variante anterior, Delta.
Infelizmente nos limitamos a comparar apenas com a cepa inicial surgida em Wuhan. Porém, fo-
ram publicados estudos pioneiros que mostraram que a variante Ômicron possui uma virulência
menor comparada à variante Delta e P.1 [5].

Figura 11: Resultados da dinâmica molecular onde é comparado a estrutura cristalográfica da variante
Ômicron (PDB ID: 7T9L) e o complexo ACE2-RBD ausente de mutações (PDB ID: 6M0J).
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Figura 12: Comparativo estrutural entre o último frame da dinâmica molecular em 100 ns para o complexo
ACE2-RBD sem mutações (PDB ID: 6M0J) e a cristalografia com variante Ômicron (PDB
ID: 7T9L).

Por fim, podemos visualizar na Tabela 9 os resultados obtidos para o complexo ACE2-
RBD quanto ao impacto da variante Ômicron.

Tabela 9: Resultados de dinâmica molecular em 100 ns mostrando um comparativo entre a variante Ômi-
cron e a estrutura ausente de mutações para o complexo ACE2-RBD (PDB ID: 7T9L).

Antígeno RMSD médio RMSF médio SASA médio Rg médio

Wild-type (2.935 ± 0.430)Å (1.599 ± 0.939)Å (352.77 ± 3.57)nm2 (31.132 ± 0.207)Å

Ômicron (3.351 ± 0.490)Å (1.742 ± 0.970)Å (369.87 ± 8.23)nm2 (31.742 ± 0.262)Å

Também buscamos realizar um comparativo a partir de simulações de dinâmica molecular
entre as variantes P.1 e Ômicron. Nisto quantificamos a estabilidade estrutural do complexo
ACE2-RBD (PDB ID: 6M0J) diante das duas variantes (ver Figura 13). Na literatura ainda
não há consenso se o aumento de afinidade é diretamente proporcional à instabilidade ou não.
De qualquer forma, consideramos esta hipótese como verdadeira na interpretação dos resultados.
Nisto, percebeu-se que o valor de RMSD da P.1 foi inferior à Ômicron, o que pode se traduzir em
menor afinidade pelo receptor ACE2. No entanto, foi justamente a variante P.1 que mais tirou
vidas em Manaus, e a conclusão deveria ser uma maior afinidade pelo receptor. Independente dos
resultados, sabemos que a dinâmica molecular por si só ainda não consegue explicar totalmente
o comportamento viral, por haver outros fatores desde moleculares até ambientais.
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Figura 13: Alinhamento estrutural entre o último frame e o primeiro frame. Sendo que para chegarmos
nessas estruturas realizamos resultado uma dinâmica molecular em 100 ns no módulo Desmond
do software Schrodinger Maestro 2021-2. O complexo simulado foi o ACE2-RBD (PDB ID:
6M0J).

Ao analisar as mutações que constituem cada subvariante da Ômicron (ver ??), nota-se que
determinadas mutações embora tenham desaparecido de algumas linhagens, elas ressurgiram nas
linhagens seguintes. Em contrapartida, houveram mutações que se repetiram ao longo de todas
as sublinhagens da Ômicron, e que portanto tendem a ser as mais preocupantes. Dentre estas,
tivemos: G339D, S373P, S375F, K417N, T478K, E484A, Q498R, N501Y, Y505H, D614G, H655Y,
N679K, P681H, N764K, D796Y, Q954H e N969K.

Algumas destas mutações estiveram previamente existentes em variantes de preocupações
anteriores, o que levanta a questão de porque o vírus chegou a essas mutações específicas. Porém
se de acordo com a literatura o vírus vem se tornando menos virulento [5], [6], e por isso na
teoria algumas mutações deveriam desaparecer. Isto nos leva a concluir que o vírus embora
tenha enfraquecido ao longo do tempo, mas foi principalmente o ser humano que diante da
vacinação tornou o sistema imune mais preparado para enfrentar o vírus. A partir dos resultados
não foi possível concluir se a variante Ômicron realmente dificulta a neutralização do antígeno
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por anticorpos em comparação às variantes P.1 ou Delta, mas apenas em relação à cepa original
de Wuhan, pois foram utilizados softwares diferentes nestas simulações, o que impossibilitou uma
comparação justa.

De qualquer forma, esses resultados refletem uma pressão seletiva positiva, onde o vírus
busca se beneficiar aumentando a estabilidade estrutural na interação ACE2-Spike. Um ponto
curioso é que nem todas as mutações contribuem necessariamente para uma maior estabilidade ou
afinidade na interação ACE2-Spike. Isso pode ser uma indicação do comportamento estocástico
das mutações, embora a evolução natural favoreça algumas mutações em detrimento de outras.

Inicialmente organizamos de forma qualitativa as mutações que constituem cada uma das
variantes de preocupação (ver Tabela 10). Esta etapa foi importante para entendermos quais
mutações da variante P.1 permaneceram ao longo da evolução viral. Dentre as 12 (doze) que
mutações que estiveram presentes na proteína Spike (S) da variante P.1, 8 (oito) foram exclusivas
apenas da P.1. Consequentemente pelo vírus ter perdido grande partes das mutações presentes na
P.1 ao evoluir para Delta e depois para Ômicron, podemos explicar a diminuição no número de
hospitalizações e mortes, em grande parte, pela queda da virulência. Contudo, é imprescindível
lembrar que o número cada vez mais de pessoas vacinadas certamente vem dificultando que os
pacientes desenvolvam a forma mais grave da COVID-19, mesmo que algumas mutações críticas
da P.1 ainda permaneçam até hoje.

Percebe-se também que na variante Ômicron houveram mutações reversas, isto é, que
após terem surgido uma vez, desapareceram na linhagem seguinte, porém aparaceram novamente.
Além disso, podemos notar que grande parte das mutações da variante Ômicron afetaram justa-
mente a região RBD, que está compreendida entre os aminoácidos Thr333 e Gly526. Sabemos
que é justamente nesta região onde há maior interação com o receptor ACE2.

Uma questão central nesta pesquisa foi entender à nível molecular as causas do aumento
de transmissibilidade e virulência do SARS-CoV-2. Conforme resultados encontrados na
literatura, percebeu-se que na última variante, Ômicron, uma maior taxa de transmissão
não necessariamente se refletiu em maior agressividade do vírus. Seja na literatura mas
também a partir dos resultados obtidos ao longo desta pesquisa, realmente se percebe
um aumento de afinidade na interação ACE2-Spike e dificuldade para neutralização de
anticorpos. No entanto, ainda não sabemos a verdadeira causa de uma maior virulência.
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Tabela 10: Comparativo das mutações que constituem cada uma das linhagem da Ômicron (BA.1 a BA.5),
além das 4 (quatro) variantes de preocupação que a antecederam. A notação ∆ representa a
deleção de um aminoácido. As mutações mais críticas e que estiveram na variante P.1 ou Delta
foram destacadas em vermelho, e que portanto podem estar associadas a maior virulência.

B.1.1.7 B.1.351 P.1 B.1.617.2 BA.1 BA.2 BA.2.12.1 BA.2.75 BA.4 BA.5

- - L18F - - - - - - -

- - - T19R - T19I T19I T19I T19I T19I

- - T20N - - - - - - -

- - - - - ∆L24 ∆L24 ∆L24 ∆L24 ∆L24

- - - - - ∆P 25 ∆P 25 ∆P 25 ∆P 25 ∆P 25

- - P26S - - ∆P 26 ∆P 26 ∆P 26 ∆P 26 ∆P 26

- - - - - A27S A27S A27S A27S A27S

- - - - A67V - - - - -

∆H69 - - - ∆H69 - - - ∆H69 ∆H69

∆V 70 - - - ∆V 70 - - - ∆V 70 ∆V 70

- D80A - - - D80A - -

- - - - T95I - - - - -

- - D138Y - - - - - - -

- - - G142D ∆G142 G142D G142D G142D G142D G142D

- - - - ∆V 143 - - - - -

∆Y 144 - - - ∆Y 144 - ∆Y 144 ∆Y 144 ∆Y 144 ∆Y 144

- - - - Y145D - - - - -

- - - - - - - W152R - -

- - - ∆E156 - - - - - -

- - - ∆F 157 - - - F157L - -

- - - R168G - - - - - -

- - R190S - - - - - - -

- - - - - - - I210V - -

- - - - ∆N211 - - - - -

- - - - L212I - - - - -

- - - - - V213G V213G V213G V213G V213G

- D215G - - - - - - - -

- ∆L241 - - - - - - - -

- ∆L242 ∆L242 - - - - - - -

- ∆A243 - - - - - - - -

- - - - - - - G257S - -

- - - - G339D G339D G339D G339D G339D G339D

- - - - S371L S371F S371F S371F S371F S371F

- - - - S373P S373P S373P S373P S373P S373P

- - - - S375F S375F S375F S375F S375F S375F

- - - - - T376A T376A T376A T376A T376A

- - - - - D405N D405N D405N D405N D405N

- - - - - R408S R408S R408S R408S R408S

- K417N K417T - K417N K417N K417N K417N K417N K417N

- - - - N440K N440K N440K N440K N440K N440K

- - - - G446S - - G446S - -

- - - L452R - - L452Q - L452R L452R

- - - - S477N S477N S477N S477N S477N S477N

- - - T478K T478K T478K T478K T478K T478K T478K

- E484K E484K - E484A E484A E484A E484A E484A E484A

- - - - - - - - F486V F486V

- - - - Q493R Q493R Q493R R494Q - -

- - - - G496S - - - - -

- - - - Q498R Q498R Q498R Q498R 498R Q498R

N501Y N501Y N501Y - N501Y N501Y N501Y N501Y N501Y N501Y

- - - - Y505H Y505H Y505H Y505H Y505H Y505H

- - - - T547K - - - - -

A570D - - - - - - - - -

D614G D614G D614G D614G D614G D614G D614G D614G D614G D614G

- - H655Y - H655Y H655Y H655Y H655Y H655Y H655Y

- - - - N679K N679K N679K N679K N679K N679K

P681H - - P681R P681H P681H P681H P681H P681H P681H

- A701V - - - - - - - -

- - - - - - - S704L - -

T716I - - - - - - - - -

- - - - N764K N764K N764K N764K N764K N764K

- - - - D796Y D796Y D796Y D796Y D796Y D796Y

- - - - N856K - - - - -

- - - D950N - - - - - -

- - - - Q954H Q954H Q954H Q954H Q954H Q954H

- - - - N969K N969K N969K N969K N969K N969K

- - - - L981F - - - - -

S982A - - - - - - - - -

- - D1027I - - - - - - -

D1118H - - - - - - - - -

- - V1176F - - - - - - -
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Um dos grandes desafios das simulações teóricas é prever com precisão como o anticorpo se
encaixa no antígeno. No entanto nem sempre teremos resultados que serão corroborados por
estudos experimentais. Por outro lado, acreditamos que os resultados obtidos podem, de alguma
forma, ajudar a entender as diferentes reatividades dos domínios do nucleocapsídeo. Na análise
do domínio NCoV-2, dentre as flutuações de RMSF, destaca-se picos mais elevados na proteína
nucleocapsídeo em comparação com o anticorpo neutralizante. Isso significa mudanças conforma-
cionais substanciais no nucleocapsídeo enquanto o anticorpo IgG permaneceu mais rígido.

Tabela 11: Resultados para simulações de dinâmica molecular em 100ns no software Desmond para o com-
plexo entre diferentes domínios do nucleocapsídeo do SARS-CoV-2 interagindo com anticorpos.
São apresentados os valores médios de RMSD, RMSF, Raio de Giro e SASA.

Anticorpo Domínio RMSD médio RMSF médio SASA médio Rg médio

IgG B38 NCoV-1 (4.072 ± 0.257)Å (1.845 ± 1.232)Å (299.54 ± 5.25)nm2 (26.886 ± 0.127)Å

IgG B38 NCoV-2 (14.969 ± 2.480)Å (4.129 ± 3.853)Å (328.96 ± 8.76)nm2 (29.596 ± 0.563)Å

IgG B38 NCoV-3 (23.179 ± 7.057)Å (6.503 ± 10.566)Å (334.47 ± 7.12)nm2 (34.982 ± 1.196)Å

Figura 14: Análise comparativa de dinâmica molecular para diferentes domínios NCoV.

Dentre as interações químicas formadas entre o domínio NCoV-1 e o anticorpo IgG, ti-
vemos um total de 15 ligações de hidrogênio e 2 pontes salinas. Por outro lado, ao analisar o
domínio NCoV-2, houve uma diminuição para 10 ligações de hidrogênio e 1 ponte salina. Isso
pode representar que a afinidade por anticorpos neste domínio é menor do que o domínio NCoV-
1. Além disso, o comportamento desordenado do nucleocapsídeo foi mais notável no domínio
NCoV-2 devido a flutuações significativas de RMSF.
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Tabela 12: Análise quantitativa de ligações de hidrogênio, pontes salinas e conflitos de Van der Waals
formados no último quadro do complexo anticorpo-antígeno após 100 ns de simulações de
dinâmica molecular. Todas as análises foram quantificadas utilizando o módulo Protein Inte-
raction Analysis presente no software Schrodinger Maestro 2021-2.

Anticorpo Antígeno Ligações de Hidrogênio Ponte salinas Conflitos VdW

IgG B38 NCoV-1 15 2 1

IgG B38 NCoV-2 10 1 0

IgG B38 NCoV-3 12 1 0

Figura 15: Diagrama mostrando as ligações químicas formadas entre o domínio NCoV-1 e o anticorpo IgG.
A cadeia A representa o domínio do nucleocapsídeo, enquanto a cadeia pesada do anticorpo
IgG é representada pela cadeia H. As setas em lilás representam as ligações de hidrogênio
formadas. O diagrama foi construído a partir do último quadro de uma simulação de dinâmica
molecular a 100 ns.
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Figura 16: Diagrama de interações químicas formadas entre o domínio NCoV-2 e o anticorpo IgG (PDB
ID: 7BZ5). A cadeia A representa a proteína Nucleocapsídeo, enquanto as cadeias H e L
representam o anticorpo neutralizante IgG (PDB ID: 7BZ5). Esta imagem corresponde ao
último quadro de uma simulação de dinâmica molecular a 100 ns.

Figura 17: Diagrama das interações químicas formadas entre o domínio do nucleocapsídeo (NCoV3) e
o anticorpo IgG (PDB ID: 7BZ5). Esta imagem corresponde à última de uma simulação de
dinâmica molecular a 100 ns.
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Figura 18: Visualização do último frame das simulações de dinâmica molecular a 100 ns para os 3 (três)
domínios NCoV-1, NCoV-2 e NCoV-3 referentes à proteína nucleocapsídeo (N) do SARS-CoV-
2.

5.3 dinâmica molecular dos anticorpos igg, iga e igm

A partir dos resultados de dinâmica molecular, a estabilidade estrutural foi quantificada (ver
Tabela 13 e Figura 19) ao longo de 100 ns. Assim, apenas os resultados de RMSD e Raio de
giro suportam a hipótese de maior estabilidade da IgA monomérica em relação à IgG. Enquanto
os valores de RMSF e SASA negam essa hipótese. De qualquer forma, o docking molecular
também foi realizado com 3 (três) ferramentas do último quadro para que possamos chegar a um
consenso. Assim, é possível entender melhor os diferentes potenciais neutralizantes entre os tipos
IgG e IgA na interação com o Spike. Notou-se que as flutuações no anticorpo dimérico IgA foram
extremamente altas, o que deve ser um indicativo de altas alterações conformacionais devido à
maior afinidade de interação com a proteína Spike.

Tabela 13: Resultados para simulações de dinâmica molecular a 100ns no software Desmond para o com-
plexo entre a região RBD da proteína Spike e anticorpos. São apresentados os valores médios
de RMSD, RMSF, Raio de giro e SASA.

Anticorpo Antígeno RMSD médio RMSF médio SASA médio Rg médio

IgG B38 Wild-type (5.605 ± 1.027)Å (1.690 ± 0.813)Å (283.18 ± 3.73)nm2 (31.976 ± 0.194)Å

IgA1-Fc (monômero) Wild-type (4.972 ± 0.921)Å (2.105 ± 0.961)Å (301.97 ± 5.55)nm2 (26.991 ± 0.316)Å

IgA (dímero) Wild-type (31.697 ± 5.168)Å (6.706 ± 5.456)Å (546.09 ± 4.28)nm2 (43.890 ± 0.991)Å

IgM Wild-type (7.152 ± 1.540)Å (3.585 ± 1.314)Å (301.93 ± 4.17)nm2 (33.086 ± 0.566)Å

Pode-se notar na Figura 20 que é somente após uma determinada região de aminoácidos
que as flutuações se tornam significativas no dímero do anticorpo IgA. Essa observação é notá-
vel ao longo das análises de RMSF, pois é possível visualizar a contribuição individual de cada
aminoácido. Assim optamos pelo gráfico RMSF, pois parece ser o único que revela algo funda-
mental na interpretação do dímero de IgA. Os demais gráficos mostram apenas grandes picos
de flutuações para o anticorpo IgA. Sendo assim, se compararmos apenas o primeiro conjunto
(cadeia A e B) de aminoácidos do anticorpo dímero IgA em complexo com a região Spike RBD
(cadeia E), vemos que as flutuações quase coincidem com o monômero IgA. No entanto, as flu-
tuações começam a se tornar extremamente altas ao analisar precisamente no segundo conjunto
de cadeias de anticorpos. Portanto, o dímero induz alterações conformacionais substanciais no
segundo conjunto de cadeias (cadeia F e G) que compõem o anticorpo IgA. Assim, parece que
a existência do dímero é a principal causa de maiores flutuações. O dímero consequentemente
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Figura 19: (A) Comparação dos valores de RMSD contra o complexo entre RBD e anticorpos IgA1 (monô-
mero) e IgG B38. (B) Comparação das flutuações do RMSF. (C) Comparação de valores de
raio de giração. (D) Comparação dos valores SASA.

parece levar ao aparecimento de uma conformação inexistente no monômero, talvez uma forma
ainda mais relaxada do anticorpo IgA. Acima de tudo, a quantidade significativa de flutuações
no dímero do anticorpo IgA representa maior flexibilidade e mobilidade estrutural ao longo da
interação com a região RBD do vírus.

Ao quantificar as interações químicas formadas no complexo anticorpo-antígeno (ver Fi-
gura 21), poderemos entender qual tipo de anticorpo teve maior potencial para neutralizar a
proteína Spike. Desta forma, foi possível quantificar um total de 9 (nove) ligações de hidrogênio
formadas no complexo anticorpo-antígeno com o tipo IgA (monômero) referente ao último quadro
da dinâmica molecular. Por outro lado, para o tipo IgG, foram formadas um total de 14 (catorze)
ligações de hidrogênio. Esta é, portanto, uma indicação de maior seletividade e interação com o
antígeno pelo tipo IgG. A forma dimérica do anticorpo IgA também foi analisada, com aumento
substancial para 20 (vinte) ligações de hidrogênio entre a cadeia proteica Spike e as cadeias do an-
ticorpo. Outro destaque é a formação de uma ponte salina entre o aminoácido Lys356 da proteína
Spike e Glu422 pertencente ao anticorpo IgA a uma distância de 2, 4Å. Portanto, refletindo algo
muito importante, que a forma dimérica do anticorpo IgA tem maior potencial de neutralização,
em comparação com a forma monomérica, mas também com o tipo IgG.

Podemos notar que o valor de alinhamento RMSD (ver Figura 22) para o anticorpo IgG
foi menor do que para o anticorpo IgA, indicando maior estabilidade estrutural no complexo
anticorpo-antígeno. É importante destacar que valores mais favoráveis de energia livre na intera-
ção denotam maior estabilidade estrutural. No entanto, é muito complexo definir se maior esta-
bilidade representa maior ou menor interação anticorpo-antígeno ou se o potencial neutralizante
do anticorpo. Afinal, um sistema mais estável indica maior formação de ligações intermoleculares
que potencializam a neutralização de anticorpos.
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Figura 20: Gráfico RMSF para a forma dimérica do anticorpo IgA (PDB ID: 6UE7). Os instantâneos de
estrutura correspondem ao último quadro da simulação de dinâmica molecular em 100 ns.

Figura 22: Visualização do último quadro de dinâmica molecular em 100ns do anticorpo IgA (PDB ID:
1OW0) e anticorpo IgG (PDB ID: 7BZ5) neutralizando a região RBD da proteína Spike. Além
disso, é apresentado o resultado RMSD do alinhamento estrutural entre o último frame em
relação ao primeiro.

Através da decomposição da energia MM-GBSA com o último quadro da dinâmica mo-
lecular (ver Tabela 14), notou-se que a forma dimérica do anticorpo IgA realmente forneceu
valores mais favoráveis na energia livre de Gibbs. Em segundo lugar, temos a forma monomérica
de IgA que apresentou resultados quase semelhantes ao tipo IgG. Por fim, tivemos o anticorpo
IgM com potencial neutralizante extremamente baixo. Os resultados teóricos estão, portanto, em
conformidade com o que foi relatado experimentalmente onde a IgA dimérica se destaca com um
potencial de neutralização muito superior às demais [22]. É importante notar que esses valores
de energia livre são relativos, por isso apenas podemo realizar uma comparação qualitativa entre
os anticorpos consistente com os resultados experimentais.
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Figura 21: Diagrama de interações químicas formadas no último quadro de simulações de dinâmica mo-
lecular a 100 ns para complexo entre proteína Spike e anticorpo IgA (PDB ID: 1OW0) além
do anticorpo IgM (PDB ID: 2AGJ). As setas em lilás representam as ligações de hidrogênio
formadas.

Tabela 14: Resultados de decomposição de energia MM-GBSA para os complexos anticorpo-antígeno. To-
dos os resultados são correspondentes ao último quadro de simulações de dinâmica molecular
em 100ns. Todas as unidades de energia estão em kcal/mol.

Anticorpo Antígeno ∆Gbinding

IgG B38 Wild-type −105.06

IgA1-Fc (monomer) Wild-type −106.90

sIgA (dimer) Wild-type −184.27

IgM Wild-type −25.61

A interpretação baseada apenas na dinâmica molecular é muito abstrata e confusa, por
isso realizamos docking molecular para ter uma ideia melhor da mudança de afinidade entre
os diferentes anticorpos. A partir da análise de docking molecular (ver Tabela 15), o anticorpo
IgG apresentou maior afinidade em 3 (três) ferramentas, Prodigy [55], HDock [53] e PatchDock
[51]. Enquanto isso o tipo IgA (monômero) foi maior apenas na ferramenta ClusPro [52]. Esta é
uma indicação de que o tipo IgG tem maior potencial neutralizante, mas o resultado se inverte
totalmente ao compararmos com o IgA (dímero), em que absolutamente foi superior em todas
as 4 (quatro) ferramentas adotadas. Isso é um importante indício de que a forma dimérica do
anticorpo IgA é a principal resposta e também a primeira defesa no organismo humano diante
da infecção pelo vírus SARS-CoV-2.
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Tabela 15: Docking molecular para o último quadro nas simulações de dinâmica molecular do complexo
antígeno-anticorpo a 100ns. Todas as unidades de energia estão em kcal · mol−1.

Anticorpo Prodigy HDock PatchDock ClusPro

IgG B38 −14.6 −386.00 12616 −861.4

IgA1-Fc (monômero) −10.7 −313.35 11218 −928.7

sIgA (dímero) −17.8 −587.44 13598 −1458.9

IgM −8.4 −244.94 12512 −768.2

5.4 simulações de química quântica para o entendimento do mecanismo

de mutagênese viral

A partir da análise dos descritores químico-quânticos (ver Tabela 16), podemos observar que a
transição de Lisina (K417) para Treonina (417T) proporciona maior afinidade eletrônica, poten-
cial de ionização e eletronegatividade. Todos esses são fatores que podem contribuir para uma
maior interação na interface ACE2-RBD. A mutação K417T vem ocorrendo tanto na mais recente
variante Ômicron, mas também esteve presente na variante P.1/Gama que surgiu em Manaus.
É importante destacar que esta variante foi a principal responsável pela grave 2ª onda de casos
que sobrecarregou todo o sistema de saúde público nesta cidade.

Tabela 16: Resultados dos descritores eletrônicos obtidos por otimização estrutural à nível da teoria DFT
com as bases gaussianas 6 − 311G++(2d, 2p) e função híbrida B3LYP. Todas as minimizações
foram feitas usando o software Gaussian 09W.

Descritor Lisina Treonina

Energia mínima −13529.8117eV −11930.5981

Momento de dipolo (~µ) 0.902509Debye 4.266042Debye

EHOMO −6.6521eV −7.4124eV

ELUMO −0.40218eV −0.82831eV

EHOMO−1 −7.0959eV −8.1397eV

ELUMO+1 −0.33633eV −0.17959eV

∆E 6.2499eV 6.5841eV

Afinidade eletrônica 0.40218eV 0.82831eV

Afinidade de ionização 6.6521eV 7.4124eV

Dureza química (η) 3.1250eV 3.2920eV

Maciez química (η−1) 0.16000eV 0.15188eV −1

Potencial químico (µ) −3.5271eV −4.1203eV

Índice de eletrofilicidade (ω) 1.9905eV 2.5785eV

Eletronegatividade (χ) 3.5271eV 4.1203eV

Índice de nucleofilicidade (N ) 2.7165eV 1.9562eV
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Figura 23: Mapas de potencial eletrostático (MEPS) de aminoácidos afetados pela variante Ômicron e
P.1, que foram otimizados ao nível da teoria DFT com as bases gaussianas 6-311G (2d, 2p)
com o funcional híbrido B3LYP no software Gaussian 09W. Todas as figuras foram geradas
pelo software GaussView 6.

Figura 24: Comparação entre os orbitais de fronteira dos aminoácidos Lisina e Treonina que constituem
a mutação K417T do SARS-CoV-2.

5.5 descoberta de mutações que maximizam a interação anticorpo-antígeno

O número de mutações simultâneas pode afetar criticamente a aparência de certas mutações
sobre outras. É, portanto, um problema de otimização onde devemos procurar o menor número de
mutações biologicamente aceitáveis que maximizem a afinidade de interação anticorpo-antígeno.
Assim, fazendo as modificações corretas no antígeno (ver Tabela 17, Tabela 18, Tabela 19 e
Tabela 20), podemos melhorar a eficácia das vacinas atuais, por exemplo.

A partir do método de Monte Carlo encontramos um total de 16 (dezesseis) mutações no
antígeno que resultaram em uma afinidade maximizada de −61, 656kcal/mol entre o anticorpo
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IgG B38 e a proteína Spike (PDB ID: 7BZ5). Dentre estas, tivemos: G339Q, T345R, F347C,
S349C, I358L, N360D, Y380R, G416R, S438F, L455R, F490L, Y508I, L518M, A520V e P527V.
Por outro lado, em relação ao anticorpo IgA1-Fc (PDB ID: 1OW0) encontramos que a afinidade
maximizada com o antígeno seria de −82, 343kcal/mol. De modo que as mutações foram: T333V,
N370M, S373E, S399R, I402Q, D405W, Y421S, N422H, Y449L, S469N, E471T, P491Y, S494P,
Y495R, F497H e F515R.

Tabela 17: Maximização da afinidade para as combinações de mutações que maximizam a interação entre
a proteína RBD e o anticorpo IgG B38 (PDB ID: 7BZ5). Todos os valores estão na unidade
de kcal/mol.

Categoria Mutações ∆ Afinidade ∆ Estabilidade ∆ Energia ∆SASAtotal

Afinidade maximizada
G339Q, T345R, F347C, S349C, I358L,
N360D, Y380R, G416R, S438F, L455R,
F490L, Y508I, L518M, A520V, P527V

−61.656 −55.479 −187.629 −171.800

Tabela 18: Maximização da afinidade para 16 (dezesseis) mutações entre a proteína RBD e o anticorpo
CB6 IgG (PDB ID: 7C01). Todos os valores estão na unidade de kcal/mol.

Categoria Mutações ∆ Afinidade ∆ Estabilidade ∆ Energia ∆SASAtotal

Afinidade maximizada
L335A, F347Y, A352Y, K356E, V367I,
T385H, V395I, I402G, G416Y, N437T,

L441V, S443T, V445G, G476H, F490Y, Q506M
−31.442 −14.280 −6.490 −23.829

Tabela 19: Análise de afinidade para as 16 (dezesseis) mutações que maximizam a interação entre a
proteína RBD e o monômero do anticorpo IgA1-Fc (PDB ID: 1OW0). Todos os valores estão
na unidade de kcal/mol.

Categoria Mutações ∆ Afinidade ∆ Estabilidade ∆ Energia ∆SASAtotal

Afinidade maximizada
T333V, N370M, S373E, S399R, I402Q,
D405W, Y421S, N422H, Y449L, S469N,

E471T, P491Y, S494P, Y495R, F497H, F515R
−82.343 −62.944 −117.064 −170.163

Tabela 20: Maximização da afinidade para as 16 (dezesseis) mutações entre a proteína RBD e o anticorpo
IgM (PDB ID: 2AGJ). Todos os valores estão na unidade de kcal/mol.

Categoria Mutações ∆ Afinidade ∆ Estabilidade ∆ Energia ∆SASAtotal

Afinidade maximizada
T333A, N343G, R346G, N354H, K356M,
Y369H, S383Q, G416R, K424Y, T430N,
S443V, V445T, G446V, N460H, Q493S

−39.014 −30.479 +64.941 −157.911

Acreditamos que para melhorar a interação dos anticorpos com o antígeno devemos adotar
o valor de afinidade maximizado. Podemos notar que os anticorpos IgG e IgA apresentaram
diferentes combinações de mutações que maximizam a afinidade de interação. Isso é um indicativo
de seletividade, ou seja, um determinado conjunto de mutações apenas beneficiará a neutralização
de um anticorpo em detrimento de outro. De qualquer forma, ter realizado simulações para
ambos os tipos de anticorpos poderia contribuir para uma resposta mais seletiva dependendo das
mutações escolhidas para o antígeno.
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Por fim, é importante notar que as ferramentas que predizem ∆∆G são baseadas apenas
em uma estrutura estática, a partir da qual a variação de energia é calculada como resultado
da mutação. Embora seja promissor usar o método de Monte Carlo, idealmente, para resultados
mais consistentes, o número de iterações deve ser o maior possível. Outra abordagem pioneira
no método de Monte Carlo seria aplicar mutações em anticorpos que interagem com a proteína
Spike. Isso seria importante para aumentar a sensibilidade dos diagnósticos, mas também para
aumentar a eficácia dos anticorpos neutralizantes.

Ao aumentarmos o número de mutações simultâneas no antígeno também aumenta-se
proporcionalmente a complexidade computacional. Por isso, o número de mutações simultâneas
adotado se deve simplesmente a limitações computacionais do hardware utilizado. De qualquer
forma, ainda que tivéssemos capacidade computacional o suficiente, o nosso grande receio é de
que ao haver muitas mutações simultâneas, as células da memória imune não fossem mais capazes
de reconhecer uma infecção real pelo vírus SARS-CoV-2. Curiosamente mesmo aumentando o
número de aumentações simultâneas, isso não necessariamente se refletiu em maiores valores
de afinidade anticorpo-antígeno. Portanto, a quantidade de mutações simultâneas adotada foi
justamente aquela que se traduziu em maiores valores de afinidade. Ao longo da pesquisa buscou-
se simplesmente por tentativa e erro ajustar o número de mutações simultâneas que acarretassem
no maior valor possível de afinidade anticorpo-antígeno.

Dentre todos os resultados obtidos ao longo desta pesquisa, a aplicação do método de
Monte Carlo ao SARS-CoV-2 é certamente o mais promissor e importante que obtivemos até en-
tão. Nas otimizações de Monte Carlo na busca de mutações que maximizem a afinidade anticorpo-
antígeno, ficamos extremamente preocupado quanto à quantidade de mutações simultâneas. Infe-
lizmente não obtivemos sucesso em predizer novas mutações do vírus SARS-CoV-2. Isto porque
partimos de uma hipótese incorreta de que a evolução viral necessariamente seria direcionada
para uma maximização da afinidade ACE2-Spike. Contudo, aparentemente a evolução do SARS-
CoV-2 não segue um padrão observável, e que portanto parece ser realmente cego. No entanto,
houve um importante artigo publicado na Science [56] que a partir da análise por inteligência
artificial de mais 6 milhões de sequenciamentos do vírus pôde então prever uma subvariante da
Ômicron. Isso portanto é o ponto de partida para prever a sequência de um novo coronavírus que
ainda virá a existir. Apesar de tudo, ainda não conseguimos encontrar formas de implementar
essa ideia.



6 Considerações finais

• A variante Ômicron causou o surgimento de um novo sítio proteolítico, que pode favorecer
a interação ACE2-Spike em relação à cepa de Wuhan.

• Outro resultado notável foi de que diante da variante Ômicron houveram a perda de 2
(duas) ligações de hidrogênio na interação anticorpo-antígeno, o que pode enfraquecer a
resposta de anticorpos neutralizantes.

• O anticorpo IgA em sua forma dimérica mostrou-se ter o maior potencial de neutralização
da região RBD do SARS-CoV-2, comparado a sua forma monomérica, além dos tipos IgM
e IgG.

• Ao longo da pesquisa percebemos que transição do aminoácido Lisina (K417) para Treo-
nina (417T) gerou um aumento em diversos descritores químico-quânticos, como afinidade
eletrônica, potencial de ionização e eletronegatividade. Isto pode ser um indício do porquê
a mutação K417T esteve presente na variante P.1 que assolou Manaus.

• O domínio NCoV-2 da proteína de nucleocapsídeo (N) mostrou-se ter grande potencial de
interação com anticorpos em comparação à proteína Spike (S) do vírus SARS-CoV-2. Isto
pode ser um importante indício de que diagnósticos do tipo antígeno para COVID-19 terão
maior especificidade se utilizarem a proteína (N).

• Obtemos no decorrer da pesquisa que as mutações G339Q, T345R, F347C, S349C, I358L,
N360D, Y380R, G416R, S438F, L455R, F490L, Y508I, L518M, A520V e P527V no antígeno
resultaram em uma afinidade maximizada de −61, 656kcal/mol para o anticorpo IgG B38.

• Em relação ao anticorpo IgA1-Fc encontramos as mutações T333V, N370M, S373E, S399R,
I402Q, D405W, Y421S, N422H, Y449L, S469N, E471T, P491Y, S494P, Y495R, F497H e
F515R que maximizam a afinidade com o antígeno em −82, 343kcal/mol.

• Por fim, ao comparar as mutações que constituem a variante Ômicron com outras VOC
anteriores, como P.1 e Delta, percebeu-se que algumas mutações permaneceram ao longo
do processo evolutivo. Consequentemente sugerimos a hipótese de que embora o vírus
SARS-CoV-2 tenha se tornado menos virulento, mas foi devido principalmente às crescentes
campanhas de vacinação que tornou o sistema imune do ser humano mais forte e preparado
diante da infecção pela COVID-19.

• Apesar de tudo, ainda seria imprescindível confirmar estes resultados em ensaios experi-
mentais, para que apenas assim possamos levar estes resultados adiante na esperança de
realmente ajudar as pessoas.
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