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RESUMEN

A tres afios del inicio de la pandemia el virus continta evolucionando, ahora dentro
del clado de la variante omicron. A lo largo de este periodo, gracias a los esfuerzos
en investigacion bésica y clinica, la pandemia esta cediendo hacia una posible
endemia. El presente articulo se realiz6 dentro de este marco de aprendizaje con el
objetivo de generar nuevas metodologias para abordar el estudio de la estructura-
funcién del virus SARS-CoV-2. Entre diciembre del 2020 y junio del 2021, la
variante gamma trajo consigo una oleada de infecciones y decesos que azotaron a
la poblacion mundial, afectando principalmente a Sudamérica. Las mutaciones
K417T, E484K y N501Y fueron previamente descritas de manera experimental
dejando vacios en cuanto al efecto que tuvieron sobre la transmisibilidad. A fin de
complementar los estudios previos, con el articulo publicado objeto de este informe
se abordo el efecto de las mutaciones mediante simulaciones de dinamica molecular
y el analisis termodinamico de la energia libre de interaccion a partir de la obtencién
de la energia de afinidad mediante dos métodos: (1) uno modificado para el célculo
de la contribucidn electrostatica de MM-PBSA (“Molecular Mechanics Poisson-
Boltzmann Surface Area”) y (2) uno propuesto por los autores para obtener la
contribucion por residuo de la entropia de interaccion. Los resultados indican una
compensacion energética entre las mutaciones K417T y E484K, y la mutacion
N501Y comprende un efecto inesperado sobre la configuracion estereoquimica del
residuo Y495. Con ello, el articulo no solo correlaciona los resultados previamente
publicados, sino que expone nuevas caracteristicas asociadas a la contribucion
particular de las mutaciones. Sumado a ello, una metodologia que puede ser

empleada para futuras investigaciones en el campo de la inmunobioinformatica.



PALABRAS-CLAVE: SARS-COV-2; variante gamma; mutaciones; dinamica

molecular; MM-PBSA, entropia de interaccion.



ABSTRACT

Three years after the start of the pandemic, the virus continues to evolve, now within
the clade of the omicron variant. Throughout this period, thanks to efforts in basic
and clinical research, the pandemic is giving way to a possible endemic. This article
was carried out within this learning framework with the aim of generating new
methodologies to address the study of the structure-function of the SARS-CoV-2
virus. Between December 2020 and June 2021, the gamma variant brought with it
awave of infections and deaths that hit the world population, mainly affecting South
America. The K417T, E484K and N501Y mutations were previously described
experimentally, leaving gaps regarding the effect they had on transmissibility. In
order to complement previous studies, the article published as the subject of this
report addressed the effect of mutations through molecular dynamics simulations
and the thermodynamic analysis of the free energy of interaction from obtaining the
affinity energy using two methods: (1) one modified for the calculation of the
electrostatic contribution of MM-PBSA (“Molecular Mechanics Poisson-
Boltzmann Surface Area”) and (2) one proposed by the authors to obtain the
contribution per residual of the interaction entropy. The results indicate an energetic
trade-off between the K417T and E484K mutations, and the N501Y mutation
comprises an unexpected effect on the stereochemical configuration of the Y495
residue. With this, the article not only correlates previously published results, but
also exposes new characteristics associated with the contribution of mutations.
Added to this, a methodology that can be used for future research in the field of

immunological bioinformatics.



KEY-WORDS: SARS-COV-2; gamma variant; mutations; molecular dynamics;

MM-PBSA,; interaction entropy.



l. INTRODUCCION

Desde finales de 2019, el mundo entero se encuentra sumido en la pandemia del
COVID-19, la cual aun no es superada debido a la falta de tratamientos efectivos y
vacunas completamente efectivas. A partir de ese afio, el virus SARS-CoV-2 ha
continuado su evolucion y generado mdltiples linajes estableciendo una suerte de
prevalencia a pesar de los esfuerzos colectivos de los grupos de investigacion y el

personal de salud a nivel mundial (A & C, 2020; L, 2021).

La concepcién del articulo que someto para la obtencion del grado de magister
surgié en el mes de enero de 2021%, cuando la variante gamma tomaba gran
preponderancia en Sudamérica. Como es sabido, a finales del afio 2020, en la region
de Manaos en el Amazonas (Brasil), ocurrié un brote de crecimiento exponencial.
En apenas dos meses, logro expandirse por todo el mundo y reemplazar a la variante
predecesora (Faria et al., 2021; Sabino et al., 2021). Desde entonces, la variante
gamma ha causado miles de infecciones y muertes de acuerdo con los datos
publicados por la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) y GISAID (Elbe &
Buckland-Merrett, 2017; Shu & McCauley, 2017), lo cual trajo consigo una severa

crisis en los sistemas de salud de los paises sudamericanos, que no se dieron abasto

1 El titulo del articulo sobre el cual versa el presente informe es “Molecular Dynamics and MM-
PBSA Analysis of the SARS-CoV-2 Gamma Variant in Complex with the hACE-2 Receptor”, y fue
publicado en Molecules 2022, 27(7), 2370; https://doi.org/10.3390/molecules27072370. El autor
principal es Maurizio Martin Cavani Brain; el asesor y autor secundario es PhD Walter Arnaldo
Riofrio Rios; en tanto que el colaborador y autor corresponsal es PhD Marcelino Arciniega Castro.
Cddigo SIDISI: 210607. El paper fue recibido el 4 de enero del 2022, revisado el 11 de marzo del
2022 y aceptado el 16 de marzo del 2022. Finalmente, fue publicado el 6 de abril del 2022.
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para atender a la cantidad de pacientes que llegaban diariamente en busca

tratamiento y cuidados intensivos.

La variante gamma cuenta con 3 mutaciones en el dominio de reconocimiento del
receptor (RBD por sus siglas en inglés) ubicado en la subunidad S1 de la proteina
spike. Estas son K417T, E484K y T501Y. Cuando el proyecto se concibid, la
variante gamma contaba con muy pocos estudios y la estructura tridimensional
recién habia sido resuelta. Por ello, lo que se sabia de su biologia y de los pardmetros
epidemioldgicos era poco a comparacion de, por ejemplo, lo que se sabe hoy de la

variante omicron y sus subvariantes (Tracking SARS-CoV-2 Variants, n.d.).

Los antecedentes con los que se contaban en el momento respecto a las mutaciones
de la variante gamma eran muy concisos. En efecto, la mutacién K417T impedia
que se forme un puente salino con el residuo D30 del receptor de la enzima
convertidora de angiotensina-2 humano (hACE-2); la mutacion E484K creaba una
correspondencia electrostatica con el receptor; y la mutacion N501Y era descrita
como una mutacion que mejoraba el anclaje debido al apilamiento de anillos
aromaticos con el residuo Y41 del receptor (Dejnirattisai, Zhou, Ren, et al., 2021;
Wang et al., 2021). A partir de esa informacion quedaban vacios para explicar por
qué la variante gamma era ligeramente mas transmisible y evadia mejor a la
inmunidad humoral y a los anticuerpos monoclonales que la variante beta (la asi
llamada “variante sudafricana”, predecesora a gamma) (Rees-Spear et al., 2021,

Zhou et al., 2021).



La mutacion K417T, que en la variante beta era K417N, era ambigua debido a su
caracter deletéreo. Normalmente, se trataria de una valla dificil de superar en un
proceso de seleccion natural, debido a que disminuye la afinidad por el receptor.
Por esa razon, la Unica forma de explicar el leve incremento en la afinidad (Kd)
tenia que deberse a una correspondencia con cualquiera de las otras dos mutaciones
0 con ambas. Bajo esta premisa, se usaron técnicas computacionales para predecir
la participacion individual de los residuos sobre la afinidad por el receptor hACE-

2.

En marzo de 2021, al inicio de la fase experimental de este proyecto, la variante
delta estaba muy localizada (India) y era una variante de interés mas que de
preocupacion (“Variant of Concern”, o VoC por sus siglas en inglés) (Choi &
Smith, 2021). En cambio, la variante gamma era dominante y ya estaba azotando
Sudamérica, sin perjuicio del hecho que las vacunas aun no llegaban a este lado del
continente. Debido a ello, se desarrollé un estudio piloto basado en simulaciones,
el cual obtuvo una posible restauracion de la funcién de la proteina spike a partir de

la correspondencia entre las mutaciones K417T y E484K.

Una vez culminado el piloto, a partir de una extenuante revision bibliogréfica, el
misterio de cudl era la relacion entre las mutaciones sobre la afinidad o la evasion
inmunoldgica seguia sin respuesta. A simple vista, la posibilidad de que las
mutaciones K417T y E484K se contrarresten era una opcion, ya que la mutacion
deletérea quita una lisina cargada ampliando la distancia con el residuo D30 del
receptor y la otra afiade una lisina incrementando la complementariedad

electrostatica. Sobre la mutacion N501Y sdlo se observé un mejor anclaje. Sin



embargo, dada la persistencia de la mutacion en las dos variantes predecesoras, era
posible que escondiera alguna particularidad. Con base en estos resultados previos,
se hipotetiz6 que el efecto de las mutaciones con los residuos circundantes y la
correspondencia entre las mutaciones influyen sobre la afinidad con el receptor

hACE-2.

A partir del estudio piloto se plantearon tres objetivos. El primer objetivo: medir la
contribucidn energética individual de cada residuo a la afinidad de unién (entalpia)
y la entropia de interaccion con la finalidad de obtener la energia libre y comparar
los resultados con las constantes de disociacion (Kd) experimentales. El segundo
objetivo fue dilucidar cudl era la participacion de los residuos mutados en la
interaccion con el receptor hACE-2, debido a que habia diferentes particularidades
para cada uno. Finalmente, el tercer objetivo consistio en congregar los resultados
para llegar a una conclusién con respecto a como afectan las mutaciones a los
residuos circundantes y calcular el efecto que tienen sobre la transmisibilidad de la

variante gamma.

Con estos objetivos, comenzo el estudio y, luego de mucho trabajo, culminé con su
publicacion en abril del 2022. A continuacion, detallaré el desarrollo del articulo
desde la metodologia hasta fascinantes resultados obtenidos, asi como el alcance y

relevancia del articulo sobre el cual se basa el presente informe.



1. METODOLOGIA, RESULTADOS Y DISCUSION

El articulo titulado “Molecular Dynamics and MM-PBSA Analysis of the SARS-
CoV-2 Gamma Variant in Complex with the hACE-2 Receptor”, publicado en la
revista Molecules, en abril de 2022, consistid en un estudio comparativo de dos
simulaciones de dindmica molecular de la variante de Wuhan (“wild type” o WT)
y de la variante gamma. La metodologia del estudio se basd en un analisis
estadistico de las simulaciones, el desarrollo de un método corregido para
amortiguar el factor electrostatico de la técnica de MM-PBSA para medir la entalpia
global e individual por residuo y el calculo de la entropia de interaccion (IE) global
e individual por residuo bajo un método desarrollado en el presente articulo (la

derivacion se encuentra en el apéndice A del articulo en mencién).

Por motivos didacticos, los resultados con su respectiva discusion fueron separados
en dos partes: (i) el analisis estructural de las simulaciones de dindmica molecular
de ambas variantes y el analisis estadistico de las trayectorias con énfasis en las tres
mutaciones; y (ii) el analisis termodindmico, que comprende el calculo de la
entalpia por MM-PBSA y la entropia de interaccion para finalmente obtener la

energia libre de interaccion especifica por residuo.

En las siguientes subsecciones detallaré la metodologia y discutiré los resultados

mas importantes.



2.1 Metodologia

Las simulaciones de dindmica molecular se hicieron con dos estructuras resueltas
por difracciéon de rayos X publicadas en el “Protein Data Bank” (PDB) (Berman et
al., 2014), el RBD de la proteina spike WT de SARS-CoV-2 en complejo con el
receptor hACE-2 (PBD ID: 6MO0J; Res=2.45 A; R-free=0.227) (Lan et al., 2020) y
el RBD de la variante gamma en complejo con los anticuerpos COVOX-222 y
EY6A (PDB ID: 7NXB: Res=2.67 A; R-free=0.246) (Dejnirattisai, Zhou, Supasa,
et al., 2021). Para ambas estructuras se eliminaron las moléculas de agua,
hidrogenos, anticuerpos y glicosilaciones; solo se mantuvieron los cofactores
ionicos cloro y zinc en la estructura del receptor hACE-2. Los cofactores se
mantuvieron debido a la relevancia en la estabilidad de la estructura terciaria y la
influencia que tienen en el aspecto electrostatico sobre la interfase de unién con el
RBD de la proteina spike. EI complejo de la variante gamma fue construido
mediante un alineamiento estructural de C-a entre el complejo WT y el RBD de la
proteina spike de la variante gamma (RMSD=0.44 A) con el programa PyMOL
(DeLano, 2002). Las simulaciones se hicieron con GROMACS v.2020 y la
produccion fue de 100ns (Lindorff-Larsen et al., 2010; van der Spoel et al., 2005).
El anélisis estadistico de las trayectorias consistié en evaluar el RMSD, RMSF, los
puentes de hidrdgeno y las caracteristicas geométricas moleculares con la caja de

herramientas de Gromacs.

El calculo de la energia de afinidad (entalpia) y las contribuciones energéticas de
los residuos interactuantes entre ambas proteinas (proteina spike-receptor hACE-2)

se hizo mediante el andlisis de MM-PBSA usando el programa g-mmpbsa (Baker



et al., 2001; Kumari et al., 2014; Sheng et al., 2021). EI calculo consistid en tres
partes: el célculo de la energia potencial en el vacio, el célculo de la energia de
solvatacion polar y la energia de solvatacion no polar (AGgy =y - SASA+ b; y =
2.27 kj-mol ™ -nm~2y b = 3.85 kj - mol™?)

AGbind =AH —TAS =~ AEMM + AGSO[ —TAS
AEyy = AEge + AEyqy
AGSOl = AGPB + AGSA

Para el calculo de la energia electrostatica se agrego a la ecuacion un factor de

amortiguacion de acuerdo con la teoria de Debye-Huckel:

Agele — zz 94
Y 4TEGEMT;

Eele ZZ qlq} _rij/lD; /1D < 1.0M
ATTEEinTyj

3.07
T =298K,Ap = —,

: donde: c =015My A
Je [Nacl] Y Ap

Para resolver la aproximacion lineal de la ecuacién de Poisson-Boltzmann se utilizd
una constante dieléctrica de ¢;, = 2.0 para el soluto y ¢,,,; = 80 para el solvente
(al respecto, setear los valores fue sumamente importante para aproximarse al valor
entélpico cercano al experimental). Finalmente, para el célculo se utilizaron 100

frames de la simulacion de cada complejo.

La entropia de interaccion se calcul6 mediante el método de Zhang et al. (Duan et
al., 2016, 2017; Huang et al., 2020; Sun et al., 2017), con una modificacién para

identificar la contribucion entrépica individual por residuo en la interaccion



proteina-proteina para ambas simulaciones (la derivacion se puede visualizar en el
apéndice A del articulo):

Rnl NZTL Rnl
—TAS s = len(z 1_[ — ) — kTIn(N)

n ivi#k

Ambos resultados fueron sumados para calcular la energia libre de Gibbs
(AGping = AH — TAS,44,) Y compararla con la energia de afinidad experimental
(Kd). A partir del calculo de la energia libre se hicieron inferencias sobre el efecto

de las tres mutaciones en la transmisibilidad y la evasion inmunoldgica.



2.2 Analisis estructural de las mutaciones

De los resultados generales obtenidos a partir de la dindmica, los gréficos de RMSD
(Figura 1) muestran que el sistema se encuentra equilibrado sin considerar los
primeros 20ns, lo cual indica la ausencia de artefactos y rearreglos moleculares.
Para visualizar los comportamientos de ambos complejos durante la simulacién, se
hicieron graficos de RMSF para cada proteina por separado, siendo mas

pronunciadas las fluctuaciones del receptor hACE-2 para la mutante gamma.

Figural

Gréafico de RMSD a lo largo de los 100 ns de simulacion de dindmica molecular. El
RMSD de C-a se calculé sobre todo el complejo (A), el receptor hACE-2 (B) v el
RBD de la proteina spike (C) de los complejos simulados WT (azul) y variante
gamma (rojo). Las lineas continuas representan el promedio ponderado sobre los
datos de RMSD originales (Kernel gaussiano estandar con ventana de 30 cuadros).
Las sombras de colores asociadas corresponden a los datos originales de RMSD.
Los histogramas de RMSD presentados en el extremo derecho de cada gréfico

recopilan informacion a partir de 20 ns.
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A partir de los graficos de RMSF, es importante mencionar que las regiones con
mayores fluctuaciones se encuentran ubicadas en la interfase de interaccion (Figura
2); sin embargo, no se visualizaron grandes cambios estructurales entre ambas
variantes. Ello sugiere que las diferencias experimentales observadas en
publicaciones previas se deberian al efecto de las mutaciones sobre las interacciones

intermoleculares especificas.

Figura 2

Gréafico de RMSF. RMSF de C-a calculado sobre todo el receptor hACE-2 (A) y el
RBD de la proteina spike (C) de los complejos simulados de WT (azul) y variante
gamma (rojo). Las lineas continuas representan el promedio ponderado sobre los
datos de RMSF originales (Kernel gaussiano estandar con ventana de 5 residuos).
Las sombras de colores asociadas corresponden a los datos de RMSF originales.

Las barras de colores en la parte superior de cada panel resaltan las regiones con
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comportamiento diferencial entre ambos complejos. Estos segmentos estan

mapeados en la estructura con el mismo codigo de color (B).
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Para analizar el efecto de la mutacion K417T, se midieron los angulos diedros en
ambas simulaciones basandonos en datos cristalograficos para la identificacion del
puente salino (Donald et al., 2011; Y. Han et al., 2021). En el complejo WT se
observo el puente salino entre K417 Ny D30 O8 a una distancia de 2.5 a 3.5 A
durante el 82% de la simulacion; la orientacion del angulo diedro entre K417 Co-
Ce-NC y D30 Od y el angulo entre K417 Ce-N(C con D30 O9, fueron reportadas
(Figura 3). En la variante gamma la orientacion del grupo hidroxilo de T417 se aleja
del &cido carboxilico del residuo D30 en 84, lo cual refleja el efecto deletéreo de la
mutacion. Estos detalles estructurales fueron indicadores de que la pérdida de
afinidad se iba a ver reflejada en gran medida con los calculos posteriores. Asi
mismo, las interacciones con anticuerpos monoclonales y suero convaleciente se

11



ven afectadas debido a que se pierde el Unico residuo interactuante en ese flanco

del RBM.

Figura 3

Aspectos estructurales destacados de la mutacion K417T. (A) Gréfico de distancia
del angulo diedro de la interaccion de K417 con D30. Cada punto en el gréafico
representa la distancia entre K417 N{y D30 Od y la forma diédrica entre C5-Ce-
N({de K417 y 08 de D30. (B) Grafico de angulo-distancia de la interaccion de K417
con D30. Cada punto en el gréafico representa la distancia, como se describe para
(A), y la forma del angulo entre Ce-N{ de K417 y Od de D30. Los histogramas para
cada variable individual se presentan en el borde del grafico en (A) y (B). (C)

Histograma que describe la distancia entre T417 Oy y D30 Oo.
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Con respecto a la mutacion N501Y, el reordenamiento de las interacciones debido
a la inclusién del anillo aromatico se ve reflejado en el calculo de los puentes de
hidrogeno, en el calculo del angulo de los anillos aromaticos promediado en 90 deg
y en la distancia entre los centros geométricos de los residuos Y501 y Y41 de 5A

(Figura 4). Esta mutacion ya habia sido previamente reportada tanto en la variante

12



alfa como en la variante beta, en las cuales resultd ser importante para la evasion

del sistema inmune.

Figura 4

Aspectos estructurales destacados de la mutacion N501Y. (A) Porcentaje de
aparicion de puentes de hidrégeno entre el residuo N(Y)501 y los residuos
colindantes durante los ultimos 80 ns de simulacion para el complejo WT (azul) y
el complejo de la variante gamma (rojo). (B) Gréfico de angulo-distancia de la
interaccion nt-m entre Y501 e Y41. Cada punto en el grafico representa la distancia
del centro geométrico y el angulo de los vectores normales entre los grupos
aromaticos correspondientes. Los histogramas para cada variable individual se

presentan en el borde del gréfico.
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Estructuralmente hablando, es importante describir que las interacciones polares
presentes en casi la totalidad de la simulacion del complejo WT entre los residuos
K353 y Q498 desaparece completamente en la variante gamma, prevaleciendo la

interaccion polar con el residuo Y41. A razon de ello, se hizo un escaneo robusto
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de las interacciones intramoleculares e intermoleculares y los cambios
conformacionales que compensan la pérdida de esas interacciones polares, que son
importantes para el complejo WT, sin perjuicio del apilamiento hidrofobico de los
anillos aromaticos. Ademas, se calcul6 el porcentaje de abundancia de los puentes
de hidrogeno, tras lo cual encontramos que el residuo K353 estabiliza el anclaje
mediante una interaccion con el grupo carbonilo de Y495 con una prevalencia del
54% (Figura 4). Esta interaccion es imposible sin una modificacion estereoquimica
del residuo Y495, la cual sorprendentemente ocurriria bajo la influencia de la

mutacion N501Y.

Para las otras variantes de preocupacion ya se ha reportado la importancia del
apilamiento hidrofébico entre los anillos aromaticos de los residuos Y501 y Y41,
y, también, cdmo ello compensa la pérdida de la interaccion polar entre K353 y
N501. Sin embargo, no se habia discutido hasta el momento la sustitucion de la
interaccion entre K353y G496 por el puente de hidrégeno formado entre K353 con
Y495. Debido a esta nueva interaccion polar, la cadena principal de Y495 se ve
obligada a adoptar una configuracion cis, un hallazgo reportado por primera vez en
nuestro trabajo (Figura 5). Sumado a esto, es interesante el hecho de que la
configuracion cis de Y495 se encuentre interactuando con el loop 2 (loop esencial
para el reconocimiento y union de la proteina spike) y, ademas, esta configuracion
solo este presente en las variantes alfa, beta, gammay omicrén, las cuales contienen
la mutacion N501Y (tabla suplementaria) (P. Han et al., 2021, 2022; Y. Han et al.,
2021; Kim et al., 2021; Koehler et al., 2021; Lan et al., 2020; Socher et al., 2021,

Tian et al., 2021). Con estos resultados en conjunto, en el articulo establecemos la
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hipotesis de que la configuracion cis de Y495 se debe a la presencia de Y501, lo

cual mejora la habilidad de la proteina spike para anclarse al receptor hACE-2.

Figura 5

La mutacion N501Y induce una configuracion cis en la cadena principal de Y495.
(A) Histogramas del angulo diedro v de Y495 en las simulaciones de la proteina
spike WT (azul) y la variante gamma (roja). (B) Mapas de densidad de electrones
2Fo-Fc alrededor de Y495 para los complejos cristalograficos WT y de las cinco
VVoC’s (codigos PDB: 6MOJ, 7TEKF, 7TEKG, 7EKC, 7TWBQ y 7WBP). La densidad
de electrones, contorneada en 1,56 (malla verde palido), se muestra alrededor de
los residuos Y495, G(S)496 y N(Y)501 de la proteina spike (barras negras) y el

residuo K353 del receptor hACE2 (barras naranjas).
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La mutacion E484K en la variante gamma fue reportada “de preocupacion” debido
a ensayos experimentales que demostraron una fuerte capacidad para evadir al
sistema inmune humoral, ademas de mejorar la transmisibilidad. A fin de estudiar
el efecto de esta mutacion, se utilizd la herramienta APBS para hacer un analisis
electrostatico. Mediante esta técnica, se observo que la region comprendida entre

los residuos 470-490, cargada negativamente, se potencié por la mutacion E484K
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incrementando la afinidad por las cadenas laterales de los residuos E35 y E75 del
receptor hACE-2 (Figura 6). Este resultado, sumado a la pérdida del puente salino
con la mutacién K417T, parece indicar que una compensacion energética podria
estar ocurriendo entre ambas mutaciones. Para confirmar las hipétesis que se
generaron a partir del analisis de las simulaciones, se hizo un analisis
termodindmico para confirmar el efecto de las mutaciones sobre la afinidad por el

complejo con hACE-2.

Figura 6

Aspectos estructurales destacados de la mutacion E484K. Analisis electrostatico
APBS para ambos complejos: (A) WT y (B) variante gamma. Se destaca la
complementariedad electrostatica debido a la mutacion E484K con los residuos E35

y E75 del receptor hACE-2.
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2.3 Analisis termodinamico

En estudios previos ya se habian reportado predicciones de afinidad de unién para
la variante alfa (Forouzesh & Mishra, 2021; Y. Han et al., 2021; Shah et al., 2020).
Para este trabajo, se utiliz6 el método de MM-PBSA modificado para amortiguar el
factor electrostatico, con la finalidad de medir el efecto de las mutaciones sobre la
afinidad de union. El resultado fue un valor entalpico global de AAH =
—7.49 kcal /mol. El calculo de la diferencia de la entropia de interaccién dio como
resultado —TAAS = —3.16 kcal/mol, siendo la entalpia el factor dominante en la
formacion del complejo. A partir de los calculos de entalpia y entropia de
interaccion, se obtuvo el cambio en la energia libre de interaccion AAG =
—10.67 kcal /mol, el cual va de acorde con los cambios de afinidad experimentales

previamente reportados (AG = —RTIn(Kp); AGexpwr = —10.40 kcal/mol y
AGexp,gamma = —11.39 kcal/mol) y resulta en una leve ganancia a favor de la
variante gamma (AGyr = —26.43 £ 24.68 kcal/mol y AGyamma = —37.10 £

23.50 kcal/mol) (Tabla 1). En un andlisis detallado de las contribuciones
entalpicas se observé que las principales diferencias energéticas entre ambas
variantes se dan en los componentes electrostatico y polar, favoreciendo en ambos
casos a la variante gamma (AAE,,.. = 32.67 kcal/mol y AAG,, = —45.34

kcal/mol).
Tabla 1. Resultados resumidos de MM-PBSA para el complejo WT y el complejo
de la variante gamma de SARS-CoV-2. Los valores corresponden a la media y el

error estandar.
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Wild Type [kcal/mol]

Gamma Variant

[kcal/mol]
AEelec —102.84 + 13.36 —70.17 £ 8.50
AGion pol —-11.92 £0.79 —10.99 £ 0.85
AGpol 159.86 + 19.70 114.52 £ 21.11
AEvdw —100.98 + 6.16 —96.73 £5.59
AH —55.88 +£22.15 —63.37 +£20.59
—TAS 29.45 + 0.56 26.27 £ 1.47
AG —26.43 £ 24.68 —37.10 £ 23.50
AGexp ~10.40 ~11.39

A partir de los resultados globales, el efecto individual de las mutaciones se estudio
desglosando la entalpia y la entropia de interaccion (TAAS, = TASk gamma —
TASy wr) para calcular el AAG; con la finalidad de comparar los valores entre el
complejo de la variante gamma y el complejo WT. Con ello se logré observar la
compensacion energética esperada entre las mutaciones K417T (AAG =
2.32 kcal/mol) y E484K (AAG = —3.32 kcal/mol). Con la mutacién N501Y no
se vieron grandes cambios en cuanto a la energia libre de interaccion (AAG =
0.52 kcal/mol); sin embargo, el rearreglo que ocurre debido a la ganancia y
pérdida de interacciones influye sobre las contribuciones polares y apolares de los

residuos circundantes. EI cambio de configuracidn estereoquimico sobre el residuo
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Y495, publicado por primera vez en el presente trabajo, es de suma importancia
debido a que ocurre bajo la influencia de la mutacion N501Y y debido a que permite
mantener el anclaje del RBD con el receptor. Todo ello visto desde el punto de vista
inmunoldgico, afecta en gran medida al reconocimiento del sistema inmune
humoral y celular, asi como también, a la efectividad de drogas antivirales que

inhiban la adhesion viral.

A partir de los resultados del andlisis termodindmico, podemos afirmar que las
mutaciones no tienen un gran efecto sobre la transmisibilidad. Empero, en la
literatura sumado a los hallazgos previamente descritos, hay suficiente evidencia
como para describir el efecto de las mutaciones en la pérdida de interaccion con
anticuerpos neutralizantes (Greaney et al., 2021; Wang et al., 2021). En la variante
gamma, la mutacién E484K no permite una interaccién con los anticuerpos
monoclonales Casirivimab (Regeneron) y Ly-CoV555 (Lilly) debido a la repulsion
de cargas con la region hipervariable (Jones et al., 2021). Asimismo, la mutacion
K417T impide la formacion de un puente salino con el residuo E99 del anticuerpo
monoclonal LY-CoV16 (Lilly), el cual compite con D30 para bloquear la unién al

receptor hACE-2 (Starr et al., 2021).

Con relacion a las vacunas contra COVID, se ha vacunado por encima del 75% de
la poblacion mundial de acuerdo con los dltimos reportes de la OMS (Ciotti et al.,
2021; Fiolet et al., 2021; Luchsinger & Hillyer, 2021). Sin embargo, el virus sigue
evolucionando en nuevas subvariantes de omicron con diferentes mecanismos de

evasion.
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Desde el inicio de la pandemia de COVID-19, las variantes han coexistido por poco
tiempo siendo en su mayoria predominantes sobre sus predecesoras. Teniendo en
cuenta la precision de las mutaciones sobre la evasion inmunolégica y la
transmisibilidad, es dificil inferir cual va a ser el siguiente paso evolutivo. Sin
embargo, con los hallazgos obtenidos en el presente trabajo, es valido afirmar que
el mecanismo compensatorio (también llamado epistasis intramolecular) le va a

permitir al virus prevalecer por un largo tiempo.
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I11. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

La variante gamma ya se encontraba fuera de circulacion para el momento de la
publicacion; sin embargo, la metodologia empleada en el articulo y los hallazgos
son extrapolables a las variantes futuras. Asi mismo, estos métodos pueden ser
utilizados como estudios preliminares para predecir el efecto de una vacuna o de
moléculas farmacoldgicas, no solo sobre la proteina spike de SARS-CoV-2, sino

sobre cualquier otra proteina.

Con respecto a las mutaciones K417T y E484K, para las cuales se observé una
compensacion en la energia libre de interaccion (se puede visualizar en el
APENDICE A), estas aparentan estar bajo un fendémeno llamado “epistasis
intramolecular” (Miton et al., 2021). Este fendmeno podria ser clave para entender

el proceso de evolucién del virus.

Sumado a ello, la importancia de la mutacion N501Y (Tian et al., 2021) sobre la
configuracién estereoquimica del residuo Y495 nos lleva a pensar que, si bien los
cambios en la transmisibilidad no son significativos al momento de comparar las
variables, la evasion inmunologica es posible debido a la perdida de interacciones
y a los cambios en la configuracion de los residuos circundantes. Bajo esta hipotesis
también se encuentra el residuo V445 de la variante omicron, el cual parece ser
importante para explicar las reinfecciones que se vienen dando por las nuevas

subvariantes del mismo clado.
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IV. COMENTARIOS FINALES

Dadas estas conclusiones, es valida la pregunta: ¢estamos ante un nuevo mecanismo
de evolucion? En respuesta a ello, hacen falta mas estudios estructurales serios, sin
dejar de lado el diagndstico y la vigilancia gendmica, con el objetivo de vislumbrar

el efecto de las mutaciones sobre la funcion y los parametros epidemioldgicos.

Los hallazgos de este trabajo, para la investigacion del proceso evolutivo de SARS-
CoV-2, son de vital importancia. Ademas, es importante afirmar que el anélisis
estructural de la dindmica de las variantes de SARS-CoV-2 es tan 0 mas importante
que los ensayos en “wet lab” para mejorar el disefio de vacunas e inferir sobre el
efecto de las variantes venideras, y con ello estar preparados para afrontar futuros

coronavirus.

Con respecto al fenébmeno de epistasis intramolecular, la interaccion distante entre

dos aminoéacidos de una misma proteina en un proceso evolutivo sigue siendo un

misterio sin resolver.
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V. APENDICES

APENDICE A. Contribucién especifica por residuo de los resultados de MM-PBSA y

entropia de interaccion. A) AAH (entalpia de interaccién) para los complejos WT y

Gamma. B) -TAAS (entropia de interaccion) para los complejos WT y Gamma.
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VI. DATADISPONIBLE

Las trayectorias de dindmica molecular pueden ser descargadas a través del link:

https://drive.google.com/drive/folders/1gBofOFMPOwkmOcneBVIcywy2zKz

W3BR7?usp=sharing. El cédigo para computar la contribucion El cédigo para

calcular la contribucion de entropia de interaccion relativa de residuos de un archivo
de energia de interaccion descompuesta de residuos generado con g_mmpbsa se

puede encontrar en el siguiente link: https://github.com/marciniega/rriec.
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