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Resumo

O contato com virus que tém uma sequéncia de aminoacidos (AA) semelhante a dos
autoantigenos pode levar a doencas autoimunes em individuos geneticamente
suscetiveis. SARS-CoV-2 foi sugerido como um possivel causador de diabetes mellitus
tipo 1 de inicio recente (DM1), no entanto, ndo ha evidéncias consistentes de que o
SARS-CoV-2 possa desencadear DM1. Objetivo: Avaliar a possivel semelhanca entre
as sequéncias AA da insulina humana e da descarboxilase-65 do &cido glutamico
humano (GAD65) com as proteinas SARS-CoV-2 / COVID, para explicar o possivel
desencadeamento do DM1. Métodos: Sequéncias de AA da insulina humana (4FON),
GADG65 (20KK) e SARS-CoV-2 SARS-Cov2 S protein at open state (7DDN), SARS-
Cov2 S protein at close state (7DDD), SARS CoV-2 Spike protein (6ZB5), Crystal
structure of SARS-CoV-2 nucleocapsid protein N-terminal RNA binding domain
(6M3M), Crystal structure of SARS-CoV-2 nucleocapsid protein C-terminal RNA
binding domain (7DE1), Crystal Structure of NSP1 from SARS-CoV-2 (7K3N), and
SARS-CoV-2 S trimer (7DK3)) disponiveis no Protein Data Bank foram comparadas
utilizando o Pairwise Structure Alignment. Resultados: O percentual de identidade de
sequéncias (SI%) e o percentual de similaridade de sequéncias (SS%) foram
encontrados entre o 4FON, 20KK e 0 SARS-CoV-2. O S1% entre o 4FON e o SARS-
CoV-2 variou de 4,76% a 14,29% e o SS% variou de 5,00% a 45,45%, assim
distribuidos: 4FON e 7DDN = SI% 4,76 e SS% 28,57; 4FON e 7DDD = SI1% 14,39 e
SS% 23,81; 4FON e 6ZB5 = S1% 4,76 e SS% 28,57; 4FON e 6M3M = S1% 5,00 e SS%
5; 00; 4FON e 7DE1 = S1% 4,76 e SS% 9,21; 4FON e 7K3N = S1% 9,09 e SS% 45,45;
4FON e 7DK3 = S1% 4,76 e SS% 28,57. O S1% entre 0 20KK e 0 SARS-CoV-2 variou
de 3,19% a 6,70% e 0 SS% variou de 10,45% a 22,22%, assim distribuidos: 20KK e
7DDN = SI% 6,70 e SS% 15,64; 20KK e 7DDD = SlI% 7,53 e SS% 18,84; 20KK e
6ZB5 = SI1% 6,68 e SS% 17,38; 20KK e 6M3M = S1% 4,48 e SS% 10,45; 20KK e
7DE1 = SI% 6,67 e SS% 22,22; 20KK e 7K3N = SI% 3,19 e SS% 15,97; 20KK e
7DK3 = SI% 3,95 e 17,98. Concluséo: Os dados de imunoinformatica sugerem uma
potencial ligacdo patogénica entre SARS-CoV-2 / COVID e o DM1. Assim, por meio
de mimetizacdo molecular, verificamos que a similaridade das sequéncias de AA entre
SARS-CoV-2 / COVID e insulina humana e a descarboxilase-65 do acido glutamico
humano pode levar a producdo de uma resposta cruzada imunoldgica para

autoantigenos, com quebra de auto-tolerancia, podendo desencadear 0 DML.
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Abstract

Contact with viruses which have an aminoacid (AA) sequence simile to that of the auto-
antigens can lead to autoimmune diseases in genetically susceptible individuals. SARS-
CoV-2 has been implied as a possible causer of new-onset type 1 diabetes mellitus
(DM1), however, no consistent evidence yet that SARS-CoV-2 take to DML1 on your
own initiative. Objective: Evaluate the possible similarity between the AA sequences of
human insulin and human glutamic acid decarboxylase-65 (GAD65) with SARS-CoV-
2/COVID proteins, to explain the possible trigger of DM1. Methods: AA sequences of
the human insulin (4FON), GAD65 (20KK), and SARS-CoV-2 (SARS-Cov2 S protein
at open state (7DDN), SARS-Cov2 S protein at close state (7DDD), SARS CoV-2 Spike
protein (6ZB5), Crystal structure of SARS-CoV-2 nucleocapsid protein N-terminal
RNA binding domain (6M3M), Crystal structure of SARS-CoV-2 nucleocapsid protein
C-terminal RNA binding domain (7DEL), Crystal Structure of NSP1 from SARS-CoV-
2 (7TK3N), and SARS-CoV-2 S trimer (7DK3)) available in the Protein Data Bank were
compared using the Pairwise Structure Alignment. Results: Sequence identity
percentage (S1%) and sequence similarity percentage (SS%) were found among the
4FON, 20KK and SARS-CoV-2. The S1% between the 4FON and SARS-CoV-2 ranged
from 4.76% to 14.29% and SS% ranged from 5.00% to 45.45%, distributed like this:
4FON and 7DDN = SI% 4.76 and SS% 28.57; 4FON and 7DDD = SI% 14.39 and SS%
23.81; 4FON and 6ZB5 = S1% 4.76 and SS% 28.57; 4FON and 6M3M = S1% 5.00 and
SS% 5;00; 4FON and 7DEL = S1% 4.76 and SS% 9.21; 4FON and 7K3N = S1% 9.09 and
SS% 45.45; 4FON and 7DK3 = SlI% 4.76 and SS% 28.57. The SI1% between the
between the 20KK and SARS-CoV-2 ranged from 3.19% to 6,70% and SS% ranged
from 10.45 % to 22.22%, distributed like this: 20KK and 7DDN = SI% 6.70 and SS%
15.64; 20KK and 7DDD = S1% 7.53 and SS% 18.84; 20KK and 6ZB5 = S1% 6.68 and
SS% 17.38; 20KK and 6M3M = S1% 4.48 and SS% 10.45; 20KK and 7DE1 = SI%
6.67 and SS% 22.22; 20KK and 7K3N = S1% 3.19 and SS% 15.97; 20KK and 7DK3 =
SI% 3.95 and 17.98. Conclusion: Immunoinformatics data suggest a potential
pathogenic link between DM1 and SARS-CoV-2/COVID. Thus, by means of molecular
mimicking we check that sequences similarity among SARS-CoV-2/COVID and human
insulin and human glutamic acid decarboxylase-65 may lead to production of an
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immune cross-response to self-antigens, with breakage of self-tolerance that can trigger
DM1.
Keywords: SARS-CoV-2; Type 1 diabetes; Molecular mimicry; Immunoinformatics.

INTRODUCAO

A doenca por coronavirus (COVID-19) e o diabetes mellitus (DM) sdo duas
pandemias de alto impacto na saude publica mundial.

Coronavirus (CoV) sdo virus de RNA de fita simples positivos, envelopados,
amplamente dispersos em animais e humanos em todo o mundo, e responsaveis por
causar infeccdes respiratdrias em humanos, notadamente a sindrome respiratéria aguda
grave (SARS).! O CoV é formado a partir das seguintes protefnas estruturais : espicula
(S), membrana (M), nucleocapsideo (N) e envelope (E). O CoV ap0s sua entrada na
célula hospedeira por meio da agdo intrinseca do receptor celular e da espicula da
glicoproteina do envelope viral (S), s reproduz no citoplasma da mesma forma que
outros virus de RNA de fita simples positivos.”> O CoV humano pode levar a
complicagdes potenciais como SARS-CoV-2, também denominado COVID-19.°

O diabetes tipo 1 (DM1) ocorre devido a um desequilibrio entre a imunidade
Thl e Th2 resultando em insulite e destruicdo das células-beta pancreaticas e
consequente reducdo ou auséncia da producdo de insulina.* Varios fatores englobando
fatores genéticos, fatores ambientais e infec¢bes virais multiplas podem contribuir para
o desenvolvimento de DM1. Estudo recente de coorte observacional da patogénese do
DM1 monitorou infeccGes clinicas e autoanticorpos das ilhotas pancreaticas, avaliando
a associacdo entre infeccOes respiratorias com autoimunidade das ilhotas, e o CoV foi
identificado como um dos virus presentes no estudo.’

As células-beta podem ser destruidas completamente por antigenos virais, e a
amplificagdo viral também pode liberar antigenos de ilhotas pancreaticas removidas,
aumentando a possibilidade de producdo de autoanticorpos.® E possivel que o SARS-
CoV-2 se ligue a enzima conversora de angiotensina 2 no pancreas, particularmente em
COVID-19 com complicacGes, levando ao desencadeamento de DM1 em individuos
suscetiveis.” Assim, é provavel que um aumento na incidéncia de DM1 seja
desencadeado por COVID-19 por meio da producdo de anticorpos contra células-beta
por reacdo cruzada com SARS-CoV-2.

Teoricamente, 0 mimetismo molecular apresentaria a possibilidade em que as

semelhangas entre sequéncia de peptideos estranhos e autopeptideos apresentarem uma
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reacao cruzada ativando linfocitos T ou B e desencadear doencas autoimunes. Assim, 0
objetivo do presente estudo foi avaliar a possivel semelhanca entre as sequéncias de
aminoécidos (AA) da insulina humana e da descarboxilase do acido glutdmico 65
(GADG65) com as sequéncias de AA de proteinas do SARS-CoV-2 / COVID, para

explicar o possivel desencadeamento da DM1.

MATERIAL E METODO

As estruturas bioldgicas do GADG65, da insulina humana e de nucleotideos do
SARS-CoV-2 foram obtidas no banco de dados de informacgdes do arquivo do Protein
Data Bank (RCSB PDB) (https://www.rcsb.org/).

O Pairwise structure alignment um aplicativo para avaliar a similaridade entre

duas proteinas na busca por homologia,® foi utilizado como ferramenta na avaliagéo da
homologia e similaridade no site do RCSB PDB.

As seguintes sequéncias disponiveis no RCSB PDB foram utilizadas para comparag&o:
GADG65 (20KK), human insulin (4FON), and SARS-CoV-2 (SARS-Cov2 S protein at
open state (7DDN), SARS-Cov2 S protein at close state (7DDD), SARS CoV-2 Spike
protein (6ZB5), Crystal structure of SARS-CoV-2 nucleocapsid protein N-terminal
RNA binding domain (6M3M), Crystal structure of SARS-CoV-2 nucleocapsid protein
C-terminal RNA binding domain (7DE1), Crystal Structure of NSP1 from SARS-CoV-
2 (TK3N), and SARS-CoV-2 S trimer (7dk3)).
e GADG65 (20KK)

20KK
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Figura 1. Human glutamic acid decarboxylase-65 structure.
Fonte: https://www.rcsb.org/sequence/20KK
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e Human Insulin (4FON)

Human Insulin
IHETANECE
i, e Eresasdinn A chhain - Home saphers
-] H] 7 |Ii -] 3
PO INSTANCE A Ll L] ¥ E ] & - T ] I & & L ¥ ] L B H L L L]
LNIFROT ALIGH PO1308 TEo ¥ E @ & & T B 0 & & L ¥ @ u E H ¥ €& N
SECONOAITY STRUCTURE ] I  ————— ——
BOTAMER OUTLIER .
RERZ CUTLIER L
DS FDE BRDOE L L & -
GEMOME VARIANT - [ ] [ ] [ ] [ ] L ]
FEFTIDE |

Figura 2. Human insulin structure.
Fonte: https://www.rcsb.org/sequence/4FON

e SARS-Cov2 S protein at open state (7DDN)
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Figure 3. SARS-Cov2 S protein at open state structure.
Fonte: https://www.rcsb.org/sequence/7DDN
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e SARS-Cov2 S protein at close state (7DDD)

7DDN
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Figura 4. SARS-Cov2 S protein at close state.
Fonte: https://www.rcsb.org/sequence/7DDD

e SARS CoV-2 Spike protein (6ZB5)
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Figura 5. SARS CoV-2 Spike protein structure.
Fonte: https://www.rcsb.org/sequence/6ZB5
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e Crystal structure of SARS-CoV-2 nucleocapsid protein N-terminal RNA binding
domain (6M3M)
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Figura 6. Crystal structure of SARS-CoV-2 nucleocapsid protein N-terminal
RNA binding domain.
Fonte: https://www.rcsb.org/sequence/6M3M

e Crystal structure of SARS-CoV-2 nucleocapsid protein C-terminal RNA binding
domain (7DE1)
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Figura 7. Crystal structure of SARS-CoV-2 nucleocapsid protein C-terminal
RNA binding domain.
Fonte: https://www.rcsb.org/sequence/7DE1
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e Crystal Structure of NSP1 from SARS-CoV-2 (7TK3N)

TK3N
Crystal Structure of NSP1 from SARS-Co\-2
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Figura 8. Crystal Structure of NSP1 from SARS-CoV-2.
Fonte: https://www.rcsb.org/sequence/7K3N

e SARS-CoV-2 S trimer (7dk3)
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Figura 9. SARS-CoV-2 S trimer structure.
Fonte: https://www.rcsh.org/sequence/7DK3
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RESULTADOS
Percentuais de identidade de sequéncia (S1%) e percentuais de similaridade de
sequéncia (SS%) foram encontradas entre o 4FON, 0 20KK e SARS-CoV-2.

Analises de similaridade de sequéncias de aminodacidos entre insulina humana e

SARS-CoV-2
A similaridade entre o 4FON e o SARS-CoV-2 variou de 18,75% a 21,74%,

assim distribuidas:
e AFON e 7DDN =SI1% 4.76 e SS% 28.56
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Figura 10. Similaridade entre 0 4FON e o0 7DDN.
Fonte: Resultado da pesquisa.

e A4FON e 7DDD = S1% 14.39 e SS% 23.81
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Figura 11. Similaridade entre 0 4FON e o 7DDD.
Fonte: Resultado da pesquisa.
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e AFON e 6ZB5 =SI% 4.76 e SS% 28.57
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Figura 12. Similaridade entre o 4FON e 0 6ZBS5.
Fonte: Resultado da pesquisa.

e 4FON e 6M3M = S1% 5.00 e SS% 5.00
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Figura 13. Similaridade entre 0 4FON e 0 6M3M.
Fonte: Resultado da pesquisa.
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e 4FONe 7DE1=S1% 4.76 e SS% 9.21
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Figura 14. Similaridade entre o 4FON e o 7DEL.
Fonte: Resultado da pesquisa.

e AFON e 7K3N =SI% 9.09 e SS% 45.45
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Figura 15. Similaridade entre 0 4FON e o 7K3N.
Fonte: Resultado da pesquisa.
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Figura 16. Similaridade entre o 4FON e o 7DK3.
Fonte: Resultado da pesquisa.

Anélises de similaridade de sequéncias de aminoacidos entre GAD65 e SARS-CoV-
2
A similaridade entre 0 20KK e o SARS-CoV-2 variou de 10,45% a 22,22%,
assim distribuidas:
e 20KK e 7DDN =SI1% 6.70 e SS% 15.64
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Figura 17. Similaridade entre 0 20KK e 7DDN.
Fonte: Resultado da pesquisa.
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Figura 18. Similaridade entre 0 20KK e 7DDD.
Fonte: Resultado da pesquisa.
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Figura 19. Similaridade entre 0 20KK e 6ZB5.
Fonte: Resultado da pesquisa.
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e 20KK e 6M3M = S1% 4.48 e SS% 10.45
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Figura 20. Similaridade entre 0 20KK e 6M3M.
Fonte: Resultado da pesquisa.

e 20KK e 7DEL =SI% 6.67 e SS% 22.22
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Figura 21. Similaridade entre 0 20KK e 7DEL.
Fonte: Resultado da pesquisa.
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e 20KK e 7K3N =SI% 3.19 e SS% 15.97
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Figura 22. Similaridade entre 0 20KK e 7K3N.
Fonte: Resultado da pesquisa.
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Figura 22. Similaridade entre 0 20KK e 7DKa3.
Fonte: Resultado da pesquisa.

DISCUSSAO
Embora 0 SARS-CoV-2 néo esteja listado entre os virus envolvidos na etiologia

do DM1, nosso estudo propds a avaliagdo do desencadeamento do DM1 por mimetismo
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molecular através da similaridade de proteinas. Nossos resultados, usando ferramentas
de imunoinformética, na avaliacdo da similaridade de sequéncia entre AA da insulina
humana, do GADG65 e de 7 proteinas selecionadas do SARS CoV-2, podem
fundamentar a inducdo do DM1 pelas proteinas 7K3N e 7DE1 do SARS-CoV-2.

A base da patogénese do DML1 é fundamentada em dois pilares: predisposi¢cdo
genética e existéncia de autoanticorpos anti-células-beta pancreéticas, anti-GAD65,
antiinsulina e antitirosina fosfatase.’

E possivel que o SARS-CoV-2 tenha a capacidade de levar a modificaces
pleiotropicas no metabolismo da glicose, complicando o diabetes ja existente ou o
desencadeando.’® Existem varios relatos de uma etiologia viral do DM1, incluindo o
coronavirus que se relacionam com os receptores da enzima conversora da angiotensina
2 (ECA2), sendo observada que uma maior incidéncia de hiperglicemia e DM1 foram
relatados entre pacientes com pneumonia por SARS-CoV do que entre aqueles com
pneumonia de outra etiologia.'! Nossas analises podem apoiar a hipétese de mimetismo
molecular como um potencial efeito diabetogénico do SARS -CoV-2 para 0
desencadeamento de DM1.

O termo mimetismo molecular foi usado pela primeira vez em 1964 por Damian
para descrever a expressdo de similaridade entre antigenos expressos por
microrganismos e seus hospedeiros humanos e a resposta imune.** O mimetismo
molecular € um conceito em evolugdo, envolvendo ndo apenas similaridade entre a
estrutura molecular da proteina do microrganismo e o proteoma humano, bem como
fatores ambientais e genéticos, aléem de mecanismos concomitantes a selecdo positiva /
negativa de células T.*3

Os seguintes critérios podem estar relacionados ao mimetismo molecular:
"similaridade entre um epitopo do hospedeiro e um epitopo de um microrganismo ou
agente ambiental”, "ligacdo epidemioldgica entre a exposicdo ao agente ambiental ou
microorganismo e o desenvolvimento de doenca autoimune”, "reprodutibilidade da
autoimunidade em um modelo animal ap6s a sensibilizagdo com os epitopos
apropriados apés a infecgdo com o microorganismo ou exposi¢do ao agente ambiental”
e "deteccdo de anticorpos ou células T que reagem de forma cruzada com ambos 0s
epitopos em pacientes com doenca autoimune.** Em nosso estudo, atribuimos o
desencadeamento do DM1 relacionado ao SARS-CoV-2 a similaridade entre a estrutura
molecular da insulina humana e do GAD65 com a estrutura molecular da proteina do
SARS-CoV-2.
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Estudos sugeriram que o mimetismo molecular desempenha um papel importante na
geracdo de autoimunidade em pacientes com COVID-19.'® Para desencadear a
autoimunidade secundaria a infeccdo, apenas 5 a 6 AA idénticos entre uma proteina
viral e uma proteina do hospedeiro sdo necessarios para induzir uma resposta
imunoldgica.17 Neste trabalho, analisamos a similaridade entre 7 sequéncias de
poliproteina SARS-CoV-2 e 2 antigenos especificos de proteina da célula beta humana,
e observamos que o SARS-CoV-2 a insulina humana e o GADG65 compartilham
similaridade de sequéncia AA, e que algumas regides contém epitopos do SARS-CoV-2
e autoantigenos de ceélulas-beta com elevadas similaridades. Ndo encontramos na

literatura nenhum estudo que avaliasse a similaridade que propomos em nosso estudo.

O GADG65 é uma enzima neuroendocrina, sendo um autoantigeno chave para o
desencadeamento do DML, e os autoanticorpos anti-GAD65 sdo positivos no soro de
70-80% dos pacientes com DM1, sendo, portanto, um marcador importante na predi¢do
e diagnéstico de DM1."® A alta resolucdo estrutura cristalina de GADG5 foi criada em
2007, disponibilizando, assim, varios insights sobre os determinantes moleculares da
antigenicidade, assim como um posicionamento atdmico dos dados de mapeamento de
epitopos.® O GADG5 foi empregado como uma funcéo das vérias informacdes sobre
determinantes moleculares de antigenicidade em desencadeando DM1. Em nosso
estudo, 0 GAD65 mostrou uma maior similiaridade com a proteina 7DE1 do SARS-
CoV-3, enquanto a similaridade mais baixa ocorreu com a proteina 6M3M, apoiando
assim o mimetismo molecular entre GAD65 e SARS-CoV-2. No entanto, este
mimetismo molecular parece ser mais forte para proteinas SARS-CoV-2 selecionadas.
A insulina é secretada pelas células-beta, indispensaveis para a homeostase
glicémica do corpo. No individuo com DM1, ocorre uma insulinite autoimune
resultando na destruicdo das células-beta e consequente auséncia de secrecdo de
insulina. Entre os mecanismos patogénicos propostos para 0 DM1 estdo mimetismo
molecular, infecgdo de células-beta ndo autoimune, alteracbes nas células T timicas e
ativacdo imunolodgica.?’ Assim, ha evidéncias de que a infeccdo viral em individuos
geneticamente predispostos pode ativar o sistema imunoldgico por meio do mimetismo
molecular, desencadeando o DM1. Em nosso estudo, a insulina humana mostrou uma
elevada similaridade com a proteina 7K3N do SARS-CoV-2, enquanto que a
similaridade mais baixa ocorreu com a proteina 6M3M, coincidindo com GADG65 e
também apoiando o mimetismo molecular entre a insulina humana e 0 SARS-CoV-2.
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CONCLUSAO

Os dados de imunoinformatica sugerem uma potencial ligacdo patogénica entre
SARS-CoV-2/COVID e o DMI1. Assim, por meio de mimetizagdo molecular
verificamos que a similaridade de sequéncias entre SARS-CoV-2/COVID a insulina
humana e 0 GADG65 pode levar a producdo de uma resposta imunolégica cruzada com

autoantigenos, com quebra da auto-tolerancia que pode desencadear o DM1.
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