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“Prediccion y evaluacién de epitopos de células T potencialmente
inmunogénicos contra el coronavirus SARS-CoV-2 mediante estudios de

vacunologia reversa”

Resumen: Los coronavirus: MERS-CoV, SARS-CoV y el SARS-CoV-2 son virus
altamente patdgenos que causan enfermedades respiratorias graves en humanos.
Las interacciones Dominio-motivo entre proteinas son el medio esencial por el cual
los virus imitan los procesos bioldgicos y secuestran la maquinaria de replicacion de
la célula huésped para sobrevivir. Las interacciones entre proteinas pueden
analizarse identificando las expresiones regulares que corresponden con los
motivos; en este estudio se realiz6 mineria de datos para mapear interacciones
Dominio-motivo en los proteomas de los coronavirus. Se encontré que los motivos
expresados en proteinas virales que interactian con proteinas del huésped se
encuentran compartidos y conservados entre los tres coronavirus, indicando que el
mimetismo molecular es un mecanismo comun en la infeccién por coronavirus.
Ademas, se realiz6 un analisis para determinar la ontologia de genes, demostrando
gue los Dominios identificados participan en los procesos relacionados con el uso
de fuentes de carbono (proteina N) y regulacion de canales de potasio (proteina S).
La identificacion de estos motivos como potenciales epitopes demostré que en su
mayoria estos epitopes se ubican en las proteinas espiga y nucleocapside. Ademas,
estos epitopes se conservan entre los 3 beta coronavirus y son reconocidos por
células T CD8+. Este estudio demuestra que la mineria de datos enfocada en la
identificacion de interacciones Dominio-motivo es una estrategia de vacunologia
reversa interesante para el disefio racional de nuevos tratamientos contra

patdgenos virales.

Palabras clave: SARS-CoV-2, vacunas, epitope, Coronavirus, interacciones

Dominio-motivo
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“Prediction and evaluation of potentially immunogenic T cell epitopes against

the SARS-CoV- 2 coronavirus using reverse vaccinology studies”
Abstract:

Coronaviruses: MERS-CoV, SARS-CoV, and SARS-CoV-2 are highly pathogenic
viruses that cause severe respiratory diseases in humans. Although there are
therapeutic strategies for these infections, there is still no specific strategy to
eliminate them. Domain-motif interactions between proteins are the essential means
by which viruses mimic biological processes and hijack the replication machinery of
the host cell to survive. Protein interactions can be analyzed by identifying regular
expressions that correspond to motifs; in this study, data mining was conducted to
map Domain-motif interactions in the coronavirus proteomes. It was found that motifs
expressed in viral proteins interacting with host proteins are shared and conserved
among the three coronaviruses, indicating that molecular mimicry is a common
mechanism in coronavirus infection. Additionally, an analysis was conducted to
determine gene ontology, demonstrating that the identified Domains are involved in
processes related to the use of carbon sources (N protein) and regulation of
potassium channels (S protein). Identifying these motifs as potential epitopes
showed that most of these epitopes are located in the spike and nucleocapsid
proteins. Furthermore, these epitopes are conserved among the three beta-
coronaviruses and are recognized by CD8+ T cells, as indicated by molecular
docking analysis of peptides with recurrent class | HLA receptor haplotypes in SARS-
CoV-2 infection. Therefore, this study demonstrates that data mining focused on
identifying Domain-motif interactions is an interesting reverse vaccinology strategy

for the rational design of new treatments against viral pathogens.

Key words: SARS-CoV-2, vaccine, epitope, Coronavirus, Domain-motif interaction
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1. INTRODUCCION

El SARS-CoV-2 es el agente etiologico de la enfermedad respiratoria COVID-
19. Este virus pertenece a la familia de los virus Coronaviridae, de la cual forman
parte también el MERS-CoV y SARS-CoV (Lu et al., 2020), virus causantes de otras
enfermedades respiratorias de caracter endémico y pandémico respectivamente;
estos tres coronavirus tienen un origen zoondtico y han demostrado ser de
relevancia epidemioldgica (Arslan, 2021; Forni et al., 2017; Mousavizadeh &
Ghasemi, 2021), siendo el SARS-CoV-2 el agente infeccioso de mayor relevancia
debido a la pandemia de COVID-19. El surgimiento de la enfermedad de COVID-19
marco una linea de partida para la propuesta y desarrollo de nuevas estrategias de
andlisis para identificar y desarrollar alternativas para combatir enfermedades
infecciosas, desde el disefio de nuevos tratamientos hasta el desarrollo de vacunas.

El disefio y desarrollo de estos nuevos tratamientos y vacunas toma como base el
estudio de las interacciones entre el huésped y el patdégeno. El estudio de estas
interacciones se enfoca en las interacciones proteina — proteina (IPPs). A inicios de
la pandemia se realizaron analisis sobre las IPPs del SARS-CoV-2 para predecir
cdmo son las interacciones entre este virus y el huésped (Diella et al., 2008; Gordon
et al., 2020; Perrin-Cocon et al., 2020). Sin embargo, poco se sabe sobre las
interacciones entre Dominio y motivo. Los Dominios son las unidades funcionales
de las proteinas, las cuales participan en vias de sefializacién al interior de la célula
(Basu et al., 2009); su longitud es de aproximadamente 200 aminoacidos, y sus
patrones de plegamiento son independientes del resto de la proteina(Lin & Zewalil,
2012); en contraste, los motivos, son pequeias secuencias lineales de entre 3 a 15
aminoacidos; los virus interactan con el huésped en su mayoria mediante
interacciones Dominio — motivo para realizar procesos de sefializacion celular que
hacen posible la supervivencia y replicacion del virus(Brito & Pinney, 2017;
Garamszegi et al., 2013; Itzhaki, 2011).



Nuestro estudio se enfoca en la identificacion de motivos compartidos entre los tres
beta coronavirus: MERS-CoV, SARS-CoV y SARS-CoV-2, asi como su relacion
ontolégica en procesos celulares, y analizando el potencial de estos motivos como
epitopes conservados que sean relevantes en la respuesta de células T mediante
estudios de acoplamiento molecular con receptores HLA relevantes en la infeccién
por SARS-CoV-2, contribuyendo asi al analisis de nuevas estrategias terapéuticas

contra estos virus en el futuro.

2. ANTECEDENTES

Los coronavirus pueden causar diferentes enfermedades respiratorias, como el
Sindrome Respiratorio Agudo Grave (SARS), el Sindrome Respiratorio de Oriente
Medio (MERS) y la reciente pandemia de COVID-19, causada por el nuevo
coronavirus SARS-CoV-2. Este virus pertenece a la familia Coronaviridae, incluida
en el género beta-Coronavirus (Lu et al., 2020). El genoma viral del SARS-CoV-2
incluye dos principales marcos de lectura abiertos (ORFs, por sus siglas en inglés).
Dos tercios del genoma viral, localizados en el primer ORF (ORF1a/b), codifican dos
poliproteinas, ppla y pplab, y dieciséis proteinas no estructurales (nsp); mientras
que los ORFs restantes codifican proteinas accesorias y estructurales conocidas
como: glucoproteina de espicula (S), envoltura (E), membrana (M) y nucleocapside
(N)(Mariano et al., 2020; Song et al., 2019). Entre las proteinas estructurales
codificadas en los coronavirus, la proteina N es la mas producida en las células
infectadas y su funcion principal es participar en la formacién de los nuevos viriones
producidos durante la infeccibn(McBride et al., 2014). En 2019, un nuevo virus se
propagod por Chinay por todo el mundo; este virus fue identificado inicialmente como
2019-nCoV y luego renombrado como SARS-CoV-2 por el Comité Internacional de
Taxonomia de Virus debido a su similitud genética con el coronavirus previamente
conocido, SARS-CoV. El SARS-CoV-2 es el agente etiolégico de un sindrome
respiratorio clinico conocido como enfermedad por coronavirus 2019 (COVID-19).

En marzo de 2020, la Organizacion Mundial de la Salud declaro oficialmente la



epidemia de COVID-19 como una emergencia de salud publica de preocupacion

internacional.

Actualmente, no existe un tratamiento especifico para la COVID-19 y las vacunas
disponibles todavia estan bajo observacion. Ademas, estas vacunas estan
principalmente disefiadas para activar la respuesta inmune del huésped a través de
la proteina de espicula como objetivo antigénico. Sin embargo, el SARS-CoV-2
continda evolucionando y mutando en la proteina de espicula, lo que ha reducido la

efectividad de las vacunas actuales debido a la especificidad fina de los anticuerpos.

3. JUSTIFICACION
El SARS-CoV-2 representa una problematica mundial con implicaciones

significativas tanto a nivel de salud como econémico. Actualmente, no existe un
tratamiento especifico para esta enfermedad, y las vacunas disponibles se
encuentran en una fase de observacion constante. Adicionalmente, el surgimiento
de nuevas variantes del virus plantea un desafio, ya que podria reducir la eficacia

de las vacunas existentes.

En este contexto, la identificacion y el estudio de epitopes altamente inmunogénicos
que puedan participar en las respuestas de inmunidad celular generadas por el
SARS-CoV-2 se convierten en una prioridad cientifica. Este enfoque podria
proporcionar una base tedrica solida para continuar la experimentacién in vitro y en
modelos animales, facilitando asi el posible desarrollo de nuevas vacunas mas

efectivas y adaptables a la evolucién del virus.

4. HIPOTESIS
Existen epitopes conservados con potencial inmunogénico entre los Coronavirus

MERS-CoV, SARS-CoV y SARS-CoV-2 y éstos participan en interacciones

Dominio-motivo.



5. OBIJETIVO
Identificar via in silico epitopes inmunogénicos contra el SARS-CoV-2,

relevantes en la respuesta de células T CD8+, para evaluar su capacidad

inmunogénica en modelos de acoplamiento molecular.

6. ARTICULO EXPERIMENTAL

The analysis on the human protein domain targets and host-like interacting
motifs for the MERS-CoV and SARS-CoV/CoV-2 infers the molecular

mimicry of coronavirus.
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ABSTRACT

The MERS-CoV, SARS-CoV, and SARS-CoV-2 are highly pathogenic viruses that
can cause severe pneumonic diseases in humans. Unfortunately, there is a non-
available effective treatment to combat these viruses. Domain-motif interactions
(DMIs) are an essential means by which viruses mimic and hijack the biological
processes of host cells. To disentangle how viruses achieve this process can help
to develop new rational therapies. Data mining was performed to obtain DMIs stored
as regular expressions (regexp) in 3DID and ELM databases. The mined regexp
information was mapped on the coronaviruses' proteomes. Most motifs on viral
protein that could interact with human proteins are shared across the coronavirus
species, indicating that molecular mimicry is a common strategy for coronavirus
infection. Enrichment ontology analysis for protein domains showed a shared
biological process and molecular function terms related to carbon source utilization
and potassium channel regulation. Some of the mapped motifs were nested on B,
and T cell epitopes, suggesting that it could be as an alternative way for reverse
vaccinology. The information obtained in this study could be used for further theoretic
and experimental explorations on coronavirus infection mechanism and

development of medicines for treatment.

Key words: Data mining, coronaviruses, domain-motif interactions, reverse

vaccinology, molecular mimicry.

INTRODUCTION

Coronaviruses (CoV) are enveloped single-stranded, positive-sense RNA viruses,
responsible very often for mild upper respiratory infections in humans. Nevertheless,
remarkably pathogenic CoVs to humans have been reported. The first one appeared
in 2003 in Guangdong, China, leading to an epidemic of severe acute respiratory
syndrome (SARS) and this virus was named SARS-CoV [1]. In 2012, another CoV
arose in Middle Eastern countries, causing pneumonic syndrome, called MERS-CoV
[2]. At the end of 2019, a new CoV emerged in Wuhan, China, causing severe

pneumonia [3] and was named SARS-CoV-2 due to its genomic similarity with the



past SARS-CoV [4]. This is the first CoV that caused a pandemic disease termed
COVID-19. These three CoVs are zoonotic, and its primary origin was traced to bats
and other animals [4,5]. We are still suffering from SARS-CoV-2. This is a serious
public health concern, especially for the aged people with increased risk for
complications such diabetes mellitus (DM), hypertension, and severe obesity, which
cause the high morbidity-mortality rates of COVID-19 [6]. Humans infected by SARS-
CoV-2 could be also asymptomatic, but they may transmit the virus [6]. Although
numerous efforts are currently underway to develop drugs and vaccines to combat

those viruses, there is no effective treatment available yet.

The study on molecular interactions of host-pathogen helps to find new targets for
drug discovery or antigens for vaccine development. Host-pathogen relation is
mainly explored through protein-protein interaction (PPI) studies. These studies can
be experimentally and computationally aided [7]. The computational studies could
be preliminary but quick to guide the rational selection of data for experimental
confirmations. Experimental approaches have been carried out for SARS-CoV,
MERS-CoV [8,9], and recently for SARS-CoV-2 [10]. A detailed literature mining that
surveys experimental and predicted PPIs for several coronaviruses, including the
viruses studied herein, was recently published [11]. Also, several computation-aided
researches focused on predicting PPI of host and SARS-CoV-2 [7,12,13]. Such
predictions provided valuable information to help the rational design of treatments

against these viral infections.

However, the analysis of domain-motif interaction (DMI) has paid less attention to
those CoVs. Domains in proteins are the functional units involved in the signaling
networks within a cell [14]. Its length is up to 200 amino acids, and its folding patterns
are independent of the rest of the whole protein [15]. In contrast, motifs are short
plastic linear sequences with a length of 3 to 15 amino acids. DMIs are the
preferential molecular mechanism by which viruses interact with host cells [16].
Motifs are employed by the viruses to mimic and hijack the host cell's essential
process for its survival [17]. Currently, two studies have approached the role of motifs

present on essential host proteins for SARS-CoV-2 infection. The research of



Mészaros et al . [18] consisted in the prediction of motifs retrieved from Eukaryotic
Linear Motif (ELM) resource that were mapped onto the angiotensin-converting
enzyme 2 (ACE2) and integrins of the human host. They found conserved motifs on
the cytoplasmatic tails of ACE2 and integrin B3 that interacts with several critical
regulatory protein domains. This motif information was tested later on experimental
binding affinity measurements [19] and found that NHERF3 PDZ1, SHANK1 and
SNX27 PDZ domains bind to synthetic peptides of the ACE2, and to the synthetic
ATG8 domains, MAP1LC3s and GABARAPs, of integrin B3. Those studies exemplify

the utility of motif predictions to guide experimental proposals.

Here contrariwise to the previous researches, we focused on the motifs mapped on
the MERS-CoV, SARS-CoV, and SARS-CoV-2 proteomes linked to human protein
domains. The frequently matched motifs were compared among the coronaviruses.
The motif functionality was inferred through enrichment ontology analysis of its
partner domains. The based-motif information obtained could be used as the starting

point to develop new therapies to combat these viruses in the future.

MATERIALS AND METHODS

Protein sequence retrieval

The SARS-CoV (taxid:694009) and SARS-CoV-2 (taxid:2697049) sequences were
retrieved from the NCBI virus repository (accessed on 01 September 2020 ) [20]
using available predefined filters, such as human for host, length of proteins, and the
completeness option for sequences. These sequences were firstly filtered based on
its report date; then, sequences before 2019 were put on the SARS-CoV dataset.
The redundant amino acid sequences were removed with the perl program
“fasta_uniqueseq.pl” obtained from FASTA Tool list web page
(http://www.ncbi.nim.nih.gov/CBBresearch/Spouge/html.ncbi/fasta/list.ntml).  The
sequences for MERS-CoV were retrieved from the virus variation database [21],
using the options as human host, sequence completeness, and collapse for
removing redundant sequences. The final number of each viral protein in the

datasets ordered by its arrangement on the genome are shown in Table 1. The



SARS-CoV protein sequences were grouped together with the SARS-CoV-2 dataset

for the analysis due to its small number after eliminating the redundant sequences.

Table 1. The total number of non-redundant viral protein sequences for analysis

Protein MERS-CoV SARS-CoV SARS-CoV-2
ORF1lab 162 4 4003
ORFla 140

S 98 5 1135
ORF3a 25 3 421
NS4a 22

NS4b 36

NS5 21

E 6 1 45
M 18 6 125
ORF6 1 73
ORF7a 1 149
ORF8 18 1 146
N 44 1 539
ORF10 1 35
TOTAL 590 24 6671

Domain-motif data mining process

Our data mining process is based on our previous reported methodology [22],
adapted to the data retrieved for the MERS-CoV and SARS-CoV/CoV-2 viruses. It
includes three main steps. 1) Literature search. First, we obtained the human genes
associated to the SARS-CoV/CoV-2 and MERS-CoV related diseases with pubtator
[23]. This tool allows searching in a straightforward manner the reporting genes
related to the infections by these viral pathogens in the PubMed literature. These
gene names were compared and unified with the information from a recent research

published by Perrin-Cocon et al., [11] to form a list of unique gene names. This list



was submitted into the UniProt database [24] to obtain the human UniProt IDs that
match our query for the next process. 2) Pfam database [25] mining for human
protein domains: From the Pfam we downloaded the latest version of the files “Pfam-
A.regions.tsv” and “Pfam-A.clans.tsv”. The obtained UniProt IDs that match on the
Pfam-A.regions.tsv file were extracted to mine the Pfam-A.clans file. Thereby, it was
obtained the Pfam accession, clan ID, Pfam ID, and Pfam description columns that
contain information associated with our UniProt ID list. 3) The domain-motif
information was mined from the databases of three-Dimensional Interacting
Domains (3DID) [26] and ELM [27]. The motif information for 3DID was retrieved
from the 3DID-DMI flat 2019 version. From this file, the Pfam IDs, domain-motif
name, and the regular expressions (regexp) were extracted and stored in local files
which was used as the target file to draw out the information associated with the
Pfam IDs previously obtained. In the ELM database, the information came from the
files “elm_interaction_domains.tsv’ and “elm_classes.tsv”’. The first file was the
target file to match the Pfam accessions IDs and was then used to take out the
domain-motif name, Pfam accession, and the associated regexp from the
elm_classes.tsv file. Each regexp was used to match motif amino acid sequences in
the protein datasets with the patmatch software [28]. We used linux terminal for each
query with the bash command “for ID in “cat file of IDs.txt’; do grep $ID
target_file.txt; done > extracted_info_file.txt”. The obtained files were also checked

manually for concordance with the query IDs.
Identification of potential functional host-like viral motifs

The potential functional motif identification was based on the percentage of regexp
that matches a specific amino acid sequence. To this end, we followed 70% cut-off
match as in the previous study [29]. For example, a total of 4003 ORFlab non-
redundant sequences were retrieved for SARS-CoV-2; consequently, a regexp
present in more than 70% of ORF1ab proteins signifies that a specific motif matched
more than 2802 sequences. Those frequent motifs were also queried on shuffled

sequences versions of each protein dataset that was produced with the “shuffleseq”



function from the EMBOSS suite programs [30]. If those inferred motifs were found

scarcely on the randomized sequences, it reinforces as functional motifs.
Protein domain enrichment analysis

The protein domain enrichment analysis was carried out with the dgOR package [31]
for R statistical language. For this analysis, the Pfam accession numbers were used
as input data and the first ten significant (p < 0.05) ontologies based on the
hypergeometric test related to gene ontology biological process (GOBP) and Gene

ontology molecular function (GOMF) were analyzed.
Identification of motifs as immune epitopes

The immune epitope database (IEDB) [32] was manually queried for motif
sequences with = 5 amino acids, setting the blast parameter of identity more than 70
%, and selecting the options “human host”, “all assay types”, and the disease option
“COVID-19 and Severe acute respiratory syndrome” as filters. This query analysis
was omitted for the MERS-CoV because there is not available information for this

pathogen on the IEDB.
Statistics

The statistics rests on descriptive statistics of the frequent motifs. The obtained
information was analyzed by its conjunction and disjunction relationships based on
the matching patterns. This analysis was carried out with the help of the web tool for
the calculation and drawing of custom Venn diagrams
(http://bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/Venn/).

RESULTS

Literature mining

After removing duplicate gene names among the reviewed publications (data in S1
File 1), 497 human genes for SARS-CoV/CoV-2 and 65 for MERS-CoV infection
were found involved in pathogenesis (Table 2, data in S1 File2). The comparison of
our mined information with Perrin-Cocon et al [11] showed overlapped gene
information (n=124), and the newly acquired (n=438), especially for the MERS-CoV
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viruses. After eliminating the duplicated the rest are theunique gene names (data in
S1 File 2), which were used to search its corresponding UniProt IDs to mine the

Pfam, 3DID, and ELM databases for the subsequent regexp match analysis.

Table 2. The total number of human gene names obtained from the PubMed

literature and compared with Perrin-Cocon et al. [11]

Present Present study N Perrin-Cocon et
study Perrin-Cocon et al., al.,
MERS-CoV 55 10 7
SARS-CoV/CoV2 383 114 352

*N means the intersection in the conjunction-disjunction analysis

Identification of functional viral protein motifs

The functional regions of proteins are either structured or disordered. However, the
proteins of coronaviruses were found mainly ordered according to IUPRED (S2 Fig
1) [33]. For example, most amino acids of the largest protein ORFl1ab and the spike
(S) protein were found below the 0.5 score. However, few regions of viral protein
were disordered, such as the nucleocapsid (N) protein. In this study, the whole
regexp lists obtained from the 3DID and ELM databases (data in S1 File 3) were
mapped on the whole viral protein sequences. The frequent (>70%) regexps that

matched amino acid motifs are shown in Table 3 and the data in S1 File 4.
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Table 3. Total number of motifs frequently matched by regexp.

3DID ELM
Protein M- M-CoV N S- S- M- M-CoV N S- S-
CoV | CoV/CoV-2 | CoV/CoV-| CoV | CoV/CoV-2 | CoV/CoV-

2 2
ORFlab 65 148 31 8 78 5
S 47 50 38 11 44 12
ORF3a 4 6 24 1 13 28
NS4a 14 25
NS4b 46 35
NS5 20 28
E 19 0 5 6 5 4
M 9 5 15 11 18
ORF6 4 18
ORF7a 20 27
ORF8 23 1 14 8 7 15
N 23 27 31 9 27 14
ORF10 2 12
TOTAL 270 237 184 142 192 144

*N means the intersection in the conjunction-disjunction analysis

The ORFlab, S, and N sequences were matched by the regexp more than the other
proteins from databases. A high number of motifs were shared among three CoVs
in the ORFlab (n=148 and 78), followed by the S (n=50 and 44) and the N (n= 27
and 27). The regexp motifs were redundant among the proteins or viral proteomes
(data in S1 File 4); for example, the ORFl1ab and S shared the same motifs (Fig 1A);
and a high number of motifs shared between the MERS-CoV and SARS-CoV/CoV-

2 after removing the redundant (Fig 1B, data in S1 File 5). Most of these motifs were
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scarcely on the shuffled sequences; thus, all were considered in the subsequent

analysis.

Figure 1. Venn diagrams show the redundant or non-redundant regexp motifs
among the proteins or viral proteomes. (A) Venn diagram to show the redundant
regexp numbers mapped on the ORFlab and Spike proteins. (B) Venn diagram of
total non-redundant regexp mapped in MERS-CoV and SARS-CoV-2 obtained from
the two databases.

Protein domain enrichment analysis for non-redundant motifs

First, it was examined the conjunction-disjunction relationships for the total number
of Pfam accessions associated with non-redundant motifs described above. A total
of 78 non-redundant domains were shared for MERS-CoV and SARS-CoV/CoV-2
irrespective of the database source, and few were specific to MERS-CoV (n=8) and
SARS-CoV/CoV-2 (n=9) (Fig 2A, data in S1 File 5). Protein domain enrichment
analysis of the 78 shared domains for GOBP identifies general terms related to
metabolic and cellular processes. Five GOBP significant terms were related to
energy reserve and glycogen biosynthesis metabolism (Fig 2B, data in S1 File 6).
GOMF analysis also identifies five important terms related to channel regulation in
which potassium channel regulator activity was the most significant (Fig 2C, data in
S1 File 6). The study of specific domains for MERS-CoV and SARS-CoV-2 also
showed terms associated with the same biological processes and molecular
functions of the 78 shared domains. Thus, those domains could be the primary
targets for molecular mimicry generated by MERS-CoV and SARS-CoV/CoV-2 to

manipulate the host cell machinery.

Figure 2. Protein domain enrichment analysis that produced the signicant
gene ontology terms for non-redundant motifs. (A) Venn diagram for the non-
redundant domains. (B) Gene ontology terms for biological processes and (C)
molecular functions terms of the non-redundant domains. Nodes are colored

according to adjusted p-values.
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Analysis of significant domains present on distinct host proteins

The analysis described above allows us to identify specific proteins linked to the
domains involved with significant ontology terms. Four domains (Pfam accession ID:
PF00656, PF00026, PF00082, PF00089) related to the glycogen biosynthetic
process were present in 26 proteins that matched our gene lists. Among them, the
PFO0089 related to trypsin domain function is the more promiscuous present on
most of the proteins (Fig 3A). This domain was associated with the protease
TMPRSS2, an endothelial cell surface protein involved in the entry and spread of
CoVs and influenza virus [34], so that this protein has been proposed as a potential
drug target to combat those viruses. It was also found the domains associated with

the potassium channel regulator activity (Fig 3B).

Figure 3. Network representation of significant domains linked to proteins and
their gene ontology terms. (A) Biological processes and (B) Molecular functions .
The green light diamonds represent the domains, and the ellipses represent the
protein names associated with the domains. The images were generated with the

cytoscape software [35].

Identification of amino acid motif sequences as immune epitopes

The non-redundant motifs = 5 amino acids were searched for a match with epitopes
reported on the IEDB, which were experimentally confirmed. The amino acid
sequences of several motifs matched on epitopes sequences for SARS-CoV/CoV-2
that recognize B and T cells specific to class | or Il MHC (data in S1 File 7). These
motifs had the following main characteristics. 1) The epitope linear motifs contain the
nested motifs recognized by both B and T cells. For example, the motif matched with
the regexp [DE]..[IMV].[ST] was found on the B cell and T cell epitope
PKEITVATSRTLSYYK (IEDB ID: 48052) in the M protein [36] of SARS-CoV and
SARS-CoV-2 [37]. 2) Motifs matched by the same regexp are prone to occur in
different protein structural locations. For example, the regexp motif P.{0,1}S.{1,2}K
matches the amino acid sequences PLSETK and PVSMTK locating to varying

coordinates on the S protein (Fig 4). 3) Motifs maintain its crucial amino acids, and
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little variations occur at neighbor sites. For example, the PVSMTK motif nested on
the B cell linear epitope ILPVSMTKTSVDCTMYICGD (IEDB 1D:1309493) of SARS-
CoV-2 (Fig 4A and D) [38] varied a little on the epitope sequence
PVSMAKTSVDCNMYICGDS (IEDB ID: 49968) of the SARS-CoV, maintaining its
main amino acid anchors P,S and K. PVYSMAK was found only in one SARS-CoV-2
sequence (NCBI ID: QKV39263) isolated from Washington, Yakima County.

Figure 4. Some motifs matched the epitopes on the Spike protein. (A) Spike
protein of SARS-CoV-2 (PDBID:6XS6). (B) The regexp. (C) The motif PLSETK. Red
balls indicate the PLSETK seqglogo motif mapped at amino acid positions 295 to 300
(D) The motif PVSMTK. Green balls and sticks showed the total length of the epitope
ILPVSMTKTSVDCTMYICGD, including the PVSMTK seglogo motif mapped (the
balls) at amino acids positions 728 to 733.

DISCUSSION

In this work, we employed our previous data mining methodology [22] to identify
potential functional motifs but applied to MERS-CoV and SARS-CoV/CoV-2 viruses.
The main advantage of this method is the search restricted to human protein targets
involved in the virus pathogenesis. The initial step allows us to reduce a priori the
query on the 3DID and ELM databases. As a result, the unsheathed domain-motif
information is potentially associated with human genes related to pathogenesis of
the MERS-CoV and SARS-CoV/CoV2. Our approach is then similar to the methods
used by Hagai, T., et al., Becerra, A. et al and Zhang, A et al [29,39,40] in predicting
functional motifs. These methods include some distinctive features such as
predicting disordered regions on the protein, the high frequency of amino acid motifs
in the protein sequences datasets under study, and the scarcity of amino acid motifs
on shuffled sequences. The filters were tailored according to the information
obtained in each data mining process. All those filtered steps guided our analysis to
a more specificity that linked the predicted functional motifs as part of immune
epitopes as previously we did for influenza A viruses [22]. It is distinctive of our

prediction approach, because it was used to reduce the high rate of false positives

15



associated with the computational prediction of motifs [41]. Furthermore, our method

could be an alternative for computer-aided reverse vaccinology.

One interesting result is that the tendency of matched motifs occurred in the most
variable proteins, the ORFl1ab, and the S protein of the coronavirus proteomes. The
ORFlab contains the nonstructural proteins responsible for the translation
machinery of viruses in the intracellular environment [42] and the S protein is
essential for the virus's attachment to the host cell [43]. The tendency of motifs to
appear on the proteins involved in virus replication was also observed in influenza
viruses [44]. Thus, the high frequency of host-like motifs in those viral proteins
suggests that such proteins could be the master kidnappers. Another finding is the
high number of shared motifs across the proteome or distinct proteins of a proteome,
reflecting the viral motifs to evolve independently in light of acquiring host-like

mechanisms for the success in the invasion of host cells.

The domain enrichment analysis showed that the general biological processes, and
molecular functions could be the consequence of the MERS-CoV and SARS-
CoV/CoV-2 mimicry to hijack the host cell. The most significant ontology terms are
the energy-saving and glycogen biosynthesis metabolism association. This result
agrees with that viruses use the infected cells' carbon sources to achieve viral
replication and virion production [45]. It is reasonable that glycogen, a storage form
of glucose, is utilized in unexpected, exhausting cell activity [46] as infected. On the
other hand, as this biosynthetic pathway is vital for the viruses' survival, targeting
essential components such as the glycogen synthase kinase could help treat virus
infections. It was reported that the use of two glycogen synthase inhibitors altered
the hepatitis C virus assembly and release [47]. Hence, the proteins we found in the

present study could be used to explore them as drug targets.

In another context, motifs have been suggested as potential immunogens [41]. It
took our attention to search motif that matched with immune epitopes. Indeed we
found that some motifs matched to the epitopes on the IEDB. Some of them were
nested on the epitopes of earlier SARS-CoV and also present on those new SARS-

CoV-2. It reaffirms the evidence of cross-reactive immune responses to coronavirus
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infections by SARS-CoV and SARS-CoV-2 [48-51]. Additionally, our study identified
the epitopes harboring motifs that could interact with human protein domains. It is
quite relevant because such domain-motifs shared in the different coronavirus can
trigger a common molecular mimicry process that could lead to autoimmune
diseases. It was demonstrated that antibodies derived from Flu vaccinated patients
react with homologous sequences of the nucleoprotein of influenza A virus and the
hypocretin receptor 2 domain of humans, the latter of which was involved in
narcolepsy, an autoimmune adverse effect attributed to the Flu-vaccine [52].
Influenza immunization is also attributed to Guillain-Barré syndrome [53], a disease
in which its pathogenesis is associated with several bacterial and viral pathogens'
molecular mimicry [54-56]. Thus, our results are vital to helping in the currently
underway rational vaccine development efforts, mainly because several

autoimmune diseases have been associated with COVID-19 [57].

CONCLUSIONS

In conclusion, this study showed that our method's adaptability and practicality could
guide a rational inference of domain targets and their interacting host-like motifs on
the MERS-CoV and SARS-CoV/CoV-2 proteomes. A high number of motifs were
shared in the different CoVs, and it could interact with human proteins, indicating
that molecular mimicry is a common strategy for CoVs. The finding of motifs as part
of immune epitopes makes our method a suitable alternative for reverse vaccinology.
The obtained information could be the starting point for future theoretic and
experimental studies to develop new drugs and peptidic vaccines to combat those

viruses.
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7. CONCLUSIONES

7..1 Mineria de datos sobre interacciones Dominio-Motivo

Para el andlisis de mineria de datos se obtuvieron las secuencias de las
proteinas virales de los tres 3-CoV de la base de datos de NCBI y la base Virus
Variation Data Base, y se realizd la identificacién de secuencias de amino4cidos
redundantes; se realiz0 mineria de datos para la identificacion de expresiones
regulares (regexp) segun la metodologia de Garcia- Pérez (Garcia-Perez et al.,
2018), la cual incluye los siguientes tres pasos: 1) Busqueda en la literatura. Se
obtuvieron los nombres de genes asociados con la infeccion por MERS-CoV, SARS-
CoV y SARS-CoV-2 con PubTator (Wei et al., 2019). La lista de genes obtenidos
fue consultada en la base de datos UniProt para obtener los IDs correspondientes
con las proteinas del huésped. 2) Mineria de datos en la base de datos Pfam para
la identificacibn de Dominios de proteinas humanas. 3) Mineria de datos para
identificacion de interacciones Dominio-motivo mediante regexp en las bases de
datos 3DID y ELM (Kumar et al., 2024; Mosca et al., 2014). Se identificaron las
expresiones regulares (regexp) y se evaluaron para la identificacion de potenciales
epitopes de reconocimiento, estos epitopes fueron posteriormente evaluados en
términos de inmunogenicidad y toxicidad, ademas de identificar si éstos se
encuentran en regiones desordenadas en la proteina para las consiguientes
evaluaciones. Utilizamos la terminal de Linux para realizar cada una de las
busquedas utilizando el comando en bash: “For ID in ‘cat file_of IDs.txt"; do grep

$ID target_file.txt; done > extracted_info_file.txt

7.2 Seleccion de secuencias de epitopes de relevancia

La base de datos de epitopes inmunes (IEDB) (Vita et al., 2019) se consulté
manualmente para la identificacibn de secuencias de motivos con una longitud
mayor a 8 aminoacidos, estableciendo el parametro de porcentaje de identidad en
mas del 70% y seleccionando las opciones "huésped humano", "todos los tipos de

ensayo"; la opcion de enfermedad "COVID-19” y “enfermedades respiratorias
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agudas graves” como filtros de busqueda. Este analisis de consulta se omitié para
el MERS-CoV ya que no habia informacion disponible para este patégeno en la
base de datos del IEDB, al momento de nuestro estudio. Posteriormente, las
secuencias identificadas fueron evaluadas con la herramienta en linea de
Toxinpred(Gupta et al., 2013) y AllerTOP (Dimitrov et al., 2013); seleccionando
aguellas secuencias de aminoacidos con un potencial inmunogénico mayor del 60%
y con un potencial de toxicidad negativo segun el algoritmo de la herramienta
AllerTOP.

7.3 Modelado molecular de los epitopes seleccionados

Posterior a la seleccidn de los mejores candidatos se realiz6 el modelado molecular
de dichas secuencias con ayuda del software Discovery Studio de BIOVIA(BIOVIA,
2020) como primer modelado para obtener la estructura de las moléculas. Para su

visualizacion, se utilizé el software PyMOL (Schrodinger).

7.4 Evaluacion de la interaccién de los epitopes candidatos mediante
acoplamiento molecular
Con los resultados de la mineria de datos, se realizé un segundo filtrado para la
identificacion de los epitopes dirigidos contra la proteina N del SARS-CoV-2 con un
potencial inmunogénico mayor al 60% con medida entre 11 y 30 aa y se evalud su
energia de unién a distintos receptores HLA correspondientes a células CD8+ con
evidencia experimental de reconocer al SARS-CoV-2; por analisis de acoplamiento
molecular tomando la afinidad de unién de estos cristales con su ligando original
como punto de corte para seleccionar aquellos epitopes con un mayor potencial
inmunogénico. El acoplamiento molecular se llevo a cabo con el programa AutoDock
Vina, utilizando las coordenadas del centro x , y, z y el tamafo de caja X=, Y=, Z=,
en lo que se denomina GridBox, una caja tridimensional en la que se encierra el sitio
activo del ligando a evaluar y AutoDock Vina evalua las posibles conformaciones
del ligando con su receptor, tomando como la conformacion mas estable aquella

gue llega al sitio activo y tiene una menor energia de unién(Goodsell & Olson, 1990).
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La mineria de datos y las herramientas informéticas son una novedosa
estrategia para identificacion de epitopes reconocidos por el sistema inmune; en
este proyecto se identificaron diversos epitopes dirigidos hacia la proteina N del
SARS-CoV-2. El uso de herramientas inmunoinforméticas nos permite dirigir el
enfoque de busqueda de epitopes que podrian ser de relevancia para el disefio de
vacunas segun su potencial de unirse a receptores HLA para inducir una respuesta
del sistema inmune. En este estudio se identificaron diversos epitopes dirigidos
contra el SARS-CoV-2, partiendo de las interacciones Dominio-proteina entre el
virus y el huésped, observando que los motivos de proteinas virales que interactdan
con Dominios de proteinas del huésped se encuentran conservados entre los 3 beta
Coronavirus. Proponiendo estos motivos conservados como potenciales epitopes

para el disefio de vacunas contra estos virus.

7.5 La filogenética de la nucleocapside del SARS-CoV-2

Nuestro analisis de mineria de datos demostré que la proteina N contiene
motivos de interaccion conservados entre los 3 Coronavirus capaces de infectar
humanos, por lo que decidimos analizar la filogenética de esta proteina. Los
primeros datos de secuencia disponibles de este nuevo virus ubicaron al SARS-
CoV-2 en el subgénero Sarbecovirus de la familia Coronaviridae(Wu et al., 2020).
Analizamos la proteina del SARS-CoV-2-N-CTD en relacion con la proteina N de
virus anteriores que causaron un brote global (SARS-CoV y MERS-CoV), otros
humanos infectando coronavirus (HKU1, HCoV-OC43, HCoV-229E y HCoV-NL63),
coronavirus de murciélago similares al SARS (bat-SL-CoV2XC21 y bat-SL-
CoV2C45), el coronavirus de murciélago bat-CoV-HKU4 y bat-CoV- RaTG13 y el
virus del pangolin (Philodota) PCoVGX-P2V. El arbol filogenético de la proteina N
mostré que existen relaciones evolutivas entre las especies de coronavirus, por
ejemplo, se observo que los coronavirus pangolin (PCoV-GX-P2V), murciélago (bat-
CoV-RaTG13) y humano (SARS-CoV y SARS-CoV2) estan agrupados (Boni et al.,
2020);también hubo una divergencia entre bat-CoV-RaTG13 y SARS-CoV-2. Estos

resultados también se observaron en los informes de Li, et al. por tanto, estas
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observaciones conducen hacia un origen zoonaético del SARS-CoV-2, ya que es su
ancestro mas fiable. Esta exploracion filogenética también mostr6 que los
mecanismos evolutivos pueden estar involucrados en las mutaciones de la proteina
N (Li et al., 2020).

o | i HCoV-229E
' L HCOV-NL63
w HCoV-0C43
' v HCoV-HKUL
b MERS-CoV
s L 019 bat-CoV-HKU4
PCoV GX-P2V
-~ SARS-CoV
bat-SL-CoVZXC21
> bat-CoV-RaTG13
w7 SARS-CoV-2

0105

Figura 1. Los datos de la secuencia de la proteina N se descargaron de la base de
datos de nucledtidos NCBI GenBank, numeros de acceso: SARS-CoV-2
(NC_045512), SARS-CoV (NC_004718), MERS-CoV (NC_019843), HKU1
(MH940245), HCoV-OC43 (KX344031) , HCoV-229E (KU291448), HCoV-NL63
(MK334047), bat-SL-CoVZC45 (MG772933), bat-SL-CoVZXC21 (MG772934), bat-
CoV-HKU4 (NC_009019), bat-CoV-RaTG13 (MN996532) y PCoV_GX-P2V
(MT072864). Las ramas se analizaron con una prueba de razon de verosimilitud
aproximada (aLRT). Arbol filogenético estimado con SeaView version 4.

7.6 ldentificacion de potenciales epitopes dirigidos hacia la proteina N del
SARS-CoV-2 mediante mineria de datos

Se realiz6 la mineria de datos para la identificacion de interacciones Dominio-
motivo y de motivos compartidos entre los 3 3-CoV, encontrando que las proteinas
estructurales M, E, Sy N son las que comparten una mayor cantidad de motivos
compartidos, por lo que se sugiere que estas proteinas se encuentran conservadas
entre los 3 beta-coronavirus; ademas las proteinas S y N comparten una gran
cantidad de motivos entre si, sugiriendo que éstas se encuentran conservada en los
CoVs (Fig.1). Debido a la gran cantidad de trabajo experimental sobre la proteina
espiga y tomando en cuenta también que es la proteina con mayor cantidad de

mutaciones en las variantes de interés (Ahn et al., 2024; Rojas Chavez et al., 2024)
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, Se selecciond a la proteina N como nuestra proteina de interés en la identificacion

y evaluacion de potenciales epitopes.

Se evaluo si los motivos identificados corresponden con secuencias de epitopes
contra la Nucleocapside del SARS-CoV-2, y se encontraron 231 epitopes
reportados en la base de IEDB; de los cuales 120 corresponden con epitopes
reconocidos por células Ty 111 corresponden con epitopes reconocidos por células
B, ademas, se evalud si estos epitopes se encuentran en regiones desordenadas
dentro de la proteina nucleocapside, ya que las regiones desordenadas de las
proteinas por su flexibilidad molecular, tienden a relacionarse con interacciones
proteina-proteina y ademas el sistema inmune tiende a reconocer con una mayor
afinidad a epitopes dentro de estas regiones, indicando el potencial que tienen estas
secuencias de aminoacidos como el mecanismo por el cual el virus es capaz de
mimetizar y secuestrar la maquinaria de replicacion celular de la célula huésped
para cumplir con su ciclo de replicacion y supervivencia (Davey et al., 2011;
Garamszegi et al., 2013; He et al., 2004; Khorsand et al., 2020).
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Figura 1. Diagrama de Venn que muestra las expresiones regulares redundantes
mapeadas en la proteina nucleocapside (N) y proteina Spiga (S) de los CoVs SARS-
CoV/CoV2 y MERS-CoV.

7.7 Evaluacion de union de epitopes de la proteina N con HLAS recurrentes
en lainfeccién por SARS-CoV-2

De acuerdo con el andlisis de mineria de datos, se seleccionaron los epitopes
con un mayor potencial inmunogénico que estuvieran contenidos en la proteina N
de los beta coronavirus, la seleccion de los HLA se realizé de acuerdo a aquellos
que tuvieran evidencia bibliografica de ser recurrentes en la infeccion por SARS-
CoV-2.

Estos epitopes fueron modelados y evaluados mediante acoplamiento molecular
tomando como control las energias de unién de los cristales de los HLAs con su
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ligando original, de acuerdo con las estructuras obtenidas del PDB, los controles

para el analisis de acoplamiento molecular se encuentran descritos en la tabla 1.

Tabla 1. Energiade uniéon de los HLA con su ligando control. Se tomé en cuenta
la energia de unién de cada ligando control con su HLA como punto de corte para

los analisis de ligandos problema.

HLA PDB ID Energia de unién (kcal/mol)
HLA-A*0301 3RL1 -1.7
HLA-B*0702 5EO1 -7.9
HLA-A*1101 1X7Q -5.6
HLA-A*3001 6J1W -4.7

En la evaluacion por acoplamiento molecular se identificaron aquellos residuos de
aminoacidos que se encuentran en el sitio activo del receptor para su posterior
comparacion con los epitopes problema. Tomando como un buen candidato a
evaluar aquellos epitopes que interactuaron con una mayor cantidad de residuos de
aminoacidos del sitio activo de cada receptor HLA. Las energias de unidn obtenidas

de las simulaciones de acoplamiento molecular se describen en la tabla 2.

Tabla 2. Energia de afinidad de union (kcal/mol). Se muestra la afinidad de union
de cada epitope problema y su punto de corte segun el cristal que se utilizo para la
evaluacion por acoplamiento molecular, ademas de la secuencia correspondiente

de cada epitope, ademas de su score de desorden segun la plataforma de IUPred.
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HLA-A*0301

(-4.7 kcal/mol)

Energia de Desorden
Unidn Posici6 Regi6 (IUPRED
Epitope (kcal/mol) Secuencia n n score)
pep 10 -8.6 NTNSSPDDQIGYY [76,82] NTD 0.801
[105,111
pep 18 -8.1 LSPRWYFYYL ] NTD 0.388
[105,111
pep20 -7.8 SPRWYFYYL ] NTD 0.388
pep 22 -8 QRNAPRITF [12,18] N-arm 0.910
HLA-B*0702
(-7.9)
kcal/mol)
[359,366
pep8 -9.7 KTFPPTEPK ] CTD 0.585
pep 10 -8.2 NTNSSPDDQIGYY [76,82] NTD 0.801
[105,111
pep 18 -9.4 LSPRWYFYYL ] NTD 0.388
[105,111
pep 20 -8.8 SPRWYFYYL ] NTD 0.388
pep 22 -8.6 QRNAPRITF [12,18] N-arm 0.910
HLA-A*1101
(-5.6
kcal/mol)
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pep_2 -6.5 RIRGGDGKMK [93,100] NTD 0.611
[173,180
pep_3 -5.9 AEGSRGGSQA ] LKR  0.600
[359,366
pep_7 -6.4 AYKTFPPTEPK ] CTD 0.585
[359,366
pep_8 -7.4 KTFPPTEPK ] CTD 0.585
KAYNVTQAFGRRG [268,274
pep_15 -6.6 PE ] CTD 0.696
pep_17 -7 KMKDLSPRW [76,81] NTD 0.557
[105,111
pep_18 -7.8 LSPRWYFYYL ] NTD 0.388
pep_22 -6.6 LSPRWYFYYL [12,18] N-arm 0.388
HLA-A*3001
(-7.7
kcal/mol)
[173,180
pep3 -6.8 AEGSRGGSQA ] LKR  0.600
[359,366
pep8 -5.7 KTFPPTEPK ] CTD 0.585
[102,108
pep 11 -5.3 KMKDLSPRW ] NTD 0.377
pep 17 -5.7 KMKDLSPRW [76,81] NTD 0.557
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De acuerdo con el andlisis de acoplamiento molecular, se seleccionaron aquellos
epitopes cuya secuencia mostrara una energia de union menor a la del ligando
control de cada cristal de los receptores HLA (Tabla 2). Demostrando asi que la
proteina N es una proteina altamente inmunogénica y que ésta es reconocida por
los HLA de las células T CD8+. Posterior a la evaluacién por acoplamiento
molecular, se utilizé el software PyMOL para la visualizacion de aquellas
interacciones con un puntaje menor al control, como se muestra en la figura 2,
mostrando el receptor en gris, el ligando en azul y los residuos de aminoécidos del

sitio activo en color morado.

Figura 2. Interacciones del HLA-A*0301 con su ligando control y péptido problema.
Se muestra el ligando en color azul y los aa de interaccion del receptor se resaltan
en morado, se presenta el nombre de los aminoacidos que estan en contacto con el

sitio activo del receptor.

7.8 Interacciones entre la proteina Ny el huésped

La proteina N del SARS-CoV-2 es una proteina estructural de 46 kDa y puede
dividirse en cinco Dominios: tres regiones intrinsecamente desordenadas y dos
Dominios plegados; un Dominio intrinsecamente desordenado en el extremo N-

terminal (NTD), un Dominio de unién al ARN (RBD) caracteristico de la proteina N,
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un enlace central predicho desordenado (LINK), un Dominio de dimerizacién y un
Dominio intrinsecamente desordenado en el extremo C-terminal (CTD) (Cubuk et

al., 2020) tal y como se muestra en la figura 3.

44 174 255 364

1 43 175 254 365 419

Figura 3. Representacion esquematica de los Dominios de la nucleocapside del
SARS-CoV-2. Se muestran el Dominio N-terminal (NTD), el Dominio C-terminal
(CTD) y tres regiones intrinsecamente desordenadas (IDRs), es decir, el brazo N
(N-arm), la region de enlace (LKR) y la cola C (C-tail).

Las proteinas tienen estados estructurales que incluyen Dominios globulares
ordenados y regiones proteicas intrinsecamente desordenadas que existen como
conjuntos conformacionales altamente flexibles cuando estan aisladas (Dosztanyi,
2018; Dosztanyi et al., 2005; Meszaros et al., 2018).

Cubuk, et al., combinaron la espectroscopia de molécula Unica con simulaciones a
escala atbmica para obtener una descripcidon por residuos de las tres regiones
desordenadas en la proteina N de SARS-CoV-2 con el fin de entender el conjunto
conformacional de la proteina N y sus interacciones internas. Este estudio encontré
qgue la proteina N contiene regiones altamente dinamicas y transitorias. Bajo
simulaciones a escala atdmica, se describe que el Dominio NTD contiene sitios de
interaccion atractivos y repulsivos, y que la ldmina beta basica del Dominio RBD
repele la region C-terminal rica en arginina del NTD. Mientras tanto, un residuo de
fenilalanina en el NTD interactia con el RBD a través de una cara hidrofobica.
Ademas, la regién C-terminal del NTD contiene una regién rica en arginina que
forma una hélice alfa transitoria, hélice 2 (H2), proyectando tres residuos de arginina

en la misma direccion.

34



Figura 4. Estructura de la proteina N del SARS-CoV-2. A) Representacion de cinta
del dimero de N-CTD, donde un mondmero esta coloreado en rosa y el otro en
verde. PDB: 6YUN. B) Representacion de cinta del monémero de N-NTD. PDB:
7NU.

También encontraron dos regiones en el Dominio NTD que forman hélices
transitorias, hélice 3y 4 (H3 y H4), que contienen regiones ricas en serina-arginina,
conocidas por mediar en interacciones proteina-proteina y proteina-acido nucleico.
Ademas, H2 y H3 flanquean el RBD y organizan un conjunto de residuos de arginina
en la misma direccion, sugiriendo que estas hélices podrian facilitar la unién del
ARN a la proteina N. La region rica en serina-arginina es necesaria para el
reclutamiento de proteinas relacionadas con la replicacién-transcripcion, y se
prefiere que esta region esté fosforilada, quizas permitiendo que la proteina N se
una a los Dominios de las proteinas del huésped para llevar a cabo sus funciones

en el secuestro de la maquinaria celular (Cubuk et al., 2020).
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La N-NTD de los CoVs interactia con el extremo 3' del ARN gendmico viral,
posiblemente a través de interacciones electrostaticas. Ademas, se han identificado
varios residuos en el Dominio N-terminal como motivos de unién al ARN; lo que
demuestra la relevancia de esta proteina en los procesos de replicacion y
supervivencia del virus al interior de la célula huésped(Grossoehme et al., 2009;
Keane et al., 2012; Tan et al., 2006).

En nuestro andlisis podemos observar que los epitopes identificados se encuentran
principalmente en la region NTD de la proteina N y que éstos interactian con
receptores HLA (Tabla 2). Ademas, se observa que estos epitopes tienden a estar
en regiones de tipo desordenadas dentro de la proteina N. Analizando a detalle
estos epitopes, observamos que el epitope pep 15 de secuencia
(KAYNVTQAFGRRGPE), que corresponde a la expresion regular (regexp)
“...([ST])Q..” se encuentra asociado a interacciones entre Dominio y motivo
relacionadas con procesos metabdlicos, oxidacion de compuestos organicos y
generacion de precursores de metabolitos y energia; aportando al panorama que
tenemos actualmente sobre la interaccion entre las proteinas virales y los Dominios
de proteinas del huésped, ademas, el pep 15 identificado en este estudio, se
encuentra desordenado en mas de un 60%, lo que explicaria la flexibilidad y
capacidad de éste para “imitar” las proteinas del huésped y activar procesos
celulares que favorecen la replicacion y supervivencia del virus (MacRaild et al.,
2018).

7.9 Proteina nucleocapside como un potencial blanco terapéutico

Dada la funcién de la proteina N en la unién al ARN, el ensamblaje viral, la
replicacion viral y la respuesta inmune del huésped, y su expresion elevada durante
las infecciones virales, la proteina N es un candidato prometedor para el desarrollo
de nuevas estrategias terapéuticas (McBride et al., 2014; Tan et al., 2020; Verheije
et al., 2010). Un estudio reciente realizado por Peng et al. identificé sitios
conservados de unién al ARN entre MERS-CoV y SARS-CoV-2. Debido a que el
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Dominio N-NTD contiene sitios de union al ARN, el bloqueo de estas interacciones
puede ser una estrategia antiviral interesante. Este estudio sugiere a PJ34 como
una estrategia antiviral potencial, ya que PJ34 se une al sitio de union al ARN en el
Dominio N-NTD, imitando la union de AMP al N-NTD. Adema4s, Peng et al. también
sugirieron que el 5-benzyloxi-gramine (P3) es una estrategia antiviral prometedora.
Sus simulaciones mostraron que P3 se une al NTD, inhibiendo la oligomerizacién

de la proteina N y la formacién de la ribonucleoproteina (RNP)(Peng et al., 2008).

Ademas, un estudio realizado por Cai et al. sugiere que la proteina N puede regular
el crecimiento de los granulos de estrés en desarrollo. La proteina N alberga motivos
RGG/RG, y se ha observado que estos motivos son metilados por proteinas arginin-
metil transferasa tipo 1 (PMRT1). Cai et al. informaron que la metilaciéon en R95 y
R177 es un requisito para la asociacion de la proteina N con ARN, lo que destaca
su papel como blanco farmacolégico. Su trabajo evalué el efecto del inhibidor de la
PRMT1, MS023, en la replicacion de SARS-CoV-2, y encontraron que MS023
disminuy6 el nimero de particulas virales en las células huésped infectadas con
SARS-CoV-2(Cai et al., 2021).

Otra estrategia novedosa que se esta explorando para investigar el potencial de
compuestos activos para inhibir proteinas virales durante la infeccién es el
reposicionamiento de farmacos. Ahamad et al. evaluaron medicamentos antivirales
como posibles tratamientos para la enfermedad COVID-19 al inhibir la
oligomerizacién de la proteina N, encontrando cinco compuestos con una unién
prometedora al Dominio CTD(Ahamad et al., 2020). Aunque se requiere trabajo
experimental, este tipo de datos computacionales es una indicacion excelente para
centrar la investigacion futura en la basqueda de nuevas estrategias terapéuticas
para la enfermedad COVID-19.

Ademas, la proteina N es una proteina altamente inmunogénica, ya que puede
inducir respuestas inmunoldgicas tanto humorales como celulares(McBride et al.,
2014; Yasui et al., 2008). Debido a su potencial inmunogénico y su alta produccion
durante la infeccion, la proteina N es un excelente blanco para el desarrollo de

vacunas. Varios estudios de vacunologia inversa han dirigido la proteina N como un
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posible inmundgeno para el desarrollo de vacunas(Kumar et al., 2021; Peng et al.,
2008). Aunque los resultados experimentales de estos analisis inmunoinformaticos
aun deben confirmarse, los datos computacionales proponen un gran potencial en

la investigacion y desarrollo de vacunas.

Las interacciones huésped-patdégeno se estudian principalmente a través de
interacciones proteina-proteina (PPI). Mientras que las proteinas humanas tienden
a competir por sitios de union de Dominio bajo similitud de secuencia, las proteinas
virales tienden a competir por los sitios de union de Dominio en ausencia de similitud
de secuencia. Los virus utilizan motivos lineales cortos, para interactuar con
Dominios en proteinas huésped(Garamszegi et al., 2013; Martinez et al., 2021).
Estos motivos lineales actlan como sitios de reconocimiento para el anclaje
proteolitico y proporcionan la especificidad necesaria para las modificaciones
postraduccionales involucradas en los procesos biolégicos en la célula huésped.
Ademas, estos motivos lineales también funcionan como sitios de unién en procesos
de sefializacidon y regulacion en el ciclo de vida viral(Davey et al., 2011). Los motivos
lineales se encuentran principalmente en regiones desordenadas dentro de las
proteinas virales (Diella et al., 2008); la proteina N contiene regiones altamente
desordenadas que pueden contener los motivos lineales cortos necesarios para las
interacciones con proteinas huésped necesarias para la union al ARN. Ademas, la
proteina N ha experimentado una mutacién, en la region LKR, una region
desordenada. Esta region es rica en residuos de serina/arginina con alta flexibilidad
para interacciones proteina-proteina, se ha encontrado una mutacién con el cambio
de residuos de arginina (R203K/G204R); G204R introduce un aminoacido bésico
adicional en la region LKR, aumentando su carga positiva y, por lo tanto, mejorando
la aptitud en la RNP con la proteina N y acelerando asi la replicacion viral (Wu et
al., 2021). Mientras que la mayor atencion se ha centrado en la proteina Spike para
el disefio de vacunas y tratamientos, la proteina N ha sido parcialmente ignorada.
La proteina N no solo es altamente inmunogénica y modula la respuesta inmune,

sino que también es crucial para el secuestro y mimetismo del huésped a travées de
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las IPPs, y se deberia prestar mas atencién a futuras investigaciones enfocadas en
esta proteina. Por lo tanto, la proteina N puede tener algunas ventajas como
candidata a vacuna para el SARS-CoV-2. La proteina N puede aumentar la
inmunogenicidad y es una estrategia prometedora para el disefio de medicamentos
debido a sus funciones en la respuesta inmune y el ciclo de vida del virus.
Independientemente de las areas restantes por explorar e investigar sobre la
proteina N del SARS-CoV-2, se requiere mas trabajo para dilucidar nuestra
comprension de los procesos bioldgicos e inmunolégicos que implica, mejorando el
disefio actual de vacunas y tratamientos contra COVID-19. Ademas, se deberia
prestar mucha mas atencion a las IPPs para aclarar los mecanismos exactos
involucrados en la infeccion por SARS-CoV-2 para el secuestro y mimetismo de las

células huésped.
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