ematologia

2023

Palacio de Convenciones de La Habana. Cuba
15 al 19 de mayo de 2023

Evaluacion in silico del potencial autoinmunogénico de la proteina S del
SARS-CoV-2

Orlando Rafael Serrano-Barrera 2
Maria de los Angeles Robinson Agramonte *
Oliver Pérez*

Miriam Lastre 4

! Hospital General Docente Dr. Ernesto Guevara de la Serna, Las Tunas, Cuba, orlandosb@infomed.sld.cu

2 Universidad de Ciencias Médicas de Las Tunas. Facultad de Ciencias Médicas Dr. Zoilo Enrique Marinello Vidaurreta. Las
Tunas, Cuba.

% Centro Internacional de Restauracién Neurolégica, La Habana, Cuba. robin@neuro.ciren.cu

4 Departamento de Inmunologia, Instituto de Ciencias Bésicas y Preclinicas Victoria de Girén, Universidad de Ciencias Médicas
de La Habana. La Habana, Cuba. oliverperezmartin@gmailn.com

Resumen: Introduccion: En la COVID-19, dado el numero creciente de cuadros asociados de
posible etiologia autoinmunitaria, se ha alertado sobre la urgencia de buscar los péptidos
humanos con homologia de secuencia con epitopes de SARS-CoV-2, y que pudieran ser
reconocidos como autoantigenos. Objetivo: Evaluar el mimentismo molecular entre péptidos
derivados del SARS-CoV-2 y proteinas humanas, por medio de herramientas bioinformaticas.
Método: A partir de péptidos derivados de la glicoproteina S de SARS-CoV-2, reportados
previamente, se seleccionaron epitopes T y B para buscar secuencias homdlogas en la base de
datos de proteinas UniProt (www.uniprot.org), mediante la herramienta blastp (BLASTP 2.9.0+)
y restriccion de la busqueda al proteoma humano. Se establecié como requisito una homologia
entre secuencias mayor que 60 %. Resultados: Para el 44,0 % (11/25) de los péptidos de SARS-
CoV-2 utilizados en el estudio, se encontraron proteinas humanas con homologias compartidas.
En el caso de los epitopes T CD4+, se encontré homologia con dos receptores odoriferos (5H1 y
5H14) y con C3. Para los epitopes T CD8+, fueron siete las proteinas humanas con secuencias
compartidas; por sus funciones: enzimas (fosfolipasa A2), canales ionicos (proteina TMC3) o
proteinas estructurales (CCDC151). Tres proteinas humanas, todas de localizacion intracelular,
tuvieron un 100 % de coincidencias con las secuencias de los epitopes B empleados.
Conclusiones: Los resultados obtenidos aportan elementos a la posibilidad de que, en la infeccion
por SARS-CoV-2, los fendbmenos autoinmunes sean parte de los mecanismos patogénicos y den
lugar a complicaciones, tanto en la enfermedad aguda como a largo plazo.

Palabras clave: COVID-19, SARS-CoV-2, autoinmunidad, mimetismo molecular.
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INTRODUCCION

El coronavirus 2 del sindrome respiratorio agudo severo (SARS-CoV-2) se expandié globalmen-
te, para producir una pandemia que hasta el 27 de enero de 2023, suma 752517552 casos confir-
mados y 6804491 fallecidos, de acuerdo con las cifras de la Organizacion Mundial de la Salud.®
Si bien la enfermedad que provoca, denominada COVID-19, se caracteriza por sintomas respira-
torios que pueden llegar a la insuficiencia ventilatoria, las manifestaciones clinicas se extienden a
otros sistemas, o6rganos Yy tejidos. Entre ellas, han aparecido reportes que describen cuadros de
enfermedades autoinmunes diversas, ademas de que se han invocado mecanismos autoinmunes
para explicar las complicaciones pulmonares.®®)

Como parte del cuadro de la COVID-19, antes de la ocurrencia de los sintomas respiratorios, co-
mo sintoma aislado o de aparicion tardia, han sido descritos en la literatura casos afectados por
anemia hemolitica autoinmune, parpura trombocitopénica inmunitaria, sindrome antifosfolipidos,
enfermedad de Kawasaki, encefalitis y sindrome de Guillain-Barré, entre otros.) Adicionalmen-
te, afecciones con un mecanismo patogénico autoinflamatorio, como el sindrome inflamatorio
multisistémico pediétrico,*® han llamado la atencion sobre la participacion del sistema inmune
en las complicaciones de la infeccion por SARS-CoV-2.

Las infecciones por virus se cuentan entre los mas potentes activadores de respuestas autoinmu-
nes, y entre sus mecanismos se invocan el mimetismo molecular, la activacion “espectadora”
(bystander, en inglés), la presentacion de antigenos cripticos y la diseminacién de epitopes (epi-
tope spreading).”) En el caso de la COVID-19, dado el nimero creciente de cuadros de posible
etiologia autoinmunitaria, se ha alertado sobre la urgencia de buscar los péptidos humanos con
homologia de secuencia con epitopes de SARS-CoV-2, y que pudieran ser reconocidos como
autoantigenos.® El analisis del proteoma viral ha permitido identificar al menos tres secuencias
compartidas con las proteinas humanas DAB1, AIFM1 y SURF1, del tallo encefélico, y cuyo
reconocimiento inmunitario podria contribuir al fallo respiratorio en la COVID-19.®) La existen-
cia de péptidos derivados del SARS-CoV-2, que son compartidos por diversas proteinas huma-
nas, por sus potenciales implicaciones inmunopatogeénicas, debe ser atendida clinica y epidemio-
logicamente.

En el presente trabajo se buscaron similitudes entre secuencias de péptidos derivados de la glico-
proteina S (gp S) de SARS-CoV-2, y proteinas humanas, con el objetivo de identificar posibles
dianas de respuestas autoinmunes como complicaciones de la COVID-19 y como elementos a
tener en cuenta en el disefio y uso de vacunas contra este coronavirus.

METODO

A partir de la prediccion de los péptidos derivados de la gp S de SARS-CoV-2, reportados pre-
viamente,” se seleccionaron aquellos de més altas puntuaciones (en el caso de los epitopes T) o
los que se generaron coincidentemente por al menos 3 algoritmos diferentes (para los epitopes B).
Si dos péptidos compartian 0 superponian sus secuencias, se considero la secuencia completa, es
decir, la unién en una sola, de las dos secuencias originales.

Cada péptido fue empleado para buscar secuencias homologas en la base de datos de proteinas
UniProt (www.uniprot.org), mediante la herramienta blastp (BLASTP 2.9.0+) con sus parametros
por defecto y restriccion de la busqueda al proteoma humano, por medio de la seleccion de la
base UNIPROTKB_HUMAN. Se establecieron como requisitos que:


http://www.uniprot.org/

- existiera una homologia entre ambas secuencias mayor que 60 %, tomando como referencia
el modelo de mimetismo molecular entre la proteina basica de mielina y la polimerasa del vi-
rus de la hepatitis B;® y que

- las proteinas humanas identificadas con homologia hubieran sido evaluadas, reconocidas
como tales e incorporadas a la base de datos SwissProt (que contiene 568744 secuencias has-
ta el 14 de diciembre de 2022); no se consideraron las secuencias no revisadas, disponibles
en la base de datos TrEMBL.

Se tomo la informacion basica de las proteinas con homologia de secuencia con los peptidos de la

glicoproteina S de SARS-CoV-2: funcion y localizacion, para realizar inferencias acerca del ries-

go o consecuencias de una potencial respuesta autoinmune. Se obtuvo informacion complementa-
ria en la base de datos Gene (https://www.ncbi.nIm.nih.gov/gene/).

Todas las secuencias se muestran empleando el codigo de una letra para la representacion de los

aminoacidos. Las proteinas humanas identificadas son llamadas por el término en inglés con que

son denominadas en la base de datos UniProt.

RESULTADOS

Las tabla 1 y 2 contienen los péptidos T y B, respectivamente, de la gp S de SARS-CoV-2 selec-
cionados para la prediccion del riesgo de autoinmunidad contra proteinas humanas, a partir de
una posible reaccion cruzada por mimetismo molecular, los cuales tuvieron una homologia de
secuencia mayor del 60 %. Los epitopes seleccionados se localizan a lo largo de toda la secuencia
de la gp S. Para el 44,0 % (11/25) de los péptidos de SARS-CoV-2 utilizados en el estudio, se
encontraron proteinas humanas con homologias compartidas.

Tabla 1. Epitopes T derivados de la gp S de SARS-CoV-2 con homologia con proteinas

humanas.
No. Epitopes T CD4+ Posicién en la secuencia de | Homologia con proteinas
gp S humanas
1 | RSSVLHSTQDLFLPF 44-58 X
2 | GTTLDSKTQSLLIV 107-120
3 | HTPINLVRDLPQGFSAL 207-223
4 | AIPTNFTISVTTEILPVSM 713-731 X
Epitopes T CD8+ Posicion en la secuencia de | Homologia con proteinas
gp S humanas
5 | FQFCNDPFL 133-141
6 | YLOQPRTFLL 269-277 X
7 | KIADYNYKL 417-425
8 | SHAYTMSL 691-699 X
9 | FTISVTTEI 718-726 X
10 | VLNDILSRL 976-984 X
11 | RLDKVEAEV 983-991 X
12 | LITGRLQSLQTYV 996-1008 X
13 | HLMSFPQSA 1048-1056
14 | FIAGLIAIV 1220-1228



https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/
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Tabla 2. Epitopes B derivados de la gp S de SARS-CoV-2 con homologia con proteinas
humanas.
No. Epitopes B Posicion en la secuencia de | Homologia con proteinas
gp S humanas

15 | QCVNLTTRTQLPPAYTNS 14-31
16 | SGTNGTKRFDN 71-81
17 | LTPGDSSSGWTA 249-260 X
18 | FSTFKCYGVSPT 374-385
19 | VRQIAPGQTGKIAD 407-420
20 | NNLDSKVGG 439-447
21 | TVCGPKKSTN 523-532
22 | VNNSYECDIP 656-665
23 | QTQTNSPRRARSV 675-687 X
24 | IYKTPPIKDF 788-797 X
25 | LPDPSKPSKR 806-815

En el caso de los epitopes T CD4+, se encontraron secuencias compartidas en proteinas humanas
para los péptidos RSSVLHSTQDLFLPF y AIPTNFTISVTTEILPVSM (tabla 3). En el primero
de los casos, fueron dos proteinas intracelulares, mientras que para el segundo de los epitopes T
CD4+, se obtuvieron tres proteinas extracelulares con homologia, dos con funciones como recep-
tores odoriferos (5H1 y 5H14) y una tercera (C3), de localizacion plasmatica y participacion en
los mecanismos inmunitarios de defensa.

Tabla 3. Proteinas humanas con homologia de secuencia con epitopes T CD4+ delagp S
de SARS-CoV-2.

Epitopes T CD4+ Proteina humana con homologia % homologia
Peroxisome assembly factor 2 87,5
RSSVLHSTQDLFLPF Signal peptide peptidase-like 3 87,5
Olfactory receptor 5H1 87,5
AIPTNFTISVTTEILPVSM Olfactory receptor 5H14 87,5
Complement C3 75,0

Para seis de los epitopes T CD8+ analizados se encontraron siete proteinas humanas con secuen-
cias compartidas, pues el nonamero FTISVTTEI tuvo dos coincidencias (tabla 4). Las moléculas
humanas identificadas tienen localizaciones y funciones diversas, como enzimas (fosfolipasa
AZ2), canales idnicos (proteina TMC3) o proteinas estructurales (CCDC151).

Tabla 4. Proteinas humanas con homologia de secuencia con epitopes T CD8+ de la pro-
teina S de SARS-CoV-2.

Epitopes T CD8+ Proteina humana con homologia % homologia
YLQPRTFLL Group 3 secretory phospholipase A2 100,0
LITGRLQSLQTYV Neuron navigator 3 100,0

Olfactory receptor 5H1 87,5
FTISVTTEI Olfactory receptor 5H14 87,5
VLNDILSRL Oviduct-specific glycoprotein 87,5




SIHAYTMSL Transmembrane channel-like protein 3 77,8

RLDKVEAEV Coiled-coil domain-containing protein 151 77,8

Tres proteinas humanas, todas de localizacion intracelular, tuvieron un 100 % de coincidencias
con las secuencias de los epitopes B que se muestran en la tabla 5.

Tabla 5. Proteinas humanas con homologia de secuencia con epitopes B de la proteina S
de SARS-CoV-2,

Epitopes B Proteina humana con homologia % homologia
LTPGDSSSGWTA Transmembrane protein KIAA1109 100,0
QTQTNSPRRARSV Hermansky-Pudlak syndrome 1 protein 100,0
IYKTPPIKDF BCL-6 corepressor 100,0

DISCUSION

Los mecanismos de tolerancia a lo propio y de control de las respuestas autoinmunes son nume-
rosos, y funcionan desde la conformacion del repertorio inmunitario hasta la ejecucién de las res-
puestas frente a los antigenos de cualquier naturaleza. Influyen, también, factores de naturaleza
genética, sobre todo el complejo princiJoaI de histocompatibilidad, y otros de origen ambiental,
entre los que se cuentan las infecciones.

Muchos son los virus que se han asociado a enfermedades autoinmunes, como influenza, herpes
simplex, Epstein-Barr, herpesvirus humano 6, varicela-zdster, citomegalovirus, enterovirus,
Coxsackie, virus del Nilo Occidental, hepatitis (A, B y C), parvovirus B19, sarampion, parotidi-
tis, rubéola, zika, vih y HTLV-1. Ellos han sido relacionados con cuadros tan diversos como que-
ratitis, uveitis, diabetes mellitus, miocarditis, miastenia gravis, lupus eritematoso sistémico, artri-
tis reumatoidea, sindrome de Sjogren, colangitis biliar primaria, polimiositis, esclerodermia,
purpura de Schonlein-Henoch, encefalomielitis, esclerosis maltiple, sindrome de Guillain—Barré,
narcolepsia, enfermedad celiaca, tiroiditis de Hashimoto y hepatitis autoinmune.

La infeccion por SARS-CoV-2 no se limita a la invasion y lesion del tracto respiratorio, sino que
continuamente dibuja un cuadro complejo y sistémico que, con la mediacion y alteracién de los
componentes de la inmunidad, puede llegar al fallo multiorganico y la muerte. A ese panorama se
adicionan enfermedades de posible etiologia autoinmune, aungque no han sido completamente
esclarecidos los mecanismos implicados.

Trabajos previos han mostrado la posibilidad de mimetismo molecular por secuencias comparti-
das entre proteinas humanas y del virus causante de la COVID-19.®) En este trabajo se reportan
11 epitopes de la glicoproteina S de SARS-CoV-2 que comparten secuencias con moléculas hu-
manas; algunos de ellos ya han sido descritos por otros autores, mientras otros son presentados
por primera vez. El empleo de métodos bioinformaticos con objetivos similares a lo pretendido
en este trabajo, ha sido considerado previamente.™”

La gp S, por su importancia en el ciclo vital dada su afinidad por ACEZ2, receptor en el humano,
ha sido estudiada por otros autores: la secuencia LNEVAK, por ejemplo, comparte homologia
con la proteina AIFM1 (Apoptosis-inducing factor 1, mitocondrial), que se expresa en el tallo
enc(%;‘élico, por lo que una respuesta inmune cruzada podria contribuir a la insuficiencia respirato-
ria.
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De los peptidos del SARS-CoV-2 con homologias con proteinas humanas, SPRRARS,
TGRLQSL y SSSGWTA comparten secuencia con las moléculas Hermansky-Pudlak syndrome 1
(HPS1) protein, Neuron navigator 3 (NN3) y Transmembrane protein KIAA1109 (TMP), respec-
tivamente. Segun la base de datos Gene, HPS1 participa en la biogénesis de organelos como los
melanosomas, los granulos densos plaquetarios y los lisosomas.“" Por su parte, NN3 podria re-
gular la produccion de 1L2 por los linfocitos T y participar en la regeneracion neuronal,*? mien-
tras TMP actta como regulador de la fagocitosis, si bien participa en el trafico y reciclaje intrace-
lular de endosomas, asi como en la dindmica del citoesqueleto y los cilios; regula el crecimiento y
la diferenciacién epitelial, tanto normal como tumoral, pero también se ha asociado con enferme-
dades autoinmunes (celiaquia, colitis ulcerativa, enfermedad de Crohn, artritis reumatoidea), asi
como asma moderada o severa.™

Llama la atencidn que las tres proteinas tengan funciones vinculadas al sistema inmunitario, que
podrian afectarse por una posible respuesta cruzada, a partir de la gp S del SARS-CoV-2; por
ejemplo, la reduccién de los niveles de IL2 podria ser uno de los mecanismos que explique la
linfopenia que se ha descrito en los enfermos con COVID-19.%4

Otras proteinas humanas que fueron identificadas con homologia de secuencia con epitopes deri-
vados de gp S, y cuyas funciones se relacionan también con las respuestas inmunitarias, incluye-
ron la peptidasa del péptido sefial similar a 3, C3, fosfolipasa A2 y el correpresor de BCL-6.
Signal peptide peptidase like 3 es una proteina intracitoplasmatica que esta implicada en la via de
sefializacion de linfocitos T.%® En el caso del correpresor de BCL-6, su ligando es un represor
tipo dedo de zinc (zinc finger, en inglés) que actla sobre la transcripcion y se requieren para la
formacion de los centros germinales y pueden afectar la apoptosis. En el caso de C3, es un com-
ponente central del sistema de complemento, importante mecanismo efector de la inmunidad in-
nata que ha sido implicado en la patogenia de la COVID-19.3617)

La fosfolipasa A2 del grupo 3 es un producto de secrecion cuya actividad conduce a la liberacién
de &cido araquidonico y otros mediadores lipidicos, inhibe la ciliogénesis y esta asociada al estrés
oxidativo. Las modificaciones de algunas de estas moléculas han sido descritas en la infeccion
por SARS-CoV-2, relacionadas con el proceso inflamatorio, y pueden tener utilidad como facto-
res pronésticos.™® Curiosamente, anticuerpos dirigidos contra el receptor de la fosfolipasa A2,
producidos tras la COVID-19 o en respuesta a la vacunacion contra la infeccion, parecen tener
algtin papel en el dafio glomerular asociado a nefropatia membranosa.®®

Esta diversidad de mecanismos inmunitarios relacionados con las moléculas que comparten se-
cuencias con epitopes virales, llama la atencion sobre el potencial del SARS-CoV-2 para alterar
la capacidad de generar y sostener respuestas inmunes, con efectos mediados por reacciones cru-
zadas, que pueden mantenerse en el tiempo, incluso una vez resuelta la infeccion.

Otras funciones son realizadas por el resto de las proteinas identificadas en el presente estudio.
Peroxisome assembly factor 2, también conocido como peroxisomal biogenesis factor 6, partici-
pa en la importacion de proteinas al peroxisoma, y sus alteraciones se asocian a trastornos neuro-
l6gicos y oftalmoldgicos.?® Oviduct-specific glycoprotein, en particular, es un producto de se-
crecion de las células epiteliales no ciliadas y se asocia con los oocitos, los espermatozoides y los
blastomeros; por ello, se le ha adjudicado una participacion posible en la fertilizaciéon y el desa-
rrollo embrionario temprano.

A la molécula Transmembrane channel-like protein 3 se le predice actividad como canal i6nico
mecanosensitivo,*” mientras que Coiled-coil domain-containing protein 151 esta implicada en la
motilidad ciliar.®® Otros canales i6nicos han sido invocados como causa posible de mimetismo
en el curso de la COVID-19.%)



Finalmente, dos receptores olfatorios (5H1 y 5H14) también muestran homologia de secuencia
con péptidos de gp S, potencialmente reconocibles por células T CD4+ y CD8+; debe tenerse en
mente que entre los sintomas capitales de la COVID-19 estan los trastornos de la olfacion, por lo
que cabe preguntarse si una respuesta inmunopatogénica puede ser parte de los mecanismos res-
ponsables de tal alteracion. Otros receptores con esta funcion, entre ellos OR7D4, han sido consi-
derados como generadores potenciales de mimetismo.®*?% Ello se unirfa a otras explicaciones,
como el dafio al epitelio y al centro olfatorios, la degeneracion o apoptosis de las neuronas de esta
via sensitiva, la obstruccion inflamatoria y la deficiencia de zinc.®*

CONCLUSIONES

La diversidad de estructuras moleculares y de las funciones realizadas por ellas, que podrian afec-
tarse por un potencial mimetismo epitdpico, apoyan el caracter sistémico de la COVID-19. Los
resultados obtenidos aportan elementos a la posibilidad de que, en la infeccion por SARS-CoV-2,
los fendmenos autoinmunes o mediados por la respuesta inmune al virus, sean parte de los meca-
nismos patogénicos y den lugar a complicaciones, tanto en la enfermedad aguda como a largo
plazo.
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