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Resumo

Introdugdo: SARS-CoV-2 foi sugerido como um possivel causador de diabetes mellitus tipo 1 (DM1) de inicio recente, no entanto,
ndo ha evidéncias consistentes de que o SARS-CoV-2 possa desencadear DM1. Objetivo: avaliar a possivel semelhanga entre as
sequéncias de AA da insulina humana e da descarboxilase-65 do acido glutdmico humano (GAD,,) com as proteinas SARS-CoV-2/
COVID, para explicar o possivel desencadeamento do DM1. Metodologia: as sequéncias de AA da insulina humana, da GAD; e do
SARS-CoV-2 foram obtidas no banco de dados de informag&es do arquivo do Protein Data Bank (RCSB PDB). Para predigdo de epitopos
foi utilizado o NetMHCpan v4.1. As sequéncias foram comparadas utilizando o BLAST para a comparagdo dos epitopos e o Pairwise
Structure Alignment para avaliar a similaridade protéica. Resultados: o percentual de similaridade entre os epitopos variou de 45 a
60% (P 0,048), tanto entre a insulina humana e o SARS-CoV2 quanto entre a GAD,, e o0 SARS-CoV2, enquanto que a similaridade de
AA das amostras avaliadas variou de 5,00% a 45,45% entre a insulina humana e o SARS-CoV2 e de 10,45% a 22,22% entre a GAD  eo
SARS-CoV2. Conclusdo: verificamos uma similaridade das sequéncias entre os epitopos e a sequéncia de AA entre SARS-CoV-2 / COVID
e ainsulina humana e a GAD; o que do ponto de vista imunoldgico, através do mimetismo molecular, poderiam levar a produgao
de uma resposta cruzada imunoldgica para autoantigenos, com quebra de auto-tolerancia, que poderia assim desencadear o DM1.
Palavras-chave: SARS-CoV-2; Diabetes mellitus tipo 1; mimetismo molecular; imunoinformatica.

Abstract

Introduction: SARS-CoV-2 has been suggested as a possible cause of new-onset type 1 diabetes mellitus (TIDM); however, there is
no consistent evidence that SARS-CoV-2 can trigger TIDM. Objective: to evaluate the possible similarity between the AA sequences
of human insulin and human glutamic acid decarboxylase-65 (GAD,,) with the SARS-CoV-2/COVID proteins to explain the possible
triggering of TIDM. Methods: the AA sequences of human insulin, GAD,, and SARS-CoV-2 were obtained from the Protein Data Bank
archival information database (PDB). For epitope prediction, NetMHCpan v4.1 was used. The sequences were compared using BLAST
to compare epitopes and Pairwise Structure Alignment to evaluate protein similarity. Results: the similarity percentage between
epitopes ranged from 45 to 60% (P 0.048), both between human insulin and SARS-CoV2 and between GAD,, and SARS-CoV2. In
comparison, the AA similarity of the evaluated samples varied from 5.00% to 45.45% between human insulin and SARS-CoV2 and
from 10.45% to 22.22% between GAD, and SARS-CoV2. Conclusion: We verified a sequence similarity between the epitopes and
the AA sequence between SARS-CoV-2/COVID and human insulin and GAD,,, which, from an immunological point of view, through
molecular mimicry, could lead to the production of an immunological cross-response to self-antigens, with a break in self-tolerance,
which could thus trigger TIDM.

Keywords: SARS-CoV-2; Type 1 diabetes mellitus; molecular mimicry; immunoinformatics.

INTRODUCAO

A doenga por coronavirus (COVID-19) e o diabetes
mellitus (DM) sdo duas pandemias de alto impacto na
saude publica mundial.
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Coronavirus (CoV) sdo virus de RNA de fita simples
positivos, envelopados, amplamente dispersos em ani-
mais e humanos em todo o mundo, e responsaveis por
causar infecg¢Bes respiratorias em humanos, notadamen-
te a sindrome respiratéria aguda grave (SARS)!. O CoV
é formado a partir das seguintes proteinas estruturais:
espicula (S), membrana (M), nucleocapsideo (N) e envelo-
pe (E). O CoV ap0s sua entrada na célula hospedeira por
meio da a¢do intrinseca do receptor celular e da espicula
da glicoproteina do envelope viral (S), se reproduz no
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citoplasma da mesma forma que outros virus de RNA
de fita simples positivos®. O CoV humano pode levar a
complicagBes potenciais como SARS-CoV-2, também
denominado COVID-193,

O diabetes tipo 1 (DM1) ocorre devido a um desequi-
librio entre aimunidade Thl e Th2 resultando em insulite
e destruicdo das células-beta pancreaticas (células-B) e
consequente reducgdo ou auséncia da produgdo de insuli-
na*. Varios fatores englobando fatores genéticos, fatores
ambientais e infecgGes virais multiplas podem contribuir
para o desenvolvimento de DM1.

Estudo recente de coorte observacional da patogéne-
se do DM1 monitorou infecgdes clinicas e autoanticorpos
das ilhotas pancreaticas, avaliando a associa¢do entre
infecgBes respiratérias com autoimunidade das ilhotas,
e o CoV foi identificado como um dos virus presentes
no estudo®.

As células-B podem ser destruidas por antigenos
virais, e possivelmente o SARS-CoV-2 pode se ligar a
enzima conversora de angiotensina 2 no pancreas, par-
ticularmente no COVID-19 com complicagdes clinicas,
levando ao desencadeamento de DM1 em individuos
suscetiveis®’. Assim, é provavel que um aumento na in-
cidéncia de DM1 seja desencadeado pela COVID-19 por
meio da producdo de anticorpos contra células-p por
reagdo cruzada com SARS-CoV-2.

A maioria dos pacientes com DM1 desenvolvem
respostas imunoldgicas celulares a autoantigenos para a
decarboxilase 65 do dcido glutamico (GAD,,), proinsulina,
insulina e a para a tirosina fosfatase®.

Teoricamente, o mimetismo molecular apresentaria
a possibilidade em que as semelhancgas entre sequéncia
de peptideos estranhos e autopeptideos desencadearem
uma reagao cruzada ativando linfocitos T ou B desenvol-
vendo doengas autoimunes. Assim, o objetivo do pre-
sente estudo foi avaliar a possivel similaridade entre os
epitopos da insulina humana e da GAD_, com os epitopos
do SARS-CoV-2 / COVID, além avaliar as possiveis simila-
ridades das sequéncias de aminoacidos (AA) da insulina
humana e da GAD,, com as sequéncias de AA de proteinas
do SARS-CoV-2 / COVID, para explicar o possivel desen-
cadeamento da DM1 através do mimetismo molecular.

METODOLOGIA

No presente estudo avaliamos as similaridades
entre os epitopos da insulina humana e da GAD65 com
os epitopos do SARS-CoV-2 / COVID, e as similaridades
das sequéncias de aminoacidos (AA) da insulina humana
e da GAD,, com as sequéncias de AA de proteinas do
SARS-CoV-2 / COVID.

As estruturas biolégicas do GAD,, da insulina huma-
na e de nucleotideos do SARS-CoV-2 foram obtidas no
banco de dados de informagdes do arquivo do Protein
Data Bank (RCSB PDB)®*?,

Realizamos a predicdo imunoinformatica de epitopos
da insulina, do GAD65 e do SARS-CoV-2 usando softwa-

re NetMHCpan v4.1 (https://services.healthtech.dtu.
dk/service.php?NetMHCpan-4.1),*? baseado em redes
neuronais artificiais, seguindo a metodologia recomen-
dada e filtrando os epitopos de alta afinidade baseado
em um IC50 £ 50 nM e rank percentual < 0,20 para os
respectivos alelos analisados, e posteriormente realizada
a comparacdo dos epitopos para verificar a hipétese do
reconhecimento cruzado. As andlises de similaridades
foram complementadas com o Parwise uma extensao
do programa Protein Data Bank.

O NetMHCpan 4.1 é um servidor que utiliza redes
neurais artificiais que filtra os epitopos de alta afinidade
13

Selecionamos os epitopos preditos para as seguin-
tes sequéncias disponiveis no RCSB PDB: GAD,, (20KK),
human insulin (4FON), and SARS-CoV-2 (SARS-Cov2 S
protein at open state (7ZDDN), 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 struc-
ture 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)).
Para extragdo dos epitopos através do NetMHCpan 4.1
utilizamos o formato FASTA obtido do banco de dados
de proteinas do National Center for Biotechnology Infor-
mation (NCBI), selecionamos 11mer peptideos e o alelo
HLA-A*01:01 de humano.

Para comparacdo dos candidatos a epitopos utiliza-
mos os que apresentavam a mais forte ligagdo, progra-
mados no NetMHCpan 4.1 entre 0,5 e 2.0. A similaridade
entre as sequéncias dos epitopos da GAD,,, a insulina
humana e os epitopos do SARS-Cov2 foi a avaliada com
a ferramenta BLAST do NCBI.

O Pairwise structure alignment é um aplicativo para
avaliar a similaridade entre duas proteinas na busca por
homologia,** foi utilizado como ferramenta complemen-
tar na avaliagdo da homologia e similaridade entre as
proteina do estudo, no site do RCSB PDB.

As seguintes sequéncias disponiveis no RCSB PDB fo-
ram utilizadas para avaliar a similaridade entre as protei-
nas: GAD, (20KK), human insulin (4FON), e os seguintes
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), e SARS-CoV-2
S trimer (7dk3).

RESULTADOS

A predigdo dos epitopos para a GAD,, (20KK) foi
encontrado 11 candidatos a epitopos, sendo trés deles
com limiar para peptideos de ligagdo mais forte (WB:
0,693-1,302) (Quadro 1).
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Quadro 1 - Predi¢cdo de epitopos para a GAD ..

Pos MHC Peptide Core Of Gp Gl Ip I1 Icore Identity Score_EL %Rank_EL BindLevel
36 HLA-A*01:01 FTGGIGNKLCALLY FTGGIGNLY @ 7 5 © @ FTGGIGNKLCALLY Sequence 0.1947730  0.772 <= WB
Sequence 0.0979520  1.302 <= WB

124 HLA-A*01:01 KSFORSTKVIDFHY KSFDRSTHY @ 7 5 @ @ KSFDRSTKVIDFHY
175 RIA-A¥Q1:@T SFORSTRVIDFRYP SFORSTFRY @ 6 4 @ O SFORSTRVII equence 0. 9.
Sequence 0.0000250  82.500

126 HLA-A%91:01 FORSTKVIDFHYPH FTKVIDFKY © 1 3 @ 0 FORSTKVIDFHY
127 HLA-A*01:01 DRSTRVIDFHYPNE DIDFKYPNE © 1 5 0 @ DRSTVIDFHYPNE Sequence 00000090 93,571
128 HLA-A*01:01 RSTVIDFHYPHEL RSTKVPNEL © 5 5 @ @ RSTKVIDFHYPNEL Sequence 00001060 56.600
129 HLA-A%01:01 STKVIDFHYPNELL STHYPNELL © 2 5 @ @ STKVIDFHYPIELL Sequence 0.0004860  28.167
130 HLA-A*1:01 TKVIDFHYPNELLQ THYPNELLQ © 1 5 @ @ TKVIDFHYPNELLQ Sequence 0.0000338  78.182
HLA-A*01:01 KVIDEHVP! OF KVIDELLOE 0 4 2 0 KVIDEHYP! 0 Sguence © 49
:01 VIDFHYPNELLQEY VIDELLQEY @ 3 5 @ @ VIDFHYPNELLQEY Sequence 0.2 0.693 <= WB
205 HLA-A*01:01 FIYETAPVFVLLEY FIYEIALEY © 6 5 0 0 FIYELAPVFLLEY Sequence 00967689 1.313 = B

Fonte: NetMHCpan- 4.1 *?

Para a predicdo dos epitopos para a human insulin
(4FON), foram encontrados 20 candidatos a epitopos,
com dois epitopos com limiar para peptideos de ligagdo
mais forte (WB: 1,153-1,892) (Quadro 2).

Quadro 2 - Predigdio de epitopos para Insulina Humana.

Pos MHC Peptide Core Of Gp G1 Ip I1 Icore Identity Score_EL %Rank_EL BindLevel
FYIQHLCGSHL FVIQHGSHL © 5 2 0 0 FWNQHLCGSHL Sequence 0.0011170 17,514
VNQHLCGSHLV VNQHGSHLV @ 4 2 © @ VNQHLCGSHLV Sequence 0.0003960  31.333
NQHLCGSHLVE NQHGSHLVE © 3 2 © @ NQHLCGSHLVE Sequence 0.0000400  75.000
QHLCGSHLVEA QHLSHLVEA @ 3 2 © © QHLCGSHLVEA Sequence 0.0001070  56.400
ALCGSAIVEAL M Ccsuy o o o uccsuvial olecarize i ece
LCGSHLVEALY LSHLVEALY 0 1 2 0 0 LCGSHLVEALY Seauence 0.0539070 _ 1.892 <= W
GSHLVEALYLY GSHLVEALY © © © © 0  GSHLVEALY Sequence 0.0004570  29.138
SHLVEALYLVC SVEALYLVC © 1 2 © 0 SHLVEALYLVC Sequence 0.0000440 73,462
HLVEALYLVCG HLVEALYLG © & 2 © © HLVEALYLVCG Sequence 0.0000200  85.714
LVEALVLVCGE LVEALYLGE © 7 2 © © LVEALYLVCGE Sequence 0.0000150 89,28
VEALYLVCGER VEALYLVER © 7 2 © 0 VEALYLVCGER Sequence 0.0001340 51774
EALVLVCGERG EALYLGERG © 5 2 0 O EALYLVCGERG Seauence 0.0000130  90.714
ALYLVCGERGF ALYLGERGE © 4 2 0 0 ALYLVCGERG Sequence 0.0002720 37,933
VLVCGERGFFY YLGERGEFY © 2 2 © O YLVCGERGFEY Seavence 0.1179300 1153 <= b |

15 HLA-A"01:01  VCGERGFFVTP VCGERGFFY © @ © © O  VCGERGFFY Sequence 0.0000750 62,381

15 HA-A"01:01  CGERGFFYTPK CGERGFFYK © & 2 © 0 CGERGFFYTP Sequence 0.0000360 76,818

20 HA-A"01:01  GERGFFYIPKT GERGFTPKT © 5 2 © 0 GERGREYIPKT Sequence 0.0000350  77.273

Fonte: NetMHCpan- 4.1 %2

A predi¢do dos epitopos para o SARS-Cov2 S protein
at open state (7DDN), foram encontrados 28 candidatos
a epitopos, sendo dois deles (SB) com limiar para pepti-
deos de ligagdo com altamente forte (SB: 0,116 e 0,142)
(Quadro 3).

Quadro 3 — Predigdo de epitopos para SARS-Cov2 S protein at
open state.

LTTRTQUPPAY

TTHSETRGVYY

PLLTOENIAQY PTDEMIAQY PLLTDENIAQY

s0dofs0000000r05000009000doke ™
woshuwnunnpnusvomanpe anan ol

00dofss00 6000660060000 00000l
00qdofo00006000050000060000dope

o 1002370
02267850  0.683 <- B

865 HLA-A*01:01
957 HLA-A*01:01

LTOEMIAOVTS LTOEMIAGY
ITGRLQSLQTY ITGQSLOTY

LTOEMIAOY
TTGRLOSLQTY

Fonte: NetMHCpan- 4.1 *?

Para a predicdo dos epitopos para o SARS-Cov2 S
protein at close state (7ZDDD), foram encontrados 33 can-
didatos a epitopos, sendo quatro com limiar para pepti-
deos alto poder de ligagdo (SB: 0,044 —0,178) (Quadro 4).

Rev. Ciénc. Méd. Biol., Salvador, v. 23, n. 1, p. 67-74, jan./abr. 2024

Quadro 4 — Predigdo de epitopos para SARS-Cov2 S protein at
close state.

LToEnTAOYTS
Irgrigsiory ir
Vo svor

avaswruordsub v iis wunouonndop by
s0000000doldobooco0ossssssdofodsfs

ElokveQcsey

THEAFROGOAY IPEAPGRAY TEEARRDGAY

Fonte: NetMHCpan- 4.1 12

A predi¢do dos epitopos para o SARS CoV-2 Spike
protein (6ZB5), foram encontrados 32 candidatos a epi-
topos, sendo trés com limiar para peptideos de ligagao
altamente forte (SB: 0,116 — 0,178) (Quadro 5).

Quadro 5 — Predigcdo de epitopos para SARS CoV-2 Spike protein.

o
o

LOSEKEELOKY DSFKEELKY
SUTOLQELGKY SLIDLOELY

oSEKEELDKY
siroLeLaky

Fonte: NetMHCpan- 4.1 %

N3o foi encontrado epitopos, dentro do padrdo de
ligagdo estabelecido no software utilizado, para o Crystal
structure of SARS-CoV-2 nucleocapsid protein N-terminal
RNA binding domain (6M3M) e para o Crystal structure of
SARS-CoV-2 nucleocapsid protein C-terminal RNA binding
domain (7DE1).

Para a predigcdo dos epitopos para o Crystal Structure
of NSP1 from SARS-CoV-2 (7K3N), foram encontrados
29 candidatos a epitopos, sendo cinco com limiar para
peptideos de ligacdo altamente forte (SB: 0,015 e 0,096)
(Quadro 6).

Quadro 6 —Predigdo de epitopos para Crystal Structure of NSP1
from SARS-CoV-2.

ANTERSEKSY
LTkEcaTTCGY

E1oeKiONYY
FADOLNOLTEY
hTorsserzay

R SGLHOL TGV FADDLROLY
HToPSserTcy HTDsETIGY

Fonte: NetMHCpan- 4.1 %2

69



70

Luis Jesuino de Oliveira Andrad et al.

A predicdo dos epitopos para o SARS-CoV-2 S trimer
(7dk3), foram encontrados 18 candidatos a epitopos, sen-
do trés com limiar para peptideos de ligagdo altamente
forte (SB: 0,044 e 0,142) (Quadro 7).

Quadro 7 — Predigdo de epitopos para SARS-CoV-2 S trimer.

Identity

LTTRTQLPPAY LTTRTQLAY @ 7 2 0 @ LTTRTQLPPAY Sequence 0.1970510  0.765 <= WB
AYINSETRGVY YINSFTGVY 1 6 1 0 0 YINSETRGVY. Sequence 0.0493590 1,992 <= i
YTNSFTRGVYY YTNSRGVYY @ 4 2 @ 0 YTNSFTRGVYY Sequence 0.7729500 _ ©.116 <= SB|
VSSANNCTFEY VSSANTFEY © 5 2 © © VSSAMNCTFEY Sequence 0.6535160  0.176 <= S8
FKNIDGYFKIY FIDGYFKIY © 1 2 0 © FKNIDGYFKIY Sequence 0.1178720  1.154 <= W8
SSGNTAGAAAY SSTAGAAAY @ 2 2 0 O SSGHTAGAAAY Sequence 0.1508080  0.940 <= kB
SGHTAGAAAYY STAGAMAYY @ 1 2 © 0 SGHTAGAAAYY Sequence 0.4927690  ©0.300 <= SB
YLQPRTFLLKY YLQPRTLKY © 6 2 © © YLQPRTFLLKY Seq 0.340 <= SB
SNCVADYSVLY SVADYSVLY © 1 2 © © SNCVADYSVLY Seq 0.466 <= SB
NSASFSTEKCY NSASFSTFY © 8 2 © © NSASFSTEKCY Seq 7 0.340 <= $B
THTSNQUAVLY TSNQUAVLY @ 1 2 0 © TNTSNQUAVLY e 0.3701350  0.433 <= SB
MSLGAENSVAY MSAENSVAY 0 2 2 © 0 MSLGAENSVAY Sequence 0.4617890 _ 0.331 <= $8
STECSNLLLQY STENLLLQY © 3 2 0 0 STECSNLLLQY Sequence 0.9168060  0.044 <= 5B
PLLTDEMIAQY PTDEMIAQY © 1 2 0 0 PLLTDEMIAQY Sequence 0.7242990 _ 0.142 <= sal
TCTOERTAQY T TTDERTRY 0T T~ 00— TLTOENTa Squence T 0. W
LTDEMIAQYTS LTDEMIAQY @ © © © 0  LTDEMIAQY Sequence 0.1004370  1.283 <= W8
FLENLYFQGDY FLENLQSOY © S 2 0 @ FLENLYFQGDY Sequence 0.2032550  0.747 <= W
LENLYFQGOYK LLYFQSDYK © 1 2 © 0 LENLYFQGDYK Sequence 0.00038%0  31.625

Fonte: NetMHCpan- 4.1 *?

Anidlises da similaridade entre o epitopo do GAD_, e os
epitopos do SARS-CoV-2

O percentual de similaridade entre o epitopo do
GAD,, de mais forte ligagdo e os epitopos do SARS-Cov2
sdo apresentados na Tabela 1.

Tabela 1-Similaridade entre o epitopo do GAD65 e os epitopos
do SARS-Cov2

EPITOPO GAD, (20KK) % SIMILARIDADE E-VALUE
EPITOPO 7DDN 45-60 0,048
EPITOPO 7DDD 45-60 0,048
EPITOPO 6ZB5 45-60 0,048
EPITOPO 6M3M - -
EPITOPO 7DE1 = =
EPITOPO 7K3N NAO SIGNIFICANTE
EPITOPO 7dk3 45-60 0,048

Fonte: Resultado da pesquisa.

Andlises da similaridade entre o epitopo da insulina
humana e os epitopos do SARS-CoV-2
O percentual de similaridade entre o epitopo da

insulina humana de mais forte ligacdo e os epitopos do
SARS-Cov2 sdo apresentados na Tabela 2.

Tabela 2 - Similaridade entre o epitopo do Insulin e os epitopos
do SARS-Cov2

EPITOPO INSULINA (KFON) % SIMILARIDADE E-VALUE
EPITOPO 7DDN 45-60 0,048
EPITOPO 7DDD 45-60 0,048
EPITOPO 6ZB5 NAO SIGNIFICANTE
EPITOPO 6M3M - -
EPITOPO 7DE1 = >
EPITOPO 7K3N NAO SIGNIFICANTE
EPITOPO 7dk3 NAO SIGNIFICANTE

Fonte: Resultado da pesquisa.

Percentuais de identidade de sequéncia (SI%) e
percentuais de similaridade de sequéncia (S$%) foram
encontradas entre o 4FON, o 20KK e SARS-CoV-2.

Andlises da similaridade das sequéncias de
aminoacidos 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 4FON e 7DDN =SI% 4.76 e S$% 28.57 (Figura 1).
Figura 1 — Similaridade entre o 4FON e o 7DDN.

Structure 1D Modeled Resichues

Dewcription

Saquence Length Aigrenent Coverage

» 700NA

ALIGNMENT

RMSD TMescore Score SI% SS% Length

0 32 4% BT 2

A GIVEQECTSE . - ESLVOUEWVEN A
76 FENDEUSHUS - IRIVOIBREEE n

Fonte: Resultado da pesquisa.

e AFON e 7DDD =SI% 14.39 e SS% 23.81 (Figura 2).
Figura 2 — Similaridade entre o 4FON e o 7DDD.

AUGNMENT

RMSD TM-sore Score SI% 55% Length

28 0@ DM WB am 2

1A GIVEGECTSIC- - SUVQEENYEN 214
54 KQYGOCLGOTA -« DEICAQKENG 2574

Fonte: Resultado da pesquisa.

e AFON e 6ZB5 =SI% 4.76 e SS% 28.57 (Figura 3).
Figura 3 — Similaridade entre o 4FON e o 6ZB5.

Sequence Length Modeled Residues

2 2 100

L9y

08

ALIGNMENT

RMSD TMscore Score SU% SS%  Length

M35 476 288

GAVEGEETST - - ESEVQUENYEH 214
164 VENBEESRED«vEREVGIORITT o0n

Fonte: Resultado da pesquisa.
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e 4FON e 6M3M = SI% 5.00 e SS% 5.00 (Figura 4).
Figura 4 — Similaridade entre o 4FON e 0 6M3M.

Rignenert Coverage

ALGNMENT

RMSD  TMscore  Score SI% S5%  Length

16 009 an s s 1

24 filo -- - CYSTCSUVQUENTEN 212
WA BRRTexievcoL o RUVEVVEGTERERGE o34

Fonte: Resultado da pesquisa.

e AFON e 7DE1 =SI% 4.76 e S5% 9.21 (Figura 5).
Figura 5 — Similaridade entre o 4FON e o 7DE1.

2

Modeled Residues Agoment Coverage

Sequence Length

N D8A

=
ALIGNMENT

RMSD TMacore Score SI% SS% Length

3 UM 4% 9 2

A GIVEQECTSICS - - ¥QUENVEN 214
344 POQRFCERGNLE( ~FIQRQRIEQ 364

Fonte: Resultado da pesquisa.

e 4FON e 7K3N = SI% 9.09 e SS% 45.45 (Figura 6).
Figura 6 — Similaridade entre o 4FON e o 7K3N.

Structure 1D

Sequence Length Modeled Residues Aligrenent Coversge
W drona 2 n 2%
N TGNA " 106

AUGNMENT

RMSD TM-score Score SI% §5% Length

149000 2320 900 4545 11
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Fonte: Resultado da pesquisa.
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e 4FON e 7DK3 =SI% 4.76 e SS% 28.57 (Figura 7).
Figura 7 — Similaridade entre o 4FON e o 7DK3.

Structure 1D Sequence Length

B GONA

B T0KA
ALIGNMENT

RMSD TM-score Score Si% SS% Length

0 8 47 A8

A GIVEQECTSE - - CSUVQUENVEN 214
o764 WENDIUSKUS - EAEVGIDRLEN oA

Fonte: Resultado da pesquisa.

Andlises da similaridade das sequéncias de
aminoacidos entre GAD65 e SARS-CoV- 2

A similaridade entre o 20KK e o SARS-CoV-2 variou

de 10,45% a 22,22%, assim distribuidas:

e 20KK e 7DDN =SI% 6.70 e SS% 15.64 (Figura 8).
Figura 8 — Similaridade entre o 20KK e 7DDN.
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Fonte: Resultado da pesquisa.

e 20KK e 7DDD =SI% 7.53 e SS% 18.84 (Figura 9).
Figura 9 — Similaridade entre o 20KK e 7DDD.

Fonte: Resultado da pesquisa.
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e 20KK e 6ZB5 =SI% 6.68 e S$% 17.38 (Figura 10).
Figura 10- Similaridade entre o 20KK e 6ZB5

e 20KK e 7K3N =SI% 3.19 e SS% 15.97 (Figura 13).
Figura 13 — Similaridade entre o 20KK e 7K3N

Fonte: Resultado da pesquisa.

e 20KK e 6M3M =SI% 4.48 e SS% 10.45 (Figura 11).
Figura 11 - Similaridade entre o 20KK e 6M3M.
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Fonte: Resultado da pesquisa.

e 20KK e 7DK3 =SI% 3.95 e 17.98 (Figura 14).
Figura 14- Similaridade entre o 20KK e 7DK3
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Fonte: Resultado da pesquisa.

e 20KKe 7DE1=SI% 6.67 e SS% 22.22 (Figura 12).
Figura 12 — Similaridade entre o 20KK e 7DE1.
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DISCUSSAO

Embora o SARS-CoV-2 ainda ndo esteja listado entre
os virus envolvidos na etiologia do DM1, nosso estudo
propds a avaliacdo do desencadeamento do DM1 por mi-
metismo molecular através da similaridade de proteinas.
Nossos resultados, usando ferramentas de imunoinfor-
matica, na avaliacdo da similaridade entre os epitopos e a
sequéncia de AA da GADG65, insulinahumana e 7 proteinas
selecionas do SARS CoV-2, podem fundamentar que a
inducdo do DM1 pode ser desencadeada pelas proteinas
7DDN, 7DDD e 7dk3 do SARS-CoV-2.

A base da patogénese do DM1 é fundamentada
em dois pilares: predisposicdo genética e existéncia de
autoanticorpos anti-células-B, anti-GAD,,, antiinsulina e
anti-tirosina fosfatase?®.

E possivel que o SARS-CoV-2 tenha a capacidade de
levar a modificagGes pleiotrdpicas no metabolismo da
glicose, complicando o diabetes ja existente ou o de-
sencadeando®®. Existem varios relatos de etiologia viral
do DM1, incluindo coronavirus que se relacionam com
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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 andlises podem
apoiar a hipétese de mimetismo molecular como um
potencial efeito diabetogénico do SARS -CoV-2 para o
desencadeamento de DM1.

O termo mimetismo molecular foi usado pela primei-
ra vez em 1964 por Damian para descrever a expressao
de similaridade entre antigenos expressos por microrga-
nismos e seus hospedeiros humanos e a resposta imune?s.
O mimetismo molecular é um conceito em evolugao,
envolvendo ndo apenas similaridade entre a estrutura
molecular da proteina do microrganismo e o proteoma
humano, bem como fatores ambientais e genéticos,
além de mecanismos concomitantes a selegdo positiva /
negativa de células T%°.

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
exposi¢cdo ao agente ambiental ou microorganismo e o
desenvolvimento de doenca autoimune”, “reprodutibi-
lidade da autoimunidade em um modelo animal apds
a sensibilizacdo com os epitopos apropriados apods a
infeccdo com o microorganismo ou exposi¢ao ao agente
ambiental” e “detec¢do de anticorpos ou células T que
reagem de forma cruzada com ambos os epitopos em
pacientes com doenga autoimune”?. Em nosso estudo,
atribuimos o desencadeamento do DM1 relacionado ao
SARS-CoV-2 a similaridade entre os epitopos e a estrutura
molecular da insulina humana e do GAD_, com a estrutura
molecular da proteina do SARS-CoV-2.

Estudos sugeriram que o mimetismo molecular
desempenha um papel importante na geragao de au-
toimunidade em pacientes com COVID-19%%22, Para desen-
cadear a autoimunidade secundaria a infec¢do, apenas 5
a 6 AAidénticos entre uma proteina viral e uma proteina
do hospedeiro sdo necessarios para induzir uma resposta
imunoldgica?. Neste trabalho, analisamos a similaridade
entre os epitopos de 7 sequéncias de poliproteina do
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 GAD_, compartilham similaridade de
sequéncia AA, e que algumas regides contém epitopos do
SARS-CoV-2 e autoantigenos de células-p com elevadas
similaridades. Ndo encontramos na literatura nenhum
estudo que avaliasse a similaridade que propomos em
nosso estudo.

0 GAD,, € uma enzima neuroenddcrina, sendo um
autoantigeno chave para o desencadeamento do DM1,
e os autoanticorpos anti-GAD_, sdo positivos no soro
de 70-80% dos pacientes com DM1, sendo, portanto,
um marcador importante na predi¢do e diagndstico de
DM1*. A estrutura cristalina de alta resolugdo do GAD,
foi criada em 2007, disponibilizando, assim, varios insights
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sobre os determinantes moleculares da antigenicidade,
assim como um posicionamento atdmico dos dados de
mapeamento de epitopos®*. O GAD, foi empregado como
uma fungado das varias informagdes sobre determinantes
moleculares de antigenicidade desencadeando DM1. Em
nosso estudo, o GAD,, mostrou uma maior similaridade
com as proteinas 7DDN, 7DDD e 7dk3 do SARS-CoV-2,
enquanto a similaridade com as demais proteinas ava-
liadas ndo foi significativa, apoiando assim a hipotese
de que poderia ocorrer um mimetismo molecular entre
GAD,, e SARS-CoV-2.

Ainsulina é secretada pelas células-B, indispensaveis
para a homeostase glicémica do corpo. No individuo
com DM1, ocorre uma insulinite autoimune resultando
na destruicdo das células-B e consequente auséncia de
secregdo de insulina. Entre os mecanismos patogénicos
propostos para o DM1 estdo mimetismo molecular, infec-
¢do de células-B ndo autoimune, alteragdes nas células
T timicas e ativagdo imunoldgica®. Assim, ha evidéncias
de que a infecgdo viral em individuos geneticamente
predispostos pode ativar o sistema imunoldgico por
meio do mimetismo molecular, desencadeando o DM1.
Em nosso estudo, a insulina humana apresentou uma
elevada similaridade com as proteinas 7DDN e 7DDD do
SARS-CoV-2, coincidindo com GAD,, ja descrito acima e
também apoiando o possivel mimetismo molecular entre
a insulina humana e o SARS-CoV-2.

CONCLUSAO

Os dados de imunoinformatica sugerem uma poten-
cial ligacdo patogénica entre SARS-CoV-2/COVID e o DM1.
Assim, por meio de mimetizagao molecular, verificamos
que a similaridade das sequéncias entre os epitopos e as
sequéncias de AA entre SARS-CoV-2 / COVID e a insulina
humana e a GAD, poderiam levar a produgdo de uma
resposta cruzada imunolégica para autoantigenos, com
qguebra de auto-tolerancia, que poderia assim desenca-
dear o DM1.
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