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RESUMEN

Fundamento: una nueva variante del SARS-CoV-2,
denominada &émicron, ha sido calificada “de
preocupaciéon” por la Organizacién Mundial de la
Salud, por el alto nUmero de mutaciones y su rapida
diseminacién a nivel internacional.

Objetivo: evaluar in silico la proteccién que pueden
ofrecer las vacunas cubanas anti-covid-19 frente a la
variante Omicron, mediante la identificacién de
epitopes compartidos.

Métodos: con el uso de herramientas
bioinformaticas, se obtuvieron y compararon
epitopes T y B del dominio de unién al receptor de la
proteina S de SARS-CoV-2, a partir de las secuencias
incluidas en las vacunas Abdala y Soberana, asi
como en las variantes alfa, beta, gamma, delta y
émicron, todas obtenidas del GenBank y alineadas
en la regién comprendida entre los residuos 319-
541. Se calcularon los porcientos de epitopes
idénticos, de aquellos con algin cambio en la
secuencia y los epitopes diferentes.

Resultados: se encontraron epitopes T conservados
entre las vacunas y las cepas delta y démicron:
FTNVYADSFVIRGDE (392-406), SFVIRGDEVRQIAPG
(399-413), NLKPFERDI (460-468), ELLHAPATV (516-
524) y STNLVKNKCVNFNFN (530-544). La regién
comprendida entre los residuos 522 y 540 incluyé
epitopes B identificados por todos los algoritmos,
tanto en las vacunas como en las variantes del virus.
Entre aislamientos seleccionados de la variante
émicron se producen cambios que dan lugar a lineas
heterogéneas y potenciales modificaciones en su
inmunogenicidad.

Conclusiones: los epitopes compartidos entre las
vacunas cubanas y la variante édmicron justifican la
utilidad de la vacunacién con los inmundgenos en
uso en Cuba, y las dosis de refuerzo, cuya proteccién
se conservara, al menos parcialmente.
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ABSTRACT

Background: a new SARS-CoV-2 variant, known as
omicron, has been classified as “of concern” by the
World Health Organization, due to the high number
of mutations and its increased ability to disseminate
worldwide.

Objective: to evaluate in silico the protection that
the Cuban anti-covid-19 vaccines may offer against
omicron variant, through the identification of shared
epitopes.

Methods: with the use of bioinfomatic tools, T y B
epitopes from the receptor-binding domain of SARS-
CoV-2 S protein, were compared in primary
sequences from Abdala and Soberana vaccines, as
well as in variants alpha, beta, gamma, delta and
omicron, all obtained from GenBank and aligned in
the region between residues 319-541. The percent of
identical epitopes, those with some change in the
sequence and different were all calculated.

Results: conserved T epitopes were found between
the vaccines and delta and omicron variants:
FTNVYADSFVIRGDE (392-406), SFVIRGDEVRQIAPG
(399-413), NLKPFERDI (460-468), ELLHAPATV (516-
524) and STNLVKNKCVNFNFN (530-544). The region
spanning from residues 522 and 540 included B
epitopes identified by three algorithms, both in the
vaccines and all the variants. Among several
isolations of the omicron variant, a number of
seqguence changes occurs, leading to heterogeneous

lines and potential modifications in their
immunogenicity.
Conclusions: epitopes shared between Cuban

vaccines and émicron variant justify the usefulness
of vaccination with the immunogens used in Cuba, as
well as boosters that will lead to some partial
protection.
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INTRODUCCION

La continua emergencia de cepas mutantes del
SARS-CoV-2 durante la pandemia de COVID-19
suscita preocupacién por sus implicaciones para la
salud global, tanto en términos del potencial
incremento de la transmisibilidad y la letalidad,
como en la reducciéon de la efectividad de las
vacunas Yy las terapias que se han desarrollado para
su enfrentamiento. ** A pesar de que la tasa de
mutaciones del virus no es mayor que la de otros
patégenos, “* el alto nimero de infectados en el
mundo es una de las razones que explica la aparicién
de las variantes. ©

La ultima gran oleada de casos de COVID-19 fue
relacionada con la aparicién y el dominio de la cepa
delta, que ocasiond un aumento de la mortalidad en
Cuba y otros paises. En el momento en que se
escribe este reporte, una nueva Vvariante,
denominada émicron, ha sido calificada como “de
preocupaciéon” por la Organizacién Mundial de la
Salud ? y muestra una rapida diseminacién. Ain no
es posible determinar su impacto sanitario, pero,
dado el hecho de que ya ha ocurrido su entrada al
pais, resulta prioritario evaluar la protecciéon que
pueden ofrecer las vacunas con las que ha sido
inmunizada la poblacién cubana.

El papel clave de la proteina S en la adhesién y
penetracion del virus a las células humanas, etapas
iniciales de su ciclo vital, hacen que la mayor parte
de las vacunas aprobadas o en desarrollo consideren
esta molécula como la diana ideal. ®* El dominio de
unién al receptor (en lo adelante RBD, del inglés
Receptor-Binding Domain) es la region
inmunodominante de la proteina S, que genera hasta
el 90 % de la actividad de anticuerpos neutralizantes
en el suero de pacientes convalecientes de COVID-
19, ©12 yno de los elementos claves en la
respuesta inmune especifica, si bien no se ha
determinado el correlato éptimo de proteccién frente
a este patégeno.

Cuba ha logrado altos niveles de cobertura con las
vacunas Abdala y Soberana, las que emplean el RBD
como inmundgeno, a partir de la secuencia de la
cepa original de SARS-CoV-2, reportada en Wuhan,
China. 10121 Eg plausible relacionar la extensién
progresiva del uso poblacional de esas vacunas,
junto a otras medidas de control epidemiolégico, con
la reduccién de la incidencia de casos de la
enfermedad lograda en Cuba.

En el presente reporte se evallan los cambios en la
inmunogenicidad del RBD de la proteina S en las
nuevas cepas del SARS-CoV-2, en relaciéon con las
vacunas cubanas anti-covid-19, y se discuten sus
implicaciones para la proteccién de la poblacién ante
émicron.

19; VACCINES; VACCINATION;
VACCINE.

IMMUNOGENICITY,

MATERIALES Y METODOS

Se emplearon las secuencias de la proteina S de
SARS-CoV-2 reportadas en la base de datos GenBank
para el aislamiento original de Wuhan (empleado en
las vacunas cubanas), asi como en las variantes alfa,
beta, gamma, delta y émicron.

Para la prediccion de epitopes T se empled la
herramienta bioinformatica SYFPEITHI (http://www.
syfpeithi.de/), con la modelacién de la presentacién
por las moléculas HLA-A*0201 y HLA-DRB1*0301,
reportadas como frecuentes en la poblacién cubana.
15160 Fn el caso de los epitopes B, fueron utilizados
tres algoritmos diferentes ABCpred (https://webs.iiitd
.edu.in/fraghava/abcpred/index.html), BcePred (https:
//webs.iiitd.edu.in/raghava/bcepred/) 'y BepiPred-
IEDB (http://tools.iedb.org/bcell/). En todos los casos
se seleccionaron solo los epitopes predichos
ubicados en la regién del RBD, entre los residuos 319
y 541.

Se calcularon los porcientos de epitopes idénticos,
de aquellos con algln cambio en la secuencia y los
epitopes diferentes.

Se realizé la alineaciéon de las secuencias del RBD
entre el inmunégeno empleado en las vacunas
cubanas y cepas de dmicron aisladas en Bélgica,
Canadéd y Estados Unidos, todas reportadas en el
GenBank.

RESULTADOS

Todos los nonéameros predichos por SYFPEITHI,
localizados en el RBD de la secuencia de referencia
empleada en las vacunas Abdala y Soberana
(mostrada como “Vacunas”), estan presentes en la
variante delta, para un 100 % de coincidencia (tabla
1). En el caso de émicron, se conservan idénticos
dos epitopes T CD8 (40 %), al tiempo que otros dos
muestran los cambios de un residuo (K->N y N->K,
respectivamente, destacados en rojo en la tabla);
para esta Ultima variante aparece un nuevo epitope,
aunque estd relacionado con otro presente, como
parte de una misma secuencia (VLSFELLHAPATV,
posiciéon 512-524). Los nonameros NLKPFERDI (460-
468) y ELLHAPATV (516-524) son conservados en las
secuencias de las tres cepas.

TABLA 1. Epitopes T derivados del RBD de Ila
proteina S de SARS-CoV-2, con afinidad por
HLA-A*0201, segtn el algoritmo SYFPEITHI

Vacunas Delta Omicron
KIADYNYKL KIADYNYKL NIADYNYKL
ELLHAPATV ELLHAPATV VIAWNSNKL
VIAWNSNNL VIAWNSNNL ELLHAPATV
IAPGQTGKI IAPGQTGKI NLKPFERDI
NLKPFERDI NLKPFERDI VLSFELLHA
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En el caso de los epitopes T CD4 con afinidad por
HLA-DRB1*0301, segun la modelacién  con
SYFPEITHI, cuyos resultados se muestran en la tabla
2, igualmente delta mostr6 un 100 % de
conservacién, mientras émicron comparte el 60 %,
con un cambio de residuo en los otros dos péptidos

(K->N 'y G-S, respectivamente). Los péptidos
FTNVYADSFVIRGDE (392-406) y SFVIRGDEVRQIAPG
(399-413), que se superponen, son compartidos
entre las tres secuencias, al igual que
STNLVKNKCVNFNFN (530-544).

TABLA 2. Epitopes T derivados del RBD de la proteina S de SARS-CoV-2, con afinidad por HLA-

DRB1*0301, segun el algoritmo SYFPEITHI

Vacunas Delta Omicron
QTGKIADYNYKLPDD QTGKIADYNYKLPDD QTGNIADYNYKLPDD
DSKVGGNYNYLYRLF DSKVGGNYNYRYRLF DSKVSGNYNYLYRLF

FTNVYADSFVIRGDE

FTNVYADSFVIRGDE

FTNVYADSFVIRGDE

SFVIRGDEVRQIAPG

SFVIRGDEVRQIAPG

SFVIRGDEVRQIAPG

STNLVKNKCVNFNFN

STNLVKNKCVNFNFN

STNLVKNKCVNFNFN

Una regién del RBD de la proteina S,
SFVIRGDEVRQIAPGQTGKIADYNYKLPDD, que se
extiende desde la posicién 396 hasta 425, contiene
epitopes T para MHC clase | (KIADYNYKL vy
IAPGQTGKI en vacunas y delta, NIADYNYKL en
6micron) y Il (SFVIRGDEVRQIAPG y
QTGKIADYNYKLPDD en vacunas y delta, el sequndo
también en dmicron con un cambio de residuo).

Las tablas 3, 4 y 5 presentan los epitopes B
localizados en el RBD de la proteina S de acuerdo
con la prediccién de tres algoritmos diferentes, para
las secuencias de las vacunas cubanas anti-covid-19
y las variantes delta y édmicron. Para el primero de
los algoritmos, ABCpred, la mitad de los epitopes B

coinciden entre las vacunas y la cepa delta (tabla
3), mientras en otros tres péptidos se produjo el
cambio de residuo T->K en una misma secuencia que
los incluye (FERDISTEIYQAGSTPCNGVEGFNCYFP,
posicion 464-491). En la variante &micron se
conserva el 30 % de los epitopes B predichos por el
algoritmo para la vacuna, mientras que en otros
cinco (50 %) aparecen cambios, que van desde uno
hasta cinco aminoacidos.

Los epitopes CFTNVYADSFVIRGDE (391-406) vy
CGPKKSTNLVKNKCVN (525-540) se conservan entre
las secuencias del RBD de las vacunas y las
variantes delta y émicron.

TABLA 3. Epitopes B presentes en el RBD de la proteina S de SARS-CoV-2, segtin el algoritmo

ABCpred
Vacunas Delta Omicron

GSTPCNGVEGFNCYFP LQSYGFQPTNGVGYQP LRSYSFRPTYGVGHQP
LQSYGFQPTNGVGYQP TEIYQAGSKPCNGVEG TEIYQAGNKPCNGVAG
TEIYQAGSTPCNGVEG CGPKKSTNLVKNKCVN FERDISTEIYQAGNKP
CGPKKSTNLVKNKCVN EVRQIAPGQTGKIADY SVLYNSAPFFTFKCYG
FERDISTEIYQAGSTP CFTNVYADSFVIRGDE CGPKKSTNLVKNKCVN
EVRQIAPGQTGKIADY GSKPCNGVEGFNCYFP CFTNVYADSFVIRGDE
CFTNVYADSFVIRGDE FERDISTEIYQAGSKP EVRQIAPGQTGNIADY
TGKIADYNYKLPDDFT DSKVGGNYNYRYRLFR FPNITNLCPFDEVFNA
FPNITNLCPFGEVFNA FPNITNLCPFGEVFNA FASVYAWNRKRISNCV
FASVYAWNRKRISNCV NYNYRYRLFRKSNLKP KVSGNYNYLYRLFRKS

De acuerdo con el algoritmo BcePred (tabla 4), las

contiene dos sustituciones (N->K y G->S)

cinco regiones identificadas en el RBD empleado en
las vacunas cubanas se conservan en la variante
delta (83,3 %), al igual que tres de las detectadas
para émicron (75 %). El cuarto epitope B de émicron

diferencian del péptido NNLDSKVG, presente en las
vacunas y delta. Los epitopes YAWNRKRI (351-358),
RLFRKSNL (454-461) y ATVCGPKKST (522-531) son
compartidos entre las tres secuencias.
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TABLA 4. Epitopes B presentes en el RBD de la
proteina S de SARS-CoV-2, segtin el algoritmo
BcePred

Vacunas Delta Omicron
YAWNRKRI YAWNRKRI YAWNRKRI
QIAPGQT QIAPGQT
NNLDSKVG NNLDSKVG NKLDSKVS
RLFRKSNL RLFRKSNL RLFRKSNL
YQAGSKPC
ATVCGPKKST ATVCGPKKST ATVCGPKKST

Para el tercero de los algoritmos de prediccién de
epitopes B, IEDB, hubo un 80 % de coincidencia
entre delta y las vacunas cubanas, con un cambio de
aminoacido (T->K) en el epitope restante (tabla 5).
La variante émicron, por su parte, tuvo un solo
epitope idéntico (20 %), pues en el resto de las
estructuras se produjeron una o dos sustituciones.
Por tanto, TVCGPKKSTN (523-532) fue el Unico
epitope B conservado entre las tres secuencias de
RBD, de acuerdo con este algoritmo.

TABLA 5. Epitopes B presentes en el RBD de la proteina S de SARS-CoV-2, segun el algoritmo

IEDB
Vacunas Delta Omicron
VRQIAPGQTGKIAD VRQIAPGQTGKIAD VRQIAPGQTGNIAD
NNLDSKVGG NNLDSKVGGNY NKLDSKVSG
YQAGSTPCNGV YQAGSKPCNGV YQAGNKPCNG
YGFQPTNGVGYQ YGFQPTNGVGYQ
TVCGPKKSTN TVCGPKKSTN TVCGPKKSTN

Es de destacar que la regién comprendida entre los
residuos 522 y 540 incluyé epitopes B identificados
por todos los algoritmos. La regién 390-425, por su
parte, contiene tanto epitopes T como B.

Como informacién suplementaria a este reporte, se
presentan los epitopes B obtenidos con los mismos
algoritmos, para los RBD de las variantes alfa, beta y
gamma del SARS-CoV-2 (tablas 6, 7 y 8, datos
suplementarios). Los resultados son similares a los
aqui mostrados, aunque con una menor
diversificacién de epitopes y un menor ndmero de
mutaciones en las secuencias analizadas para esas
otras cepas. La region ATVCGPKKSTNLVKNKCVN es
identificada por los tres algoritmos con epitopes B, y
estd conservada en la secuencia vacunal y todas las
variantes. Otros péptidos son reconocidos en todas
las cepas, aunque no por todos los algoritmos, pero
aparecen conservados en O6micron, como son los
casos de YAWNRKRI y RLFRKSNL.

La alineacién de secuencias del RBD entre las
vacunas y cepas circulantes de dmicron, aisladas en
varias regiones del mundo (tabla 9, datos
suplementarios), revela que, si bien se observan los
cambios de residuos reportados para esta variante,
7 en algunos casos no estdn presentes todas las
sustituciones, al tiempo que aparecen otras
diferencias.

DISCUSION

La respuesta inmune contra el SARS-CoV-2 implica
tanto a los componentes innatos como adaptativos;
en el caso de los segundos, ocurre la activaciéon de
linfocitos T CD4+ y CD8+, asi como la produccién de
anticuerpos especificos. *® El algoritmo SYFPEITHI,

que modela la presentacién de los antigenos virales
a los linfocitos T, identific6 que en el RBD de la
variante édmicron se conserva la inmunogenicidad de
dos de los epitopes presentes en las vacunas
cubanas, con afinidad por la molécula HLA-A*0201.
Un tercer nondmero, considerado de la mds alta
afinidad, muestra el cambio K417N, que no afecta el
anclaje a la molécula HLA-A*0201.

El estudio cristalografico del péptido KIADYNYKL
asociado con HLA-A*0201 y la B2-microglobulina ha
revelado la interaccién de la lisina inicial (K417) con
el anillo indol del triptéfano (W167) del alelo HLA, por
lo que se ha propuesto que cualquier cambio de
aminodcido alteraria tal interaccién. ®¥ Sin embargo,
la  mutacién K417N no parece afectar la
inmunodominancia de los epitopes de clase |
(NIADYNYKL) y Il (QTGNIADYNYKLPDD) en que esta
implicada tal variaciéon, lo que no conduciria al
escape frente a los mecanismos inmunitarios
celulares adaptativos. La secuencia
EVRQIAPGQTGNIADY, identificada como epitope B
por dos algoritmos (tabla 3 y 5), contiene la misma
sustitucién, ademas presente en la variante beta del
SARS-CoV-2 (tablas 6 y 8 de los datos
suplementarios).

Otras dos regiones del RBD contienen epitopes con
afinidad por HLA-DRB1*0301, reconocibles por
linfocitos T CD4+: 392-413 y 530-544, y son
compartidas entre las vacunas y las cepas; en esta
Gltima secuencia se superponen epitopes B (525-
540), también conservados entre todas las variantes
de SARS-CoV-2 y las vacunas. La cooperaciéon de las
células T CD4+, activadas por la proteina S, es
imprescindible para una 6ptima respuesta de
anticuerpos, asi como para la activacién de otros
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linfocitos T, tanto CD4+ como CD8+. 1%V E| efecto
de la activacién de los linfocitos T CD8+, por su
parte, se traduce en la accién litica y la induccién de
apoptosis en las células infectadas. @ La respuesta
de células T ha sido responsabilizada con la
efectividad mostrada por las vacunas frente a las
variantes del virus, en términos de prevencién de la
enfermedad grave, los ingresos y la muerte. ©

En las regiones donde se identifican epitopes B se
encuentra un mayor nimero de mutaciones para la
variante émicron. Algunas de ellas ya habian sido
reportadas en otras cepas y se habia precisado su
asociacién con una mayor infectividad, reinfeccién y

capacidad para evadir anticuerpos neutralizantes.
(7,19)

El hecho de que se conserven epitopes, tanto T como
B, entre la secuencia de RBD empleada en las

vacunas Yy las variantes de SARS-CoV-2, vy
particularmente con la cepa &micron, abre la
posibilidad de que la inmunizacién con los
inmundgenos actuales ofrezca algin nivel de

protecciéon frente a la Ultima de las variantes de
preocupacién, como ha sucedido con las cepas que
le antecedieron. Ello conduce a insistir en la
importancia de aplicar los esquemas completos de
vacunacién aprobados en cada caso, asi como en la
administracién de dosis de refuerzo, que
estimularian el incremento de la produccién de
efectores especificos, tanto humorales como
celulares, asi como la expansién de las poblaciones
de memoria, todos con accién frente a émicron. Es
de la mayor relevancia la existencia de regiones del
RBD, donde se agrupan epitopes reconocibles por
linfocitos T CD4+, T CD8+ y anticuerpos, pues
contienen requerimientos para generar respuestas
O6ptimas con mayores probabilidades de proteccién
frente a esta variante.

Los cambios que predominan en esta Ultima variante
consisten, en su mayoria, en la sustitucién de un solo
aminoéacido (40 % de los epitopes T, 33,3 % de los
epitopes B) y queda esperar por la evaluacién in vivo
del efecto de esas mutaciones en la efectividad de
las vacunas. Por otro lado, la identificacién de
péptidos del RBD, que estdn presentes en émicron y
no en las vacunas actuales, sean compartidos o no
con otras cepas, abre la posibilidad de que sean
empleados en nuevos candidatos vacunales, algunos
basados en epitopes T, @29 y otras formas
terapéuticas, como anticuerpos monoclonales o
farmacos con afinidad selectiva por tales secuencias
o aquellas en las que las mutaciones lleven a la
pérdida de la inmunogenicidad.

Cabe esperar que, al menos por la magnitud
alcanzada por la pandemia de COVID-19, han de
aparecer otras variantes, en las que el gen de la
proteina S serd afectado por nuevas mutaciones, lo

que se traducird en cambios en la antigenicidad y
mantendra la presién sobre las vacunas en uso. 9
Sirva como ejemplo el que la mitad de las
mutaciones en esa molécula, en el caso de émicron,
se localizan en el RBD. @ La complejidad de los
eventos de diversificacién genética de las cepas de
este y otros virus puede apreciarse, ademas, en las
diferencias entre aislamientos de dmicron obtenidos
de varios lugares (tabla 9, datos suplementarios),
que muestra que, incluso para una misma variante,
se producen cambios que dan lugar a lineas
heterogéneas y potenciales modificaciones en su
inmunogenicidad.

Recién han aparecido reportes que evallan la
capacidad de evasiéon de émicron en relacién con
suero de convalecientes, otras formulaciones de
anticuerpos y otros farmacos, asi como el
reconocimiento de algunos de los epitopes de esta
variante por los efectores de la inmunidad. **# E|
presente trabajo es el primero, segun lo revisado por
sus autores, que compara la inmunogenicidad de
6micron y otras variantes de preocupacién con el
RBD, empleado en las vacunas cubanas anti-covid-
19, y modela la presentacién de este antigeno a
linfocitos T por medio de moléculas HLA frecuentes
en el pais.

No debe perderse de vista que el presente reporte
tiene algunas limitaciones: los epitopes B
identificados son lineales y no se consideran aquellos
conformacionales que se generan con el plegamiento
de la proteina S, algunos de los cuales son
analizados por otros autores. Se modeld la
respuesta inmune al RBD de la proteina S, y no debe
olvidarse que también se responde contra otras
proteinas virales, algunas de las cuales igualmente
son objeto de presiones selectivas y asiento de
mutaciones, a la vez que pueden ser considerados
inmundgenos potenciales para otras vacunas. ©

(5)

Finalmente, la modelacién computacional de la
respuesta inmune, por medio de herramientas
bioinformaticas, es un paso inicial en la

experimentacién, al que deben sequir los estudios in
vitro e in vivo. @

Este reporte presenta evidencias, a partir de la
comparacion in silico de los epitopes T y B del RBD
de la proteina S del SARS-CoV-2 entre las vacunas
cubanas anti-covid-19 y las variantes emergentes,
incluida émicron, de que se conservan algunos
epitopes y, en opinién de los autores, ello justifica la
utilidad de la vacunacién con los inmunégenos en
uso en Cuba, y de las dosis de refuerzo, cuya
proteccién se conservard, al menos parcialmente.
Tales acciones deben marchar a la par que el resto
de las medidas sanitarias, como el uso de las
mascarillas, el distanciamiento social y la
desinfeccién continua.
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