Microorganismos. 2022 febrero; 10(2): 280.

Publicado en linea el 25 de enero de
2022. doi: 10.3390/microorganisms10020280

PMCID: PMC8878784
PMID: 35208734

Los dominios similares a priones en la proteina Spike
del SARS-CoV-2 difieren entre sus variantes y permiten
cambios en la afinidad con ACE2

George Tetz 12"y Victor Tetz *

Francesco Inchingolo, editor académico , Gianfranco Favia, editor académico ,
Antonio Scarano, editor académico , Gianluca M. Tartaglia, editor académico ,
Gianna Dipalma, editora académica , Felice Lorusso, editor académico , e

loana-Roxana Bordea, editora académica

Informacioén del autor Notas del articulo Informacidn sobre derechos de autor y

licencia Descargo de responsabilidad

Datos asociados

Materiales complementarios

Declaracion de disponibilidad de datos

Resumen

Actualmente, el mundo esta luchando contra la pandemia de la
enfermedad por coronavirus 2019 (COVID-19), causada por el
sindrome respiratorio agudo severo coronavirus 2 (SARS-CoV-
2). Los priones son proteinas que poseen una conversion
conformacional Unica, con la capacidad de cambiar rapidamente
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entre multiples conformaciones debido a la hidrofobicidad de los
residuos y la carga neta de la secuencia, y las proteinas similares a
los priones virales se conocen como reguladores potenciales de
las infecciones virales. Sin embargo, no se han analizado los
dominios similares a priones (PrD) en el proteoma del SARS-CoV-
2. En este estudio in silico, utilizando el algoritmo PLAAC,
identificamos la presencia de dominios similares a priones en la
proteina espiga del SARS-CoV-2. En comparacidn con otros

virus, se observo una diferencia llamativa en la distribucion de
dominios similares a priones en la proteina espiga, ya que el
SARS-CoV-2 es el Uinico coronavirus con un dominio similar a
priones que se encuentra en el dominio de unién al receptor de la
region S1 de la proteina espiga. La presencia y la distribucion
unica de dominios similares a priones en los dominios de unién al
receptor SARS-CoV-2 de la proteina espiga son particularmente
interesantes ya que, aunque las proteinas SARS-CoV-2 y SARS-CoV
S comparten el mismo receptor de la célula huésped, la
angiotensina -enzima convertidora 2 (ACE2), el SARS-CoV-2
demuestra una afinidad de 10 a 20 veces mayor por

ACE2. Identificamos dominios similares a priones en la hélice al
del receptor ACE2 que interactian con el dominio de unién al
receptor viral del SARS-CoV-2. Finalmente, encontramos
diferencias sustanciales en el dominio similar a priones de la
region S1 de la proteina de punta en variantes emergentes,
incluido Omicron (B.1.1.529). En conjunto, los presentes hallazgos
indican que las PrD identificadas en el dominio de unién al
receptor (RBD) del SARS-CoV-2 y la regiéon ACE2 que interactiian
con RBD desempeifan funciones funcionales importantes en la
adhesion y entrada viral.

Palabras clave: COVID-19, SARS-CoV-2, variantes, dominios
pridnicos, PrD, ACE2, variante Delta, variante Omicron
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1. Introducciéon

El mundo esta luchando contra la pandemia causada por un nuevo
coronavirus (ahora llamado sindrome respiratorio agudo severo-
2 0 SARS-CoV-2, que causa la enfermedad por coronavirus 2019
(COVID-19)) que se ha expandido desde Wuhan a toda China y el
resto del mundo [ 1 ]. Para el 12 de diciembre de 2021, habia mas
de 259 millones de casos confirmados del virus en todo el mundo
y habia contribuido a mas de 5,2 millones de muertes

( https://www.worldometers.info/coronavirus/, consultado el 10
de enero de 2022).

El SARS-CoV-2 es un nuevo miembro del género Betacoronavirus
(B-CoV) de grandes virus de ARN monocatenario con envoltura

[ 2 ]. Este género no solo incluye virus que causan infecciones
humanas mortales, como el sindrome respiratorio agudo severo
(SARS) y el sindrome respiratorio de Oriente Medio (MERS), sino
que también abarca virus que causan resfriados comunes que no
ponen en peligro la vida, incluido el coronavirus humano 0C43
(HCoV-0C43 )y el coronavirus humano HKU1 (HCoV-HKU1)

[ 3 ]. Aunque estos virus infectan predominantemente las células
epiteliales pulmonares, la gravedad clinica y la patogénesis de las
infecciones que causan varian entre los diferentes coronavirus [ 4
].]. Si bien la neumonia grave y la fibrosis pulmonar son
fundamentales para la patogenia de la COVID-19, el SARS y el
MERS, estos sintomas no son tipicos de las infecciones causadas
por HCoV-0C43 y HCoV-HKU1 [ 5, 6].

Al igual que otros 3-CoV, el genoma del nuevo virus SARS-CoV-2
codifica proteinas estructurales necesarias para la formacion
eficiente de viriones infecciosos; estos incluyen la espiga (S), la
envoltura (E), la membrana (M) y las proteinas de la
nucleocapside (N) [ 7 ].
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El determinante clave de la especificidad del huésped de los 3-CoV
es la proteina S ubicada en la superficie, que desempena un papel
fundamental en la infeccidn al mediar la unién viral a los
receptores de la superficie de la célula huésped y facilitar la
entrada viral [ 8 ]. La proteina S consta de dos grandes regiones: la
N-terminal S1 y la C-terminal S2 [ 9 ]. S1 es responsable de
reconocer los receptores de la célula huésped, incluido el dominio
de unidn al receptor (RBD), y tiene una mayor variabilidad de
secuencia que S2 (S1 comparte alrededor del 70 % de identidad
con la de otros (3-CoV humanos). La region S2 incrustada en la
membrana responsable de la fusion esta mas conservada que la de
S1[8,9]. Enel SARS-CoV-2, el RBD en S1 permite que el virus se
una directamente al dominio de peptidasa del complejo de la
enzima convertidora de angiotensina 2 (ACE2) del huésped,
mediando la entrada del virus en las células sensibles [ 10 ]. En
particular, en comparacion con el SARS-CoV, el SARS-CoV-2 tiene
una mayor afinidad de union con la ACE2 (que es el receptor
comun tanto para el SARS-CoV-2 como para el SARS-CoV), con una
interaccion mas amplia con la ACE2 (sugerida debido a la
dinamica basados en movimientos correlacionados y las
perturbaciones de energia electrostatica) expresadas no solo en
los pulmones sino también en los rifiones, los testiculos y el

Las mutaciones en la secuencia del genoma del SARS-CoV-2 son
responsables de la aparicién de nuevas variantes del SARS-CoV-2,
muchas de las cuales se caracterizan por tasas de transmision mas
altas[15,16,17].

Recientemente, realizamos un anadlisis e identificamos por
primera vez dominios similares a priones virales (PrD), que
sugerimos que son nuevos reguladores del ensamblaje de viriones
con un papel que desempefiar en las interacciones virus-célula
huésped [ 18, 19 ]. Estos estudios estaban alineados con estudios
previos, mostrando que ademas del papel patolégico que juegan
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los priones en los humanos (estando implicados en las
enfermedades de Alzheimer y Parkinson, diabetes y muchas otras
patologias humanas), el plegamiento incorrecto de proteinas
también juega un papel fisioldégico importante en eucariotas y
procariotas. 20, 21, 22,23 ].

Aunque los mecanismos moleculares detallados que subyacen a la
formacion de priones siguen siendo esquivos, se sabe que las
regiones ricas en asparagina (Q) y glutamina (N) caracterizadas
por hidrofobicidad alterada y carga de secuencia neta impulsan la
formacion de priones. Esta es la base de una serie de algoritmos
para identificar candidatos prionogenic dominios [ 24, 25 ]. Uno
de estos algoritmos es el analisis de composicién de aminoacidos
similares a priones (PLAAC), que permite la evaluacién de
dominios similares a priones en funcién del modelo oculto de
Markov (HMM) que también incorpora otros algoritmos
predictivos de dominios similares a priones PAPA, DIANA y
FoldIndex [ 26, 27, 28 ].

Aunque las estructuras de las variantes del SARS-CoV-2 se
investigaron ampliamente mediante CryoEM, modelado, dinamica
molecular y otros métodos para estudiar el impacto en la afinidad
de union de cada aminoacido en contacto con ACEZ2, las
propiedades priondgenas del SARS-CoV-2 auin no han sido
estudiados [ 29,30, 31,32].

En este estudio, realizamos la primera evaluacién detallada de
PrD en la proteina de pico del SARS-CoV-2 y los comparamos con
PrD de otros (-CoV patogenos para humanos. También
analizamos las PrD en la proteina espiga de las variantes de
interés (VOC) B.1.617.2 (Delta) y B.1.1.529 (Omicron), variantes
de interés (VOI) y variantes en seguimiento (VBM), como B.1.1.7
(Alpha), B.1.351 (Beta), P.1 (Gamma), B.1.427 (Epsilon), B.1.617.1
(Kappa) y P.2 (Zeta), algunos de los cuales son conocido por su
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capacidad para escapar de la neutralizacion de anticuerpos
[33,34,35,36].

Los analisis adicionales de estas proteinas que contienen PrD en el
SARS-CoV-2 pueden mejorar nuestra comprension de la infeccion
por COVID-19 y proporcionar nuevos conocimientos sobre su
fisiopatologia y nuevos objetivos para desarrollar terapias,
incluidos compuestos antipridénicos con propiedades de union a
las proteinas prionicas.

2. Materiales y métodos

2.1. Secuencias de proteinas

Para identificar las PrD presentes en los proteomas virales, las
secuencias de proteinas se obtuvieron de la base de datos UniProt
Knowledge Base y del Centro Nacional de Informacién
Biotecnoldgica (NCBI) [ 37,38 ].

2.2. Identificacion de PrD en proteomas virales

La presencia de PrD en los proteomas de 3-CoV, que se
encontraron mediante el algoritmo PLAAC, y las probabilidades de
salida de las PrD se construyeron en funcion de las frecuencias de
aminoacidos y las similitudes con las PrD en Saccharomyces
cerevisiae . Usando el valor del parametro Alpha (que se usa para
permitir una interpolacién continua entre las frecuencias de fondo
especificas del organismo probadas y las frecuencias de fondo

de S. cerevisiae ) de 1.0, empleamos un escaneo independiente de
la especie para identificar las PrD en (3-CoV.

Utilizamos un valor de corte de relacion de log-verosimilitud
(LLR) de 3,0, que refleja la suma maxima de relaciones de log-
verosimilitud por residuo para cualquier subsecuencia de e de
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longitud L que se encuentre parcial o totalmente dentro del estado
de dominio similar al prion en el analisis HMM Viterbi dentro de
una secuencia proporcionada [ 24 ]. Las posiciones de
aminodacidos del dominio similar a priones se determinaron en
base al analisis del programa del algoritmo PLAAC.

2.3. Analisis estadistico

Todos los analisis estadisticos se realizaron utilizando el paquete
estadistico para Windows (version 5.0) (StatSoft, Inc., Tulsa, OK,
EE. UU.). Los datos se compararon entre virus utilizando una
prueba de x 2 o la prueba exacta de Fisher. Para detectar
diferencias en las comparaciones multiples, se ajusté un analisis
de varianza (ANOVA) de una via con el intervalo de confianza
estandar del 95 %. Los valores de p < 0,05 se consideraron
estadisticamente significativos.

3. Resultados

Usando el algoritmo PLAAC de prediccion de priones, analizamos
proteinas estructurales derivadas de las bases de datos UniProtKB
y NCBI e identificamos PrD en las proteinas S de todos los $-CoV
analizados en este estudio ( Figura complementaria S1 ). Las

puntuaciones LLR de PrD de las proteinas S fueron practicamente
idénticas dentro de los 3-CoV estudiados, con un rango de 2.828 a
4.856 ( Figura complementaria S2 ). En particular, con un mapeo

mas preciso de PrD dentro de estas proteinas, encontramos una
diferencia sorprendente en su localizacién, siendo el SARS-CoV-2
el inico virus con PrD identificado dentro del RBD de la proteina S
(tabla 1).

tabla 1
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Comparacion de la distribucion de PrD dentro de la proteina S entre diferentes

patégenos humanos (3-CoV.

Proteina S
. . Posicién AA del dominio similar aun  Puntuacion
Dominio .,
prion LLR
SARSZ'COV' RBD 473-510 4.856
SARS-CoV HR1 900-910 4.426
MERS-CoV N/A No detectable 4.49
HCoV-
0C43 N/A No detectable 2.828

Abrir en una ventana separada

LLR: relacidn log-verosimilitud.

Teniendo en cuenta que, aunque el SARS-CoV-2 y el SARS-CoV
(que son los patégenos 3-CoV humanos relacionados mas
cercanos) comparten el mismo receptor ACE2 de la célula
huésped, el SARS-CoV-2 se une mas estrechamente a él; por lo
tanto, planteamos la hipétesis de que la presencia de PrD en el
RBD del SARS-CoV-2 podria explicar este fendmeno [ 10 ]. De
acuerdo con esta hipdtesis, encontramos que el SARS-CoV-2, junto
con otras sustituciones de residuos, tiene cinco aminoacidos
sustituidos en el RBD en comparacién con el SARS-CoV. Las
siguientes son las sustituciones en el RBD: S460—-Q474,
T488-N481, N480—Q493, Y485-Q498 y T488—N501, que
forman una region hidrofébica rica en Q/N que permite la
prionogenidad del SARS-CoV-2 RBD (Figura 1).
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SARSCov2 PN | TNLCPFGEVFNATRFASVYAWNRKRISNCVADYSVLY 36
SARS.-COV PN | TNLCPFGEVFNATRFASVYAWERKKISNCVADYSVLY 3%
SARSCoV2 N SASFSTFKCYGVSPTKLNDLCFTNVYADSFVIRGDEVRQ 409
SARS.-COV N S TFFSTFKCYGVSATKLNDLCFSNVYADSFVVKGDDVYVRQ 39
sARsCov2 | APGQTG[K]l ADYNYKLPDDFTGCVIAWNSNNLDSKYGGNY 440
SARS.COV | APGQTGV I ADYNYKLPDDFMGCVLAWNTRNIDATSTGNY 43
sARsCoV2 N Y L[YJRLFRKSNLKPFERDISTE I Y[QAGSTPCNGVEG[FINCY 48
SARS.COV N YKYRYLRHGKLRPFERDISNVPFSPDGKPCTP-PALNCY 478
SARsCov2 F P LQS YGF[QIP[TIN[GVGYQPYRVVVLSFELLHAP 521
SARS.COVW P LNDYGFYTTTGIGYQPYRVVVLSFELLHAP 508

Figura 1
Analisis y comparacion de mutaciones en el RBD de SARS-CoV-2 y SARS-CoV. El

RBD de la proteina de pico SARS-CoV-2 (secuencia de referencia
NCBI: YP_009724390.1 ) se aline6 con el fCoV humano relacionado mas cercano,
SARS-CoV (secuencia de referencia NCBI: AYV99817.1 ). Los PrD del SARS-CoV-2

son rojos. Los diferentes residuos se indican con * debajo de la posicion de

consenso. Los aminoacidos asparagina (Q) y glutamina (N) en los PrD del SARS-
CoV-2 RBD que difieren de los aminoacidos en el SARS-CoV RBD se indican con un
rojo ** debajo de la posicion de consenso. Los aminoacidos del SARS-CoV-2 RBD
que se unen a ACE2 estan marcados con cuadros rojos. RBD: dominio de unién al

receptor.

A continuacién, analizamos la presencia de dominios similares a
priones en la proteina ACE2 y encontramos PrD dentro de la
hélice al de ACE2 (aa 40-65y 93-106) ( Figura complementaria
S3 ). Usando los datos del analisis anterior que modul6 la interfaz
entre el SARS-CoV-2 RBD y ACE2, identificamos un patron en el
que cinco de los siete aminoacidos que interactian entre el SARS-
CoV-2 RBD y la célula huésped ACE2 estan localizados dentro los
PrD de SARS-CoV-2 RBD, ACE2 o ambos (Figura 2) [ 39 |]. Asi,
Q498 y T500 del PrD del SARS-CoV2 RBD interactian con Q42 e
Y41 dentro del PrD de ACE2. Mientras tanto, Q474, F486 y N501
del PrD del SARS-CoV2 RBD se unen a Q24, M82, K343 y R357,
respectivamente, de un no PrD de ACE2. En particular, K417 e
Y453 fueron los unicos residuos del SARS-CoV-2 RBD que estaban
fuera del PrD viral y se unieron a un no PrD de ACE2 (Figura 2).
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PrD of SARS-CoV-2 RBD ton-PrD of SARS-Cav-2

RBD
Q498 T500 Q474 F486 N501 K417 Y453
Q42 Y41 Q24 M82 K353/R357 D30 H34
PrD of Human ACE2 Non-PrD of Human ACE2

Figura 2

Interacciones entre aminodacidos de PrD y regiones no similares a priones de SARS-
CoV-2 RBD y ACEZ2. Los aminoacidos Q498 y T500 del PrD del SARS-CoV2 RBD
interactian con Y41 y Q42 dentro del PrD de ACE2, mientras que Q474, F486y
N501 del PrD del SARS-CoV-2 RBD se unen a Q24, M82 y K343 de los no PrD de
ACE2.K417 e Y453 fueron los inicos aminoacidos del SARS-CoV-2 RBD que

estaban fuera del PrD viral y se unieron a ACE2.

Analizamos las particularidades de los PrD en las variantes del
SARS-CoV-2, algunas de las cuales se sabe que tienen una afinidad
de union sustancialmente mayor debido a mutaciones en la
proteina S, lo que sugiere que pueden tener un mayor potencial de
formacion de priones. Para ello analizamos la correlacién entre la
puntuacién LLR de la PrD dentro de la RBD de las proteinas S de la
VOC, VOl y VBM.

En comparacion con el SARS-CoV-2 WT, observamos una
puntuacion LLR elevada para la proteina S solo de la variante
Delta (B.1.617.2), con un LLR de 6.025, mientras que del
emergente Omicron (B.1.1. 529), el LLR fue de solo 3.080 (figura
3y figura complementaria S4 ).
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figura 3
Mapa de calor que muestra PrD dentro de la proteina S en variantes de SARS-CoV-

2. Se presenta la correlacion entre las puntuaciones LLR de los PrD identificados en
la proteina S en diferentes variantes de SARS-CoV-2. Las puntuaciones LLC medias

de la proteina S se indican mediante una escala de colores, que van desde el blanco
(minimo) hasta el rojo saturado (maximo). Las puntuaciones mas altas de LLC

indican una mayor posibilidad de que la proteina analizada sea un pridn.

4. Discusion

Este estudio es la evaluacién mas completa de PrD en la proteina S
de las variantes del SARS-CoV-2. Los resultados destacan algunas
caracteristicas Unicas y previamente desconocidas del SARS-CoV-
2 que pueden desempeiiar un papel en la patogénesis de COVID-
19.

En este estudio, utilizamos un umbral alto de la puntuacién PLAAC
para la identificacidn de proteinas: solo se incluyeron en el
analisis proteinas con una alta probabilidad de propiedades
prionégenas. Encontramos que aunque diferentes miembros de (3-
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CoV contienen PrD en las proteinas S, el SARS-CoV-2 es el Unico
miembro que tiene un PrD en el RBD de la proteina S que se une al
receptor ACE2 empleado para la entrada de la célula

huésped. Ademas, descubrimos aminoacidos especificos (Q474,
N481, Q493, Q498 y N501) que permiten la prionogenidad del
SARS-CoV-2 RBD que interactua directamente con ACEZ2.

La inspeccidn de la interaccion atdmica de SARS-CoV-2 y ACE2
mostré que ocurren muchas interacciones por pares dentro del
trastorno intrinseco, que se detectaron como segmentos similares
apriones [ 13,14,24,33].

En particular, dado que cinco de las siete interacciones de
aminoacidos que ocurren entre el RBD de SARS-CoV-2 y ACE2
estan dentro de sus PrD, también es interesante considerar si la
interaccion prién-pridn entre el virus y el receptor humano tiene
lugar en COVID-19, y si aflade un valor especial por la mayor
afinidad a su uniéon. Dado que se demostro6 que otros 3-CoV
carecen de PrD en el RBD, esto significa que la presencia de PrD es
beneficiosa, pero no necesaria, para la unién del virién mediada
por receptor a la célula huésped. Uno de los objetivos criticos de
nuestros estudios previos fue mostrar que las PrD identificadas en
virus pueden desempeifar funciones funcionales importantes en la
virulencia y estan particularmente asociadas con la adhesion y
entrada viral [ 18, 19 ].]. Este estudio proporciona prueba de este
concepto, demostrando que la presencia de PrD en el RBD del
SARS-CoV-2 mejora la unién viral a su receptor huésped en
comparacion con el SARS-CoV, que carece de PrD en su estructura
RBD.

Ademas, en todas las variantes emergentes de SARS-CoV-2,
observamos las puntuaciones LLR mas altas en la proteina S de la
variante SARS-CoV-2 Delta (B.1.617.2). Esto es notable ya que la
variante Delta (B.1.617.2) es conocida por su mayor
transmisibilidad. La carga viral mas alta es mas de 1000 veces
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mayor en las personas infectadas con la variante Delta que en las
infectadas con la cepa original del coronavirus, y la variante Delta
estd asociada con una mayor mortalidad y un mayor riesgo de
hospitalizacion [ 40]. Sin embargo, la variante emergente de
Omicron (B.1.1.529), aunque conocida por su alta
transmisibilidad, por ahora parece ser mas leve que las cepas
anteriores y tiene el LLR mas bajo entre todas las variantes de
SARS-CoV-2. Los anadlisis adicionales de estas proteinas que
contienen PrD en el SARS-CoV-2 pueden mejorar nuestra
comprension de la infeccion por COVID-19 y proporcionar nuevos
conocimientos sobre su fisiopatologia y nuevos objetivos para el
desarrollo de terapias.
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proteinas S de diferentes variantes de SARS-CoV-2.
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