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Glosario de abreviaturas

e COVID-19 — Enfermedad causada por el coronavirus 2019

e SARS-CoV-2 — Coronavirus del Sindrome Respiratorio Agudo Severo 2

e SARS-CoV — Coronavirus del Sindrome Respiratorio Agudo Severo

e MERS-CoV — Coronavirus del sindrome Respiratorio del Medio Oriente
e OMS- Organizacién Mundial de la Salud

e CDC-Centros de Control y Prevencion de Enfermedades

e nsp — proteina no estructural

e ORF — Marco de lectura abierto

e RTC- complejo de replicacién y transcripcién viral

e ERGIC - intermediario entre el reticulo endoplasmico y el aparato de Golgi
e SARS2-S — proteina espicula del SARS-CoV-2

e RBD — Dominio de Reconocimiento del Receptor

e RBM - Motivo de Unidn al receptor

e S1-subdominio 1 de la proteina espicula

e S2 —subdominio 2 de la proteina espicula

e NTD - dominio Amino terminal de la subunidad 1 de la proteina espicula
e CTD - dominio Carboxilo terminal de la subunidad 1 de la proteina espicula
e ECA2 - Enzima Convertidora de Angiotensina Il (ACE2 en inglés)

e TMPRSS2 — Serin Proteasa Transmembranal 2

e ANPEP- Aminopeptidasa N

e DPP IV- Dipeptidil peptidasa IV
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Resumen
A medida que el SARS-CoV-2 se ha propagado y la pandemia se ha prolongado, el

virus ha seguido evolucionando rdpidamente, por lo que han surgido nuevas variantes
altamente transmisibles que pueden ser motivo de preocupacién para la salud publica. Los
mecanismos evolutivos que impulsaron esta rapida diversidad no se han desentrafiado,
pero se parte de la teoria de la evolucién molecular neutral como primer mecanismo que
permite la evolucidn del virus. La teoria neutral de la evolucion molecular establece que la
mayoria de las mutaciones en las secuencias de acidos nucleicos ocurren aleatoriamente.
En seguida, estas pueden fijarse o desaparecer mediante seleccion purificadora o deriva
génica. En este trabajo, se aplicé una prueba de substitucién de aminoacidos para
dilucidar el tipo de presiones selectivas ejercidas sobre la proteina Espicula (proteina S)
entre proteinas homodlogas del género Betacoronavirus y se evaluaron las presiones
ejercidas sobre los aminodacidos de la proteina obtenida de diferentes aislados clinicos de
SARS-CoV-2. Encontramos que de manera particular, las mutaciones que dan origen a Tyr
y Asn tienen mayor probabilidad de ser fijadas mientras que aminodcidos como la His y la
Arg tienen menor probabilidad de fijarse tanto en la proteina completa como en el
Dominio de Unién al receptor (RBD por sus siglas en inglés). En cuanto al fenémeno in vivo
se demostré que mutaciones que dan origen a Glu, Lys, Phe, y Val tienen la mayor
probabilidad de ocurrir en las nuevas particulas virales. En general, la aparicién de los
aminodcidos que tienen menor probabilidad de fijarse en relaciéon con la del control
neutral en sitios nuevos, son considerados como seleccionados negativamente, influyen
en la estabilidad y/o funcionalidad de la proteina. Nuestros resultados muestran que la
mayoria de las mutaciones Unicas, ya sea para la proteina S del SARS-CoV-2 o de las
variantes de preocupacién para la salud, han sido seleccionadas por mecanismos
relacionados con la evasidn del sistema inmunoldgico, el aumento de la patogenicidad del
virus o alteraciones en las interacciones proteina-proteina con proteinas del huésped. En
conjunto, todas estas fuerzas han dado forma a la proteina S del coronavirus causante de

la COVID-19.
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Abstract
As the SARS-CoV-2 has spread and the pandemic has dragged on, the virus continued to

evolve rapidly resulting in the emergence of new highly transmissible variants that can be
of public health concern. The evolutionary mechanisms that drove this rapid diversity are
not well understood but neutral evolution should open the first insight. The neutral theory
of molecular evolution states that most mutations in the nucleic acid sequences are
random and they can be fixed or disappeared by purifying selection. Herein, we
performed a neutrality test to better understand the selective pressures exerted over
neutral mutations in the SARS-CoV-2 Spike protein from homologue proteins of
Betacoronavirus, as well as to the Spike proteins from human clinical isolates of the virus.
Specifically, Tyr and Asn have the highest occurrence rates on the Receptor Binding
Domain (RBD) and in the overall sequence of spike proteins of Betacoronavirus, whereas
His and Arg have lower occurrence rates. The evolutionary phenomenon of SARS-CoV-2
occurring until the publication of this work shows that Glu, Lys, Phe, and Val have the
highest probability of occurrence in the emergent viral particles. Amino acids that have
higher occurrence than the expected by the neutral control, are favorable and are fixed in
the sequence while the ones that have lower occurrence than expected, influence the
stability and/or functionality of the protein. Our results show that most unique mutations
either for SARS-CoV-2 or its variants of health concern are under selective pressures,
which are related either to the evasion of the immune system, increasing the virus’ fitness
or altering protein — protein interactions with host’s proteins. All these forces have shaped

the Spike protein and the continually evolving variants.

Introduccion

El SARS-CoV-2 ha causado innumerables contagios y muertes a lo largo de todo el mundo
y ha polarizado la generacién de conocimiento hacia el estudio de |a biologia del virus y el
desarrollo de estrategias que pudieran frenar la propagacién de este o bien reducir la
severidad de los sintomas junto con la mortalidad. Este trabajo detalla un modelo

evolutivo basado en mutaciones neutrales que pudiera servir para comprender el origen
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del virus y los cambios que siguen ocurriendo y que han generado las variantes de interés.
Importantemente para discutir sobre las mutaciones que han afectado la unién con el
receptor, se definié el tipo de presion de selecciéon en todas las mutaciones del RBD de
SARS2-S. Asi junto con otros parametros se puede explicar el patrén evolutivo de la
proteina. Se discutieron las mutaciones de las variantes de SARS-CoV-2 en la proteina S

para observar el fendémeno evolutivo en tiempo real.

Marco tedrico

SARS-CoV-2

El agente causal de la enfermedad COVID-19, el SARS-CoV-2, es un coronavirus (CoV) del
orden Nidovirales, de la familia Coronaviridae y del género Betacoronavirus. Es un virus
envuelto cuyo genoma es una molécula de ARN de cadena sencilla con polaridad positiva,
de alrededor de 30,000 bases 'Yl La estabilidad del genoma, es alcanzada gracias a que
tiene una estructura cap en el extremo 5’ y se encuentra poliadenilado en su extremo 3’.
Ademas, el virus posee una exoribonucleasa (nsp14-ExoN) que le permite corregir errores
de la transcripcién, reduciendo asi la tasa de mutacién de la ARN polimerasa dependiente
de ARN ! La cadena de ARN codifica para 25 proteinas no estructurales (nsp; non-
structural protein) y cuatro proteinas estructurales: La de membrana (M; Membrane), la
de la envoltura (E; Envelope), la nucleoproteina (N; Nucleoprotein) que tiene interacciones
directas con el ARN y finalmente la proteina S (S; spike) (Figura- 1.2) (L34 | os primeros
dos tercios del genoma codifican dos marcos de lectura abiertos (ORF; Open Reading
Frame) que codifican por dos cadenas peptidicas que son proteolizadas para generar las
proteinas involucradas en la transcripcidn y traduccion de las proteinas virales, mientras
qgue el dltimo tercio comprende varios ORFs que codifican las diferentes proteinas

estructurales y otras 9 proteinas accesorias **.
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Figura 1.1- Estructura lineal del genoma del SARS-CoV-2. Imagen tomada de
Naqvi, 2020.

Figura 1.2- componentes
estructurales del SARS-CoV-2.
El virus envuelto por una
Espicula (S) bicapa lipidica contiene al
genoma de ARN de una
cadena que interacciona con
Nucleoproteinas. Embebidas
en la membrana se
encuentran  proteinas de
Membrana, de Envoltura y las
proteinas Espicula que hacen
alusion a una corona,
caracteristica responsable del
nombre de la familia. Imagen
tomada de Falconeri V. 2020.

Envoltura

1.1 Ciclo de replicacién

El mecanismo de entrada del virus comienza con la unién de la proteina S al
receptor celular. Después, diferentes proteasas como la convertasa furina, las serin
proteasas TMPRSS- 2 y 3 asi como la catepsina- L, son necesarias para el procesamiento y
activacién del estado de fusion de SARS2-S . En el caso de las proteasas furina y
TMPRSS2, cortan a la proteina en la membrana dejando expuestos el péptido de fusion y
las 2 secuencias de siete aminoacidos (HR), permitiendo que éstos aproximen mas la
particula viral hacia la membrana celular hasta fusionar las membranas lipidicas .
También se ha reportado otra via de entrada donde el virus es internalizado en vesiculas,
aqui las proteinas S se procesan por la catepsina- L, permitiendo asi la liberacion de la

capside al citoplasma & Asi el virus aprovecha las proteasas del huésped para favorecer la

infeccion. Por lo tanto la interaccion con estas proteasas genera una presidon de selecciéon
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importante para la propagacion del virus. La proteina S del SARS-CoV-2 presenta un
motivo de corte de furina, el cual ha potenciado la propagacion del virus 5100 sin
embargo, algunos estudios muestran que el sitio de corte de furina no es esencial para la
internalizacion del SARS-CoV-2 ya que otras enzimas pueden llevar a cabo el

procesamiento de la proteina S de manera inespecifica.

Una vez internalizada la particula, los ribosomas del huésped comienzan a traducir
el ORFla y el ORF1b, de forma que rdpidamente se sintetizan las proteinas pplay pplab
respectivamente (Figura 1.3). Estas cadenas peptidicas son procesadas proteoliticamente
por las proteasas virales PLpro y 3CLpro generando 16 proteinas no estructurales (nsp1-
nsp16) que conforman al complejo de replicacion y transcripcién viral (RTC) 2. Algunas de
las proteinas nsp participan en la formacion de vesiculas de doble membrana, las cuales
tienen su origen en el reticulo endoplasmico (11 as vesiculas de doble membrana sirven
como nichos donde se concentran las moléculas necesarias para la replicacidn, traduccidn
y empaquetamiento de las nuevas particulas virales. Cabe sefialar que también evitan la
activacion del sistema inmunoldgico ya que al estar los componentes virales al interior de
vesiculas, éstos no se encuentran expuestos a los receptores del sistema inmune. Dentro
de estas vesiculas, se lleva a cabo la transcripcién de aproximadamente nueve ARNs
subgendmicos incluyendo los que se traducen en las proteinas estructurales E, M, Sy N.
Las vesiculas de doble membrana dirigen proteinas virales recién sintetizadas al
intermediario entre el reticulo endopldasmico y el aparato de Golgi (ERGIC) (7,121
Finalmente las particulas virales recién sintetizadas son transportadas a la membrana
plasmdtica a través de vesiculas que son secretadas por exocitosis. Particularmente los
Betacoronavirus utilizan lisosomas del huésped como medio de transporte a Ia
membrana, en vez de seguir a través del sistema excretor (31 El mecanismo sugerido es la
inhibicidn de las bombas de protones de los lisosomas, evitando su acidificacién. De esta

forma los viriones logran salir de la célula huésped para continuar con el ciclo infeccioso.
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Figura 1.3- Ciclo replicativo del SARS-CoV-2. El virus puede fusionarse directamente en la
membrana o introducirse en la célula por medio de vesiculas. Las proteasas de membrana
(TMPRSS) o en los endosomas (Catepsina L) promueven la fusién de membranas vy liberacidon
del genoma. El ARN de cadena sencilla es traducido en las poli-proteinas ppla y pplab que
inician la replicacién y traduccion del genoma en vesiculas de doble membrana provenientes
del reticulo endoplasmico rugoso. Los ARN subgendmicos se traducen en las proteinas
accesorias y estructurales del virus que pasan por el ERGIC para ser madurados. Finalmente las
proteinas estructurales maduras son utilizadas para empaquetar las nuevas particulas virales
que son transportadas a la membrana y exocitadas. Imagen modificada de Harrison, A,, Lin, T.,
Wang, P. 2020.

1.2 La proteina Espicula del SARS-CoV-2

La proteina estructural S del SARS-CoV-2 (SARS2-S) ha sido el foco de atencién de
muchos estudios pues cumple varias funciones clave para el virus. En primer lugar es
responsable de las interacciones iniciales con la célula huésped, en segundo lugar induce
la fusidon de las membranas, y tercero ha sido modelo de estudios inmunolégicos ya que es
una proteina antigénica. Es una proteina transmembranal tipo |, es decir su extremo
amino terminal se encuentra hacia el exterior de la particula viral y tiene un solo pase
transmembranal. La cola que da hacia el interior es corta, de aproximadamente 40 amino
acidos . En la superficie viral, la proteina S forma un complejo homo-trimérico (Figura

1.4) [1415] donde los monémeros interaccionan entre si. Cada monémero esta formado por
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una sola cadena peptidica que se divide en dos subdominios funcionales: el subdominio 1
(S1) que contiene el extremo Amino terminal (NTD) y el Dominio Carboxilo Terminal (CTD)
de la subunidad; en el subdominio 2 (S2) se encuentra la maquinaria de fusion. La
secuencia del CTD es la mds variable ya que en éste se encuentra el Dominio de Unién al
Receptor (RBD; Receptor Binding Domain) que a su vez contiene el Motivo de Unidn al
Receptor (RBM). En contraste, el S2 es altamente conservado pues se ha especializado en
fusionarse a la membrana del huésped, lo que le permitiria internalizar el genoma y la
posterior replicacién del virus. EI S2 contiene al péptido de fusidén y dos estructuras con

repeticiones de siete aminoacidos que en su conjunto forman la maquinaria de fusién
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\ sr/‘sz ]
! |
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Figura 1.4- Estructura de la proteina S del SARS-CoV-2. A) Estructura tridimensional de
la proteina S del causante de la COVID-19 por medio de CryEM con una resolucion de
3.5A. Se observan los motivos con el mismo cédigo de colores que en C. En B) se
muestra el trimero tanto en una vista lateral como horizontal por arriba del virus. Uno
de los monémeros (en vista de liston y de colores) presenta el RBD hacia arriba, los
otros dos mondmeros (en blanco y gris con vista superficial) hacia abajo. En C) el NTD
coloreado en azul y el RBD en verde forman parte del S1, mientras que el S2 en rojo,
contiene al péptido de fusidon en azul, las repeticiones de 7 aminoacidos en color
amarillo y naranja, la region morada es un asa cercana a la membrana viral. La
estructura correspondiente a las regiones blancas en la secuencia lineal (pase
transmembranal (TM) y regidén citoplasmica (CM)), no se resolvieron en este
experimento. Estructuras tomadas de Wrapp D, et al. 2020.
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(15181 Ademas, la proteina SARS2-S cuenta con dos sitios susceptibles a cortes

proteoliticos, que liberan la regidn S1 de la S2 y exponen el péptido de fusidn para que se
ancle en la membrana plasmatica 71 pe tal forma, que cada uno de los mondmeros es
susceptible a cambios conformacionales donde el RBD se direcciona hacia “arriba” o hacia

“abajo”, siendo la primera conformacién la que interacciona con el receptor (18]

Diferentes estudios comprobaron que la proteina SARS2-S, se une principalmente
a la proteasa Enzima Convertidora de Angiotensina 2 (ECA2) a través del RBD 6] ECA2 es
una proteina transmembranal implicada en la regulacién de péptidos vaso-activos por lo
qgue la desregulacién de la proteasa altera el sistema Renina- Angiotensina- Aldosterona.
Los sustratos mds estudiados son la Angiotensina Il y la Angiotensina | que son
hidrolizados en Angiotensina 1-7 y angiotensina 1-9 respectivamente. En el humano ECA2
es expresada en células alveolares tipo Il, células secretoras nasales, keratinocitos del
esofago, células epiteliales del sistema gastrointestinal y cavidad oral, células pancredticas
B, endotelio venoso v arterial, células epiteliales del rifién y células del corazén *°). Es por
ello que el virus potencialmente puede infectar una variedad de tejidos y generar fallas

sistémicas, mostrando tropismo por estas células.

Un estudio donde se expresd la enzima ECA2 de diferentes especies en células
humanas, demostré que la proteina S de SARS-CoV-2 tiene la capacidad de interaccionar
también con la proteina ECA2 homdloga de murciélago, civeta y cerdo aunque no con la
de raton Bl por lo que se entiende que estas especies deben tener conservacién en la
region de la interface de ECA2. Se sabe que otros coronavirus tienen la capacidad de
unirse a la proteasa ECA2, entre ellos, otros Betacoronavirus de murciélago similar al SARS
(SL-CoV), el SARS-CoV, asi como el Alphacoronavirus hCoV-NL63 *?°. De manera
particular la afinidad de la proteina SARS2-S a ECA2 es mayor que la de SARS-CoV al
mismo receptor 21221 e han propuesto los aminodcidos responsables de la interaccion de

. 16,23-2
ambos virus y del receptor [16,23-26]

La proteina S es altamente conservada entre los CoVs, sin embargo existen

diferencias importantes, principalmente en el RBD que reconoce al receptor de la célula
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huésped y en la susceptibilidad al procesamiento proteolitico. Otra diferencia que desde
un inicio llamé la atencion en SARS2-S, radica en la insercidn de una secuencia polibdsica
en la posicion 682, correspondiente al sitio de uniéon de las subunidad 1y 2 de la proteina,
la cual es reconocido por la proteasa furina 7] Este corte, permite la exposicién de un
motivo de unién a la proteina membranal Neuropilina, la cual también contribuye en la

internalizacién del virus 7%

. Existen otros virus que también presentan un motivo
polibasico susceptible al corte de la proteasa furina, sin embargo, han llegado a
presentarlo por sustituciones mas que por insercién. Sin importar el origen, este motivo
provee ventaja sobre las secuencias ancestrales ya que permite que aumente la patogenia

de las particulas virales [10],

El procesamiento proteolitico de la proteina S es necesario para la fusion, pues
gracias a que se separa la S1 de la S2, se permite la exposicién del péptido de fusién, y asi

) 1829 | as proteinas S presentan

el acercamiento a la membrana plasmatica (Figura 1.5
dos sitios de corte, en el primero se separan ambas subunidades, aunque se pueden
mantener unidas por interacciones no covalentes ¥ La interaccion entre ambas
subunidades contribuye en mantener la estabilidad de la S2. Cuando el RBD interacciona
con el receptor, ambas subunidades pueden separarse. Posteriormente la subunidad que
se mantiene en contacto con la membrana viral, es nuevamente escindida de manera tal

(7] Esto ocasiona el cambio conformacional de la S2 que

gue expone el péptido de fusidon
implica la extensién de las repeticiones de siete amino acidos en forma de hélices alfa que
facilitan el anclaje del péptido de fusidn en la membrana plasmatica. En seguida las hélices
alfa vuelven a su conformacién original. Como resultado las membranas se acercan hasta

fusionarse y formar un poro 7,
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Figura 1.5- Mecanismo de fusién de las proteinas S de los coronavirus. La proteina S se pre-
activa cuando las proteasas hacen sus respectivos cortes, y se remueve la S1. Lo que
permite que haya un cambio conformacional que aproxime a las membranas y se ancle el
péptido de fusion (FP) en la membrana celular (C). En seguida la conformacidn original
vuelve de forma que una de las capas de fosfolipidos es interrumpida para fusionarse con la
membrana viral (V). Finalmente se forma un poro que permite el paso del genoma viral al
citoplasma. Imagen modificada de Tang, et al. 2020.

Los Betacoronavirus aprovechan diferentes proteasas de los huéspedes que se
expresan en diferentes compartimentos celulares para llevar a cabo el procesamiento de
la proteina S. Consecuentemente, la protedlisis puede ocurrir en la membrana plasmatica,
durante el empaquetamiento de nuevas particulas virales, en vesiculas o en el medio
extracelular *°!. En el caso de la proteina SARS2-S, la furina escinde en S1/S2’ a la proteina
S recién sintetizada tanto en el ERGIC como en la membrana, de forma tal que la pre-
activa, posteriormente las serin proteasas TMPRSS- 2 y 3, o la enzima catepsina- L realizan
el otro corte desde la membrana plasmatica o desde los endosomas, respetivamente.
Cabe senalar que el motivo de corte de furina incrementa la infectividad, sin embargo no

es crucial para la infeccion 301,
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Figura 1.6- La proteina S del
SARS-CoV-2 es una glicoproteina
con 22 sitios de glicosilacién tipo
N y tres tipo O. Solo 2 N-
glicosilaciones se encuentran en
el RBD mientras que en el NTD se
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Una caracteristica mas de la proteina SARS2-S es su alto grado de glicosilacién
(Figura 1.6). Hasta ahora se han descrito 22 N- glicosilaciones y 3 O- glicosilaciones y se ha
descrito que las funciones principales de dichas glicosilaciones son contribuir a evadir al
sistema inmunoldgico y al plegamiento adecuado de la proteina 31321 cabe aclarar que la
alta glicosilacion es una caracteristica conservada y que incluso hay coronavirus que se
unen al receptor del huésped a través de las glicosilaciones del NTD de la S1, lo que

B3 Ademés de la

implica que estos virus utilizan receptores de unién a carbohidratos
ECA2, SARS2-S se une a otros receptores para mediar la infeccidon a las células del

huésped, entre ellos algunos que se unen a carbohidratos [34,35] (Figura 1.7).

Sitio de unidn

Sitios de unién a
receptores de
carbohidratos

Figura 1.7- Sitios de unién de los
diferentes receptores descritos
para la proteina S del SARS-CoV-2.
Estructuras tomadas de Wrapp D,
et al. 2020
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1.3 Evolucion del SARS-CoV-2

Existen cuatro géneros de CoVs de los cuales solo algunos virus pertenecientes a

38] Estos dos

los Alphacoronavirus y a los Betacoronavirus pueden infectar a humanos
géneros tienen un ancestro comun que infectaba a los murciélagos, mientras que los
Gammacoronavirus y Deltacoronavirus comparten un ancestro comun que infectaba a
aves *°. La infeccion de humanos con los diferentes CoVs es el resultado de transmisiones

zoondticas 738,

Por lo tanto los CoVs de humano pueden estar directamente
relacionados con un CoV de murciélago o con otros CoVs que infectan a otro mamifero.
Hasta ahora se han identificado siete coronavirus que infectan a los humanos y causan
principalmente enfermedades respiratorias e intestinales pero solo tres de ellos han

representado amenazas epidémicas: el SARS-CoV, el MERS-CoV y el SARS-CoV-2 1263940

Desde la epidemia del SARS-CoV en el 2003, se secuenciaron una gran cantidad
de muestras para identificar el posible ancestro del SARS-CoV. En ese ejercicio, se
determiné que los murciélagos son el reservorio natural de muchos coronavirus. La
invasion del humano a habitats o bien la migracion de animales infectados con los CoVs a
sitios donde habita el humano, generan condiciones propicias para que ocurra una
zoonosis. Sin embargo en cualquiera de los casos, se lleva a cabo un proceso de
especiacion que le permite al virus ancestral adaptarse a los nuevos huéspedes. Hasta
ahora se desconoce el mecanismo por el cual el virus ancestral que era un tipo SARS de

murciélago, llegd a especiarse dando origen a un virus distinto que infecta a los humanos

[41]

La secuenciacion del genoma de SARS-CoV-2 se hizo publica el 12 de enero del
2020, a solo unos dias de los primeros reportes de pacientes infectados. Este hecho
permitio realizar anadlisis filogenéticos del virus para conocer su origen. El genoma del
coronavirus de murciélago (Rhinolophus affinis) RaTG13 comparte el 96% con el genoma
del SARS-CoV-2 %% La muestra de este coronavirus RaTG13, fue aislada en el 2013 a partir
de heces de un individuo. Aparte de los murciélagos, se han identificado pocos huéspedes

portando CoVs tipo SARS, por lo que se cree que el ancestro del SARS-CoV-2 debid de
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haber infectado a estos murciélagos. Sin embargo, cabe sefalar que Lam y colaboradores
analizaron muestras congeladas de 18 pangolines malayo (Manis javanica) que se
transportaban de contrabando en el 2018, y encontraron un coronavirus (Pn-CoV) que
compartia el 92% de su genoma con el del SARS-CoV-2 2042431 | 5 mas interesante es que
unas de las muestras compartian el 97% de identidad con el RBD de la proteina SARS2-S,
mientras que el CoV RaTG13 comparte el 89% (201 Estos hallazgos han permitido la
hipdtesis de que pudo haber ocurrido un evento de recombinacién en algunos pangolines,
los cuales transportaron el virus recombinante a la poblacién humana y el virus se adapté
a esta nueva especie, dando origen al SARS-CoV-2. De hecho el S2 del SARS2-S es casi
idéntico (100% y 99% similar al de RaTG13 y Pn-CoV respectivamente), mientras que las
mayores diferencias se encuentran en el S1 y principalmente en el RBD de la secuencia del
SARS-CoV-2 2% La conservacién del S2 se entiende por la especializacién de la maquinaria

de fusidn, y la variabilidad de S1 es en respuesta a la adaptacién a los huéspedes.

Siguiendo el analisis filogenético, también se demostré que los otros coronavirus
qgue han causado epidemias en los uUltimos 20 afios, el SARS-CoV y el MERS-CoV, se
encuentran mas alejados filogenéticamente. A pesar de que el SARS-CoV pertenece al
mismo linaje, comparte Unicamente el 72% de identidad con el SARS-CoV-2 201 sin
embargo, es interesante ya que se unen al mismo receptor. Por lo tanto los estudios
comparativos entre las proteinas de ambos virus han servido para identificar las
caracteristicas fundamentales que permitieron la adaptacién al humano. En el caso de la
proteina S de SARS-CoV, se comparte el 88% de identidad con la de SARS-CoV-2 y se
desvia 3.8 A de la estructura de la proteina, en RMSD y alineando 959 Ca 151,

Funcionalmente también tiene pocas diferencias ya que el SARS-S tiene una constante de

afinidad con el receptor de 5nM, mientras que en el SARS2-S de 1.2 nM [22]

Dado el papel esencial de la proteina S en el ciclo de replicacién del virus, se
supone que ha sufrido fuertes presiones evolutivas para propiciar la internalizacién a
células de una especie diferente, lo que conllevaria la adaptacién del virus para infectar al
huésped. Estas presiones deben de ser distintas en cada subunidad de la proteina segun la
especializacién funcional de esta. Por ejemplo, el RBD debe una de las regiones de mayor
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mutabilidad justamente porque la unién al receptor es crucial para adaptarse al receptor
de las células del huésped. Incluso el trabajo de Lu y colaboradores proponen que las
proteinas S de SARS-CoV-2, SARS-CoV y MERS-CoV permiten el reconocimiento de
receptores homdlogos de varias especies mientras ocurran solo algunas mutaciones 13.38],
Esto sugiere una gama de posibles huéspedes, asi como la relativamente facil

adaptabilidad a otras especias.

Por otro lado, el surgimiento de las nuevas variantes de SARS-CoV-2 es resultado
de la evolucidn continua del virus. A medida que se propaga el virus, la probabilidad de
mutacion y de seleccion de las variantes mejor adaptadas, se hace mas evidente. Una
variante es considerada como tal, cuando tiene al menos una mutacién con respecto a la
secuencia original; son consideradas de interés cuando epidemiolégicamente se vuelven
mas representativas que otras variantes. Posteriormente esas variantes son evaluadas en
cuanto a su transmisibilidad, la gravedad de la enfermedad que ocasionan y si son
susceptibles a las vacunas desarrolladas, estos parametros definen si una variante es de
preocupacion para la salud. Actualmente de todas las variantes, se consideran cuatro
como variantes de preocupacién para la salud: Alfa, Beta, Gamma y Delta. Desde sus
inicios, diferentes organismos desarrollaron nomenclaturas basdandose en las relaciones
filogenéticas. Sin embargo, el nimero de variantes es cada vez mayor y no siempre es
posible definir su origen monofilético. Es por ello que la OMS designd a las variantes de
preocupacion y a las de interés con letras griegas (Tabla 1.1)

(https://www.who.int/en/activities/tracking-SARS-CoV-2-variants). Ademas ya se ha

hecho una lista de mutaciones de preocupacién ya que éstas estan implicadas en el
aumento de la patogenicidad del virus. Por lo tanto las variantes con esas mutaciones se

han vuelto las de mayor representacion en la poblacion humana.

Tabla 1.1- Nomenclaturas de las variantes de interés y de preocupacion para la salud.

Nombre [ Nomenclatura | Nomenclatura | Nomenclatura Aislada por primera
Pango GISAID Nextstrain vez
Alfa B.1.1.7 GRY 201/S:501Y.V1 Reino Unido,
(GR/501Y.V1) Sep-2020
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Beta B.1.351 GH/501Y.V2 | 20H/S:501Y.V2 | Sudafrica,
May-2020
Gamma | P.1 GR/501Y.V3 | 20J/S:501Y.v3 | Brasil,
Nov-2020
Delta B.1.617.2 G/452R.V3 21A/S:478K India,
Oct-2020
. B.1.427/ USA,
Epsilon | =70 GH/452RV1 | 20C/S.452R Var 2020
Brazil,
Zeta P.2 GR 20B/5.484K Apr-2020
Eta B.1.525 G/484K.V3 20A/5484K Multiple — countries,
o ' Dec-2020
) Philippines,
Theta |P.3 GR 20B/S:265C s
USA,
lota B.1.526 GH 20C/S:484K o202
Kappa |B.1.617.1 G/452R.V3 21A/S:154K India,
PP O ' ' Oct-2020
COVID-19

2.1 Epidemia de la COVID-19

La epidemia de la COVID-19 comenzd oficialmente el 31 de diciembre de 2019
cuando la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) fue notificada de la acumulacién de
casos de neumonia atipica, lo que ocasiond generar un estado de alerta de caracter
sanitario. Unos dias después, se dio a conocer que el agente etiolégico era un nuevo
coronavirus con caracteristicas similares al coronavirus que ocasiond la epidemia del
2002-2003, el SARS-CoV. Fue el 12 de enero del 2020 que China hizo publica la secuencia
del genoma del virus, lo que permitié la explosidn en la investigacion sobre el SARS-CoV-2
y la generacién de vacunas contra este. El 30 de enero de 2020, la OMS declaré que era
una Emergencia de Riesgo Internacional pues se reportaban pacientes en diferentes
partes del mundo y finalmente el 11 de marzo del 2020 la OMS declaré que el
acontecimiento tenia caracteristicas de una pandemia. La gravedad de la pandemia
ocasiond que durante los siguientes meses se destinaran grandes esfuerzos tanto
econdmicos como de recursos humanos para desarrollar vacunas en tiempos récord.
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Como era de esperarse, las pruebas clinicas fueron filtrando las vacunas adecuadas para
su comercializacion y aplicacidon. Actualmente (octubre del 2021) las cifras de contagios y
muertes siguen aumentando aunque en un ritmo menos acelerado, ya que las campanas
de vacunacion en algunos paises han resultado exitosas para frenar la propagacion del
virus. Sin embargo, no toda la poblacién mundial ha recibido esta proteccién, por lo que la
lucha continla para evitar que el virus siga mutando y generando nuevas variantes mas

resistentes.
2.2 Fisiopatologia

El SARS-CoV-2 infecta principalmente las vias respiratorias inferiores, al igual que el
SARS-CoV y el MERS-CoV, ocasionando neumonia, fiebre, y otros sintomas. Segun los
reportes epidemioldgicos, el periodo de incubacion del virus es de entre 3 a 5 dias, luego
se van manifestando los primeros sintomas y no es sino hasta los 7 a 10 dias posteriores a
la infeccidn que se manifiestan los sintomas de mayor intensidad. El progreso e intensidad
de la enfermedad esta sujeto a varios factores, entre ellos la respuesta inmunoldgica, el

estado nutricional y la presencia de comorbilidades %44,

Los sintomas de la COVID-19 son diversos y van desde los leves a aquellos que
requieren atencion médica de urgencia. Los Centros de Control y Prevencion de
Enfermedades (CDC) de Estados Unidos han declarado que los principales son la tos seca,
la dificultad para respirar, alta temperatura y escalofrios, dolor muscular, vomito y
diarrea, asi como la pérdida del olfato y del gusto (Figura 1.8). En un porcentaje de
pacientes, la infeccion puede desatar una reaccion inflamatoria intensa que lleva a la
liberacion excesiva de citocinas y de proteinas hepaticas que son marcadores de la
inflamacién. Asi pues, el desarrollo de la enfermedad grave se sustenta en 4 eventos
principales: la citotoxicidad propia por la infeccion del virus a las células, la desregulacién
del sistema Renina- Angiotensina- Aldosterona, las coagulopatias y la desregulacion del
sistema inmunolégico (191 Estos cuatro ejes ocasionan la falla multi-organica que puede

ocasionar otras secuelas incluyendo la muerte 451,
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Medianons Graves
Fiebre Nauseas Dificultad respiratoria
Tos seca Diarrea Confusidn
Fatiga Conjuntivitis Presién en el pecho
Dolores musculares Pérdida del olfato y Coloracion azul de cara
Dolor de garganta gusto Incapacidad para
Dolor de cabeza Pérdida del apetito mantenerse despierto

Figura 1.8- principales sintomas de la COVID-19. Los diferentes sintomas se
pueden manifestar en distintas intensidades en cada individuo.

Actualmente no se han descifrado los factores que determinan la gravedad de la
enfermedad, incluso hay estudios que estiman que la carga viral con la que algunos
pacientes asintomaticos se infectaron, pudiera ser similar a la que infecté a algunos

[46]

pacientes sintomaticos . De hecho, se debate si todos los pacientes podrian tener la

misma tasa de transmisibilidad del virus . En ambos grupos de pacientes se han aislado

células T de memoria especifica a las proteinas virales de SARS-CoV-2 471

, lo que prueba
que debid haber habido la activacién del sistema inmune innato y adaptativo. Sin embargo
se mantiene la pregunta de por qué no se manifestaron los sintomas tipicos de una
infeccion viral. Una de las hipdtesis que pudiera explicar el fendmeno es la reactividad
cruzada con otros coronavirus, sin embargo sigue siendo inconclusa. Se ha denominado
gue los pacientes asintomaticos son el talén de Aquiles en la lucha contra la transmision
del SARS-CoV-2 ¥ Esto justifica los estudios que describan la inmunologia de los
pacientes asintomaticos para determinar los factores que pueden influenciar en la
gravedad de la enfermedad. Por ahora lo que es claro es que las comorbilidades como

enfermedades metabdlicas, hipertension y dafios al corazén influyen en este balance de la

respuesta inmunoldgica.
2.3 Respuesta inmunolédgica del huésped ante la COVID-19

La infeccion por SARS-CoV-2 ocasiona un cuadro de respuesta inflamatoria. A
inicios de la pandemia, la mayoria de evidencia de la fisiopatologia y la respuesta

inmunoldgica se recabd en pacientes graves o en tejidos post-mortem. Por ejemplo, se

31



Evolucion molecular de la proteina Spike del SARS-CoV-2

encontraron Trampas Extracelulares de Neutrofilos (NETs), mediadores inflamatorios
lipidicos, proteasas y Especies Reactivas de Oxigeno (ROS en inglés), la activacidon del
inflamasoma NLRP3 en monocitos inflamatorios y los altos niveles séricos de IL-6, IL-18,

lactato deshidrogenasa, la proteina C- reactiva y Dimero- D [49-51]

. Con el paso del tiempo
se ha determinado que inicialmente la infeccidon provoca una inflamacidn local que recluta
células inflamatorias ademas de otras que regulen la inflamacion. Sin embargo en algunos
pacientes esta no es regulada lo que promueve el aumento de la permeabilidad vascular
causando edema que por un lado compromete el intercambio gaseoso y por otro facilita la
migracion de células inflamatorias al tejido pulmonar. Estas células ocasiona una
liberacion exacerbada de citocinas pro- inflamatorias que promueven la activacién vy
reclutamiento de aun mas células inmunoldgicas que danan el tejido por sus diferentes
funciones efectoras (ROS, enzimas proteoliticas, NETs). Ya en la circulacidn, las citocinas y
las células inmunoldgicas activadas ocasionan diferentes fallas multi-organicas e incluso

[52,53

coagulopatias 1, Aparte, la reparacién del tejido suele estar mediado por fibroblastos

mas que por la poblacién original, de manera que se reduce la capacidad pulmonar.

Las células infectadas por SARS-CoV-2 suelen morir por piroptosis, este tipo de
muerte celular ocasiona la liberacién de mas particulas virales recién sintetizadas aparte
de Patrones Moleculares Asociados a Dafio (DAMPs en inglés) los cuales activan a los
macrofagos alveolares y a otras células cercanas como neumocitos y células endoteliales.
Todas estas células secretan una variedad de citocinas pro-inflamatorias, incluyendo
MIP1la, MIP1-B, IL-6, IL-8, IL-1B, TGF-B, TNF y MCP1 que aumentan la permeabilidad

, . .. 254
vascular y reclutan otras células inmunoldgicas [52,54]

. Los mecanismos propios de las
células inmunoldgicas inflamatorias y el edema causan la hiperinflamaciéon y el sindrome
respiratorio agudo (ARDS, en inglés) que conlleva a la falla respiratoria, una mayor

cantidad de muerte celular y la fibrosis [551,

Ademas, el genoma del SARS-CoV-2 de una cadena de ARN y el intermediario
durante la replicacion que es ARN de doble cadena, son detectados por los receptores tipo
Toll (TLRs) 3, 7 y 8 en vesiculas, asi como por los receptores citoplasmaticos RIG-I y MDA-
5. Estos ultimos activan la via que culmina en la fosforilacién de IRF3, el cual induce la
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transcripcion de Interferon (IFN) tipo | y tipo llI (56571 Los TLRs gue son expresados
principalmente por células mieloides, activan una cascada de sefalizacién que induce la
sintesis de los interferones antes mencionados y los genes regulados por NF-kB, que son
citocinas pro-inflamatorias. Los IFN son un grupo de péptidos secretados por células que
entre sus funciones principales, inhiben la replicacién viral y originalmente se dividen en
tres familias, los tipo I, 1l y Ill. Estos se unen a receptores membranales de manera
autdcrina y pardacrina, y activan vias de sefalizacidon que promueven la expresidon de genes
estimulados por IFN (ISG en inglés). Consecuentemente disminuye la sintesis de nuevas

proteinas y se liberan mediadores de la inflamacién.

La respuesta inmunolégica mediada por IFN es crucial ya que se ha observado un
porcentaje de pacientes graves de COVID-19 con mutaciones en alguna de las proteinas de
la via del IFN (TLR3, UNC93B1, TICAM1, TBK1, IFR3, IFR7, IFNAR1 e IFNAR2) 6] También
se han reportado pacientes en condiciones graves con auto-anticuerpos contra alguno de
los miembros de los IFN 8!, Aparte, se ha reportado que los coronavirus SARS-CoV, MERS-
CoV y el SARS-CoV-2 tienen mecanismos para inhibir la respuesta mediada por IFN y para

581 proteinas tanto

evitar la deteccidn por parte de los receptores inmunoldgicos
estructurales como accesorias del SARS-CoV-2 son capaces de inhibir diferentes puntos de
la via de sefalizacidn que induce la produccidn de IFN, la sefializacién mediada por IFN y
las funciones efectoras de los 1SGs ®®*"). Por lo gue en muchos pacientes, la ausencia de
algun mecanismo relacionado con el IFN o el retraso de las funciones efectoras mediadas

por IFN, pueden determinar el progreso de la enfermedad.

Los anticuerpos (Ac) generados por linfocitos B también juegan un papel muy
importante, pues los Acs opsonizan a las particulas virales, haciéndolas mas susceptibles a
su eliminacion ya sea por el sistema de complemento o por células fagociticas. De primer
instancia los Acs son de clase IgM pero al cambiar de isotipo a IgG aumentan la afinidad
por su antigeno. Los Acs neutralizantes sin importar el isotipo, evitan la internalizacion del
virus a las células, reduciendo asi el dafio tisular causado por la infeccién. Los macréfagos
alveolares y los neutréfilos reclutados son los que eliminan a las particulas opsonizadas en
pacientes con enfermedad leve o asintomaticos. Un tratamiento que se ha utilizado con
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pacientes graves es la transfusion pasiva de sueros de pacientes convalecientes, sin
embargo esta no genera memoria inmunolégica. En cambio las vacunas si son una
alternativa para prevenir sintomas graves ya que el individuo genera sus propias clonas de
linfocitos B de memoria anti SARS-CoV-2 %% se ha demostrado que tanto por infeccién
como por vacunacion, los anticuerpos anti SARS-CoV-2 permanecen en circulacién por

(611, Ademas, un

varios meses y que incluso las células B de memoria son detectables
reporte demostré que las personas seleccionan linfocitos B de memoria que codifican
para anticuerpos anti RBD, similares en sus secuencias génicas, utilizando dos vacunas

621 Esto

distintas comparadas contra la infeccién natural en pacientes convalecientes
evidencia que la seleccion de linfocitos B es muy parecida entre individuos retados con
antigenos similares y por lo tanto también se debe de entender que esta presién de

seleccion promueve la seleccidn de variantes de virus o al menos en su proteina S.

Receptores de coronavirus humanos

La proteina S de los coronavirus media la unién especifica de los virus a los
receptores celulares. Se han identificado los principales receptores que utiliza cada uno de
los coronavirus que infectan al humano (Tabla 1.2). Estos receptores son proteinas que
comparten caracteristicas funcionales que podrian ser seleccionados por los virus. Cabe
recalcar que esos receptores son expresados por diferentes tejidos, y estan implicados en
diferentes procesos fisioldgicos. La aminopeptidasa N (también llamada CD13) vy la
dipeptidil peptidasa 4 (también CD26) son proteasas catalogadas como proteinas
multifuncionales (moonlighting proteins en inglés), que juegan papeles importantes en la

441 En la Tabla 1.2 se mencionan algunas de las

adhesion y sefalizacion de leucocitos
principales caracteristicas de cada uno de los receptores virales y en la figura 1.6 se

muestran caracteristicas estructurales.
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Tabla 1.2- Coronavirus humanos identificados. Los siete coronavirus humanos han surgido
por transmisiones zoonoéticas, de los cuales solo tres de ellos han causado epidemias.

Coronavirus | Género Identificado | Huésped natural Receptor
HCoV- 229 E | Alphacoronavirus | 1965 Murciélago Aminopeptidasa
Hipposideros y | N (CD13)
camélidos
HCoV- OC43 | Betacoronavirus | 1967 Roedores y cerdos Receptores de
acido sialico 9-O-
acetilado
SARS-CoV Betacoronavirus | 2002 Murciélago ECA2
Rhinolophus y
civetas
HCoV- NL63 | Alphacoronavirus | 2004 Murciélago ECA2
Triaenops afer
HCoV- HKU1 | Betacoronavirus | 2005 Roedores Receptores de
acido sialico 9-O-
acetilado
MERS-CoV Betacoronavirus | 2012 Murciélago y | Dipeptidil v
camello (CD26)
SARS-CoV-2 | Betacoronavirus | 2019 Murciélago ECA2
Rhinolophus affini
Pangolin Malayo
Manis javanica

3.1 Aminopeptidasa N

La Aminopeptidasa N (ANPEP, CD13, alanil peptidasa, gp150) (EC: 3.4.11.2)) es una
glicoproteina de alrededor de 150 kDa que fue identificada inicialmente por su actividad
catalitica y posteriormente se encontré que era la misma proteina que el marcador de
leucemia mieloide CD13 ®3) A esta proteina se le habia descrito con varios nombres, entre
ellos MY7, SJ1D1 y L138 pero por consenso permanecieron Aminopeptidasa N (ANPEP) y
cD13 . ANPEP es una metaloproteinasa dependiente de Zn* que cataliza la hidrdlisis
de los enlaces peptidicos en residuos preferentemente neutros del extremo amino
terminal de un péptido. Varios de sus sustratos son procesados secuencialmente; por
ejemplo, la angiotensina Ill es hidrolizada en angiotensina IV la cual es nuevamente
hidrolizada por ANPEP; o la encefalina que es escindida por ANPEP y posteriormente por

CD10.
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Estructuralmente, ANPEP es una proteina transmembranal de tipo Il, es decir su
extremo carboxilo es extracelular mientras que el extremo amino es citoplasmatico
(Figura 1.9). La ANPEP humana esta constituido por 967 aminodcidos, con una gran
porcidn extracelular, un solo cruce transmembranal y una pequefa porcién citoplasmatica
de Unicamente 8 aminoacidos ¢, Aparte de la gran masa proteica (109.5 kDa), alrededor
del 40% de su peso (total 150 kDa) estd conferido por glicosilaciones. Se expresa en la
membrana celular en forma homo- dimerica; se puede encontrar intracelularmente en

vesiculas y también extracelularmente en forma soluble.

La expresion de esta peptidasa es constitutiva en células epiteliales de intestino y
rifidn, células endoteliales, fibroblastos, algunas neuronas y células mieloides, e
interesantemente muchas células cancerosas sobre expresan dicha proteasa, por lo que se

[65]

le considera un marcador en ciertos tumores “>'. La sobreexpresion de ANPEP en células

cancerosas se ha relacionado con su potencial metastasico y esto ha estimulado la

investigacion sobre el uso de ANPEP como un posible blanco terapéutico [66]

ANPEP también es un marcador de diferenciacién de células mieloides y participa
en diferentes procesos celulares, ya sea gracias a su actividad enzimatica (como en
quimiotaxis, angiogénesis, degradacion de péptidos durante la digestion) o
independientemente de ella (como en migracién, adhesién celular, agregacién y

[65,67-70]

fagocitosis) A pesar de ser una enzima de membrana con un segmento

intracelular de solamente 9 a.a., algunas funciones las realiza actuando como receptor ya

.. ~ _1s .z 71-74
gue es capaz de iniciar cascadas de senalizacion [68, ]

. Sin embargo, aln no se conoce
algun ligando natural que lo active en condiciones fisiolégicas, por lo que es considerado

un receptor huérfano.
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1.9- Estructura lineal de los principales receptores de coronavirus de humanos. Los receptores
identificados son proteasas de membrana: Aminopeptidasa N, Dipeptidil peptidasa IV y la Enzima
Convertidora de Angiotensina 2.

3.2 Dipeptidil peptidasa IV

La enzima Dipeptidil peptidasa IV (DPP IV, CD26, Adenosin Deaminasa 2 (ADCP2),
(EC: 3.4.14.5) tiene una actividad de peptidasa de serina, que escinde dipéptidos del
extremo amino terminal de una cadena de aminodcidos . Algunos de sus substratos son
la proteina 1 tipo glucagdén (GLP-1 en inglés) y la proteina inhibitoria gdastrica (GIP en
inglés), y la substancia P, entre otros. Al igual que ANPEP, DPP IV es una proteina
transmembranal tipo Il con solo un pase transmembranal y 6 aminoacidos
citoplasmaticos, es decir, la mayor parte de la proteina esta expuesta extracelularmente

7 ., . ..
) 78] En Ia region extracelular se han caracterizado dos dominios

(738 aminoacidos
funcionales: el dominio homdlogo a la a/p hidrolasa con la actividad de serin- proteasa (el
cual se encuentra cercano al extremo C- terminal), y otro dominio que a su vez estd
dividido en dos subdominios: una regién rica en cisteinas y otra regién altamente
glicosilada (Figura 1.9). Otra caracteristica compartida con otras proteasas es que se

encuentra formando homodimeros y precisamente las glicosilaciones facilitan Ia
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formacion del dimero y la interaccidon con otras proteinas 771 En total posee nueve N-

glicosilaciones y forma 5 puentes disulfuro que ayudan a mantener la estructura.

CD26 se expresa en células endoteliales, células epiteliales de rifidn, higado,
pulmén, intestino, eséfago, ovario, mama, préstata y en una variedad de poblaciones de
leucocitos incluyendo a linfocitos T, B, células NK y células dendriticas 8. Hay evidencias
de que CD26 es sumamente importante en la activacién y maduracién de linfocitos T ya
que interactia con distintas proteinas involucradas en la via de sefializacion de los

linfocitos 7%753]

. Ademas, DPP |V interactua con la enzima deaminasa de adenosina (ADA
en inglés)® que a su vez interactta con el receptor 2 de adenosina expresado en células
dendriticas "°!. Consecuentemente, forma un puente importante entre células. También
CD26 puede unirse a fibronectina y coldgeno tipo 1 de la matriz extracelular, habilidad que

51 La sobre expresion de esta

es aprovechada por células cancerosas metastdasicas
proteasa es inducida por IL-12 en linfocitos T activados; en contraste, la presencia de TNF

regula negativamente la expresién de DPP IV.
3.3 Enzima Convertidora de Angiotensina Il

ECA2 (EC: 3.4.17.23) es una carboxi-peptidasa de 805 aminoacidos que participa en
el sistema renina- angiotensina- aldosterona, el cual regula la presidn sanguinea. Esta
regulacién esta fundamentada en regular el volumen sanguineo asi como la resistencia del
sistema vascular. Debido a la participacién en este proceso fisioldgico tan importante, los
sustratos mds estudiados son la angiotensina | la cual es hidrolizada en angiotensina 1-9y
la angiotensina Il que es escindida a angiotensina 1-7. El primero evita la hipertrofia
mientras que el segundo se opone a los efectos vasoconstrictores de la angiotensina Il, ya
gue es un vasodilatador y evita la proliferacién celular 851 No obstante la ECA2 tiene otros
substratos como la neurotensina, kinetensina, bradikinina, apelinas y casomorfinas, entre

otros [86].

ECA2 es una proteina transmembranal de tipo | (Figura 1.9), donde la mayoria de
sus aminoacidos se encuentran en la cara extracelular, seguido por una regidn

transmembranal y una regidn citoplasmatica de 43 aminoacidos en el extremo carboxilo.
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En la regién extracelular tiene un sitio de unién para el ién Zn®" y otro para CI, siete
glicosilaciones y tres puentes disulfuro y se identifican dos residuos fosforilables en la
region citoplasmatica: la Tyr781 y la Ser783. A diferencia de las proteasas anteriormente
mencionadas, ECA2 si tiene motivos candnicos de sefializacién, por ejemplo cuenta con un
motivo de interaccién con LC3 (LIR en inglés) (posiciones 778-786), un motivo de unién a
SH2 (781-785), una sefial de endocitosis (781-784), un dominio de unién a fosfotirosina
(PTB en inglés) (791-795) y un motivo de unién a PDZ (803-805). De la cara extracelular, el

dominio C- terminal de la proteasa es homdloga a colectrina.

La expresion de esta proteasa también es amplia, incluyendo células endoteliales,
enterocitos, células de Leydig y de Sertoli, en el tubulo proximal renal, corazdn, testiculos,
neumocitos tipo Il, células epiteliales de los bronquios, nasales, de la cérnea y vesicula. Se
le encuentra en las membranas plasmaticas, en vesiculas y en el citoplasma, asi como en
forma secretada. Su expresidon es ubicua, y el nivel de expresién puede ser alterado a la
alza por una falla cardiaca, la exposicion al humo del tabaco, inflamacién crénica de los

bronquios, y por IFN-a, IFN-y e 1I-13 87,

ECA2 interactla con el transportador de aminoacidos neutros SL6A19. Dentro de
sus funciones que dependen de la actividad enzimdtica se incluye la maduracidon de
péptidos vasoactivos, homeostasis de la presion de fluidos, promueve la contraccidén de
los miocitos, promueve el ensamblaje de la proteinas de uniones GAP, y promueve la

proliferacion celular.

Teoria Neutral de la Evolucién Molecular

La teoria neutral de la evolucion molecular propuesta por Motoo Kimura en 1968,
establece que los cambios en las secuencias nucleotidicas ocurren de manera estocasticay
pueden o no ser fijados por otros mecanismos evolutivos 881 | as mutaciones neutrales o
al azar no influyen en la adaptacién del organismo. La evolucién de las especies es
consecuencia de la variabilidad genética ocasionada por mutaciones que continuamente
surgen y que pueden alterar las frecuencias alélicas en las poblaciones 89,901 De forma que

la evolucidn adaptativa se debe a la seleccidn natural de las mutaciones que ocurren
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aleatoriamente. En consecuencia los cambios en aminodcidos también ocurren al azar.
Kimura demuestra que la tasa de mutacién se debe de evaluar en regiones del genoma
donde no se ejerce una presion de seleccion; de ser asi el nimero de mutaciones por
generacion seria igual a la tasa de mutacién multiplicada por el tamafio poblacional. Estas
variables en el tiempo permiten generar un “reloj molecular”, segin el nimero de
mutaciones ocurridas Y. Kimura defendia que la tasa de evolucién neutral depende
solamente de la tasa de mutacidn y es independiente del tamano poblacional. Sin
embargo la mayoria de las mutaciones neutrales se eliminan por el mismo efecto
estocastico y solo algunas de ellas seradn fijadas entre los individuos de una poblacion
determinada. Por eso la probabilidad de que una nueva mutacién se fije, si dependera del
tamafio de la poblacién, es decir, entre mas pequeiia sea la poblacién, la probabilidad de
fijacion serda mas alta. Cabe recalcar que para una secuencia particular en una
determinada poblacidn, inicialmente todas las mutaciones neutrales tienen la misma

probabilidad de fijacidn.

La aparicién de mutaciones neutrales genera una amplia variabilidad, sin embargo
la mayoria van a ser eliminadas por seleccién purificadora. Por lo tanto las secuencias
actuales reportadas en bases de datos solo son una proporcidn de las variantes originales
de una secuencia nucleotidica. De inicio la ocurrencia de las mutaciones es estocastica
permitiendo una gran cantidad de variantes que posteriormente son seleccionadas. Las
mutaciones que afectan la adaptacién son determinadas por la seleccién natural. La
seleccidon positiva se explica cuando una mutacién aumenta la adecuacion y la frecuencia
alélica tenderd a aumentar hasta que se fije de manera tal que reemplace al alelo
ancestral en la poblacion. El caso contrario, la seleccién negativa tiende a reducir la
frecuencia de una variante. Sin embargo, si la mutacidn no ejerce ningun tipo de ventaja o
desventaja en la adecuacidn, la selecciéon natural no opera. En este caso el cambio de
frecuencias alélicas es ocasionado por la deriva génica (aqui llamado evolucién neutral), es

decir por las frecuencias iniciales de los alelos en una poblacién.

40



Evolucion molecular de la proteina Spike del SARS-CoV-2

4.1 Prueba de neutralidad

Bajo la vision de la teoria neutral de la evolucion molecular se puede detectar si las
presiones de seleccién alteran la probabilidad de fijacion de las mutaciones neutrales.
Generalmente los elementos funcionales de una proteina estdn sujetos a presiones de
seleccion, por lo que su patrén de evolucidn neutral es distinto al esperado. Para detectar
el tipo de seleccidn ejercido sobre mutaciones se puede realizar una prueba de evolucién
neutral. Zamudio y colaboradores en el 2019 desarrollaron un método para evaluar el tipo
de presion de seleccion o la neutralidad de las mutaciones puntuales en proteinas
homélogas °?. Este nuevo modelo calcula la probabilidad de ocurrencia de cada uno de
los 20 aminoacidos tras aparecer por una mutacion de sustitucién en la secuencia de
acidos nucleicos. Este modelo incluso considera que la tasa de mutacién por
substituciones de transicién no es la misma a la tasa de mutaciéon por transversiones

(Figura 1.10).

Pirimidinas U (0 ., C
p p p p
v a ‘}
Purinas A° > G

Figura 1.10 — Modelo evolutivo de substitucidon de nucledtidos donde a es la tasa de substitucion
por transicién y B es la tasa de sustitucidon por transversion de los nucledtidos.
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Cuando se observa que un aminoacido tiende a fijarse con una frecuencia menor a
la esperada por la prueba de neutralidad, se entiende que ese aminodcido ha sufrido
seleccion negativa. Sin embargo, esto no quiere decir que ese aminoacido no va a fijarse
en ninguna posicion, pues las posiciones donde se conserva ha sido porque fue
seleccionado, a este fendmeno se le denomina seleccién negativa. En un segundo caso
donde un aminodcido es favorable para una proteina, tenderd a ocurrir en mayor
proporcidn a lo esperado y tendera a fijarse en la secuencia. En este caso se considera que
el aminoacido se encuentra bajo presion de seleccion positiva. El tercer caso es cuando un
aminodacido se fija con la misma probabilidad a la predicha por mutaciones neutrales, en
este caso el aminodacido se fija de manera neutra o por deriva génica. Estos aminodacidos

no estdn bajo ninguna presion de seleccién por lo que su ocurrencia obedece al azar.

La prueba de neutralidad estd relacionada con la degeneracion del Cédigo
Genético Estandar de forma tal que la probabilidad de ocurrencia de cada uno de los
aminodcidos esta directamente relacionada a su codonicidad. Los datos de entrada son las
secuencias de nucleédtidos de la proteina a analizar y se alinean por codones de manera
gue toma en cuenta tanto mutaciones sindnimas como no sindnimas y los reporta en
cambios de amino acidos. Consecuentemente se genera un modelo de substitucion que
permite identificar aminodcidos que se desvian de las expectativas por mutaciones
neutrales, es decir, cuales aminoacidos se fijan por estar bajo seleccion positiva o negativa
y cuales aminodcidos se fijan por deriva génica o de manera neutral. Como Zamudio et al.
demostraron (Figura 1.11), este modelo se puede aplicar entonces a proteinas con un
origen monofilético que utilicen el cddigo genético universal sin importar su grado de

conservacion.
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0.15

-e— B-Hemoglobin
—a— Heat Shock Protein 90
-+ Fibrinogen Alpha

—-o— Neutral Control

Probability of Ocurrence

0.05

Figura 1.11- Prueba de neutralidad del modelo de Zamudio y col. Tres proteinas fueron
probadas segun la neutralidad de sus mutaciones puntuales. Las probabilidades superiores al
control neutral (linea negra) estan bajo presion de seleccion positiva. Las que estdn por debajo
del control neutral estan bajo presidn de seleccién negativa y las probabilidades de ocurrencia
gue coinciden con el control no tienen presidon de seleccidn, por lo que se fijan de manera
neutra o por derive génica. Grafica tomada de Zamudio GS, et al. 2019.
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Justificacion

El SARS-CoV-2 ha impactado fuertemente a la humanidad y continda
evolucionando. Si bien es necesario comprender la biologia del virus para desarrollar
estrategias de prevencién y de tratamiento que mitiguen su propagacién, también es
importante comprender los mecanismos evolutivos que operan sobre el SARS-CoV-2 y sus
proteinas. A medida que la pandemia se siga prolongando, seguirdn surgiendo variantes,
entre ellas algunas de mayor preocupacidon para la salud y con potencial de que aumente
su frecuencia en las poblaciones humanas. Los estudios evolutivos ayudan a comprender y
calcular la tasa de mutacién y la probabilidad de fijacién de residuos que a su vez pueden
influenciar la adaptacion del virus. Por ello, se debe de calcular la probabilidad de
ocurrencia de los aminoacidos para asi descubrir si estos estan sujetos a presiones de

seleccion que influyan la afinidad por el receptor.

Objetivo
General

Evaluar la probabilidad de ocurrencia de los aminoacidos que han mutado en la
proteina Espicula/Spike de los Betacoronavirus y de aislados clinicos de SARS-CoV2, para
discernir los cambios de SARS2-S que han influenciado la unién al receptor y/o han

conferido alguna ventaja que ocasione un incremento en la transmisibilidad del virus.

Particulares
e Describir las presiones selectivas ejercidas sobre las mutaciones neutrales tanto de

la proteina completa como del RBD de la proteina S de los diferentes
Betacoronavirus, y de aislados clinicos de SARS-CoV-2.

e |dentificar los residuos Unicos de la proteina S del SARS-CoV-2 que potencialmente
hayan aumentado la adecuacién del virus.

e Describir las mutaciones presentes en la proteina S de las variantes de
preocupacion de acuerdo a la presion de seleccidn, y describir las consecuencias de
dichas mutaciones en cuanto a la estructura y caracteristicas quimicas de la

proteina.
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e Evaluar si los potenciales sitios de glicosilacion han sido afectados por las

mutaciones neutrales de la proteina SARS2-S.

Hipotesis

La mayoria de las mutaciones observadas de la proteina S del SARS-CoV-2 vy
principalmente en el RBD, se han fijado en el genoma viral por presiones selectivas, ya que
la proteina tiene funciones importantes donde la adaptaciéon al receptor del huésped es
crucial. Las mutaciones se seleccionaron y acumularon a través de varias generaciones
para que la proteina tuviera afinidad al receptor ECA2 humano y asi ocurriera la
transmisién zoondtica. De igual manera, la mayoria de las mutaciones observadas en las
variantes se encontrardn bajo presiones de seleccidon que contribuyen a la adaptacion del

virus.
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Métodos

Bases de datos

Las secuencias nucleotidicas y de aminoacidos de las proteinas S de diferentes

coronavirus se obtuvieron del GenBank (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/), incluyendo 6

proteinas S de Alphacoronavirus, 102 de Betacoronavirus y 561 secuencias del genoma
completo de aislados clinicos de pacientes infectados con SARS-CoV-2. De estas se usaron
200 secuencias del gen de la proteina S para el andlisis de neutralidad. Se descargaron del

Protein Data Bank (https://www.rcsb.org/), las estructuras tridimensionales de los RBDs

de SARS2-S asi como de SARS-S unidos al receptor celular ECA2 (PDB: 6MO0J y 2AJF
respectivamente). Se obtuvo también la estructura de la proteina SARS2-S depositada en
I-TASSER, el cual utiliza las estructuras determinadas experimentalmente para predecir
una que incluya los extremos amino y carboxilo terminal que son dificiles de determinar
experimentalmente. En esta plataforma se han depositado las estructuras de todas las
proteinas de SARS-CoV-2. Finalmente, las mutaciones de la proteina S de las variantes de
SARS-CoV-2 de interés y de preocupacion para la salud, se recuperaron de los informes de

situacion reportados en www.outbreak.info.

Modelo de evolucién neutral

Se alinearon 102 secuencias de aminodcidos de proteinas S del género
Betacoronavirus utilizando el algoritmo MUSCLE 93] Esta alineacién sirvié de molde para
alinear correctamente la secuencia de nucledtidos, evitando los espacios que pudieran
dividir los codones. A partir del alineamiento de nucledtidos, se calculé una tabla de
mutaciones que representan el total de cambios en los codones. La tabla de mutaciones
de codones se transformd en una matriz de mutacion de aminodacidos sumando los
valores de los codones para un aminodacido dado. Por lo tanto, esta matriz considera
mutaciones sinébnimas y no sindnimas. La matriz de mutacién de aminoacidos se calculd
para cada par de secuencias y se sumaron. Posteriormente, la matriz se normalizé por
filas, de manera que cada fila sumara 1 y produjera una matriz de transicion de
probabilidad. La distribucién estacionaria de la matriz de transicién de probabilidad se

derivé y se compard con el control esperado tras mutaciones neutrales, como se describe
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en [92]

. Para evaluar la robustez estadistica de la muestra de secuencias, se aplicé una
prueba Jacknife, con un intervalo de confianza del 95%. Todo el proceso se le aplicé
también a las secuencias de los RBDs de las mismas proteinas S analizadas asi como de un

conjunto de 200 secuencias de S de aislados clinicos de pacientes con SARS-CoV-2.

Analisis filogenético

X P4 Los

Todos los andlisis evolutivos se realizaron con el software MEGA
alineamientos multiples de las secuencias de proteinas S se realizaron con el algoritmo
MUSCLE P se construyéd un darbol filogenético por maxima verosimilitud de las
secuencias de S de los Betacoronavirus. También se hizo un segundo alineamiento
multiple donde se incluyeron las secuencias de aminoacidos de SARS-CoV-2, las proteinas

S mds proximales a SARS-CoV-2 y las proteinas S de los CoV de unién a ECA2. Esto permitid

identificar las mutaciones Unicas de la proteina SARS2-S.

Finalmente, en la secuencia de la proteina S se identificaron los residuos
glicosilados de SARS2-S segun las reportadas por otros grupos ***%. Se tomaron en cuenta
tanto N- glicosilaciones como O- glicosilaciones para compararles con el resto de
secuencias de proteinas de unidén a ECA2 con el fin verificar si los sitios de glicosilacidén son

diferentes y proponer si estas pudieran afectar la unién con el receptor ECA2.

Analisis estructural

Después de descargar la estructura de la proteina SARS2-S, de los complejos de los
RBDs de SARS2-S con ECA2 (6MO0J) y de SARS-S unido a ECA2 (2AJF), se limpiaron de forma
gue se eliminaron cargas eléctricas fuera de la secuencia de aminodcidos y moléculas no
proteicas. Posteriormente se procedid a realizar analisis estructurales visualizado y
analizado con los programas Chimera ! e I-TASSER 19!, Se identificaron en la estructura
tridimensional las mutaciones Unicas en la proteina SARS2-S que se habian obtenido en el
analisis filogenético. Se hizo hincapié en los residuos involucrados en la interaccién con el
receptor, resaltando su conservacién o si eran unicos. Se calcularon las distancias entre
estos aminoacidos y los de ECA2 para establecer el nimero de contactos y nimero de
puentes de hidrégeno que estabilizan la interacciéon. También se obtuvieron otros
parametros como el potencial hidrofébico y el potencial electrostatico para la superficie
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de la interfaz. Los mismos parametros se calcularon para el complejo del RBD del SARS-S
con el mismo receptor con el fin de compararlos. Ademas de la estructura de SARS2-S, se
resaltaron las mutaciones de las proteinas S de las variantes del SARS-CoV-2. En seguida,
se hicieron las predicciones de las estructuras de las variantes a fin de compararlas para

verificar si las mutaciones habian provocado cambios importantes en la estructura.

Flujo de trabajo

Alineamiento
multiple

Caracteristicas
fisicoquimicas

Prueba de Identificacion de Localizacion en la
li i
il mutacionses estructura.
| SARS-COV2
Variantes de SARS-
— CoV-2
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Resultados

La teoria neutral de la evolucién molecular asume que la evolucion es impulsada
por mutaciones puntuales estocasticas, que eventualmente pueden ser fijadas por deriva
genética o seleccidon natural. Se aplicé un modelo de evolucidn neutral para describir el
tipo de presion selectiva que podrian ejercerse sobre los aminoacidos tras surgir por una
mutacion en las proteinas S de los Betacoronavirus. El analisis de las proteinas S de este
género reveld que Trp, Cys, His, Gly, Pro, Ser y Arg han sufrido presiones selectivas
negativas, pues el nimero de cambios a esos aminoacidos es menor a lo esperado por
evolucidn neutral. En contraste Tyr, Lys, GIn, Phe, Asn, Asp, Thr y Val han estado straron
estar sujetas a presiones de seleccién positivas (Figura 2.1 A). Los aminodcidos Met, Glu,

Alay Leu se fijan de manera neutral.

Para describir con mayor precisién las presiones que han actuado sobre los
aminodcidos implicados en la unién al receptor, se realizé esta misma prueba Unicamente
con las secuencias correspondientes al RBD de las proteinas S de los mismos coronavirus.
Se hizo un alineamiento multiple para extraer la regién que se alineaba con el RBD de
SARS-CoV-2, las cuales fueron sometidas a la prueba de neutralidad. De manera similar a
los resultados obtenidos al utilizar toda la proteina; Trp, Met, Glu, His, Pro, Ala, Leu y Arg
mostraron estar sujetas a selecciones negativas, mientras que Tyr, Lys, Phe, Asn, Asp, y
Thr manifestaron estar bajo seleccién positiva (Figura 2.1 A). Esto significa que es menos
probable que se fije una Arg mediante una mutacién aleatoria que una Tyr, porque la Arg

estd sometida a fuerte presion de seleccién negativa.
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A)

Probabilidad de ocurrencia

B)

(@)
Probabilidad de ocurrencia

Probabilidad de ocurrencia

0.05

0.00

Prueba de neutralidad de las proteinas S de los
Betacoronavirus (IC 95%)

S de Betacoronavirus

RBD de S de
Betacoronavirus

= Control neutral

K Q H F N D | G P T V A S R

Proteina S de asilados clinicos de SARS-CoV-2 (IC 95%) -

__ Control neutral
— SARS2-S

Genoma completo de aislados clinicos de
SARS-CoV-2 (IC 95%)

— Control neutral
~— SARS-CoV-2

Aminoacidos

Figura 2.1- Prueba de neutralidad de las proteinas de los coronavirus y del genoma del
SARS-CoV-2. A) Prueba de neutralidad de las proteinas S (verde) y de los RBDs (azul) de los
Betacoronavirus. B) prueba de neutralidad de las proteinas S de aislados clinicos de SARS-
CoV-2. en C) se hizo la prueba al genoma completo de los aislados clinicos. En todos los
casos se compara contra su control por evolucidn neutral (lineas negras).
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Para estudiar la evolucion en curso del SARS-CoV-2, realizamos otra prueba de
neutralidad de las proteinas S de SARS-CoV-2 de aislados humanos. La Figura 2.1 B
muestra que Tyr, Glu, Lys, Phe, Asn, Asp, lle y Val estdn bajo presidon selectiva positiva,
mientras que Trp, Met, Cys, GIn, Gly, Pro, Ala, Leu, Ser y Arg estdn bajo presidn selectiva
negativa. Las diferencias entre los graficos de la Figura 2.1 Ay 2.1 B resaltan la resolucién
del modelo para detectar las presiones selectivas en una proteina homdloga que
pertenece a un taxén inferior. Ademas, realizamos la prueba de neutralidad a todo el
genoma empleando 561 secuencias de SARS-CoV-2 de aislados humanos (Figura 2.1 C).
Este analisis permitidé retratar cdmo todo el genoma del SARS-CoV-2 estd sometido a
presiones selectivas, que no son necesariamente las mismas a lo largo de todo el genoma
viral. La evolucidn de otras proteinas del virus ha sido diferente a la de la proteina S.
Diferentes proteinas virales estan influenciadas por diferentes variables que modifican la

probabilidad de aparicién de sus propios aminoacidos.

Se realizaron relaciones filogenéticas de la proteina S de los Betacoronavirus,
donde identificamos las proteinas S mas cercanas al SARS-CoV-2. Como otros autores ya

han reportado [20]

, el arbol filogenético resultante, mostré que la proteina S del
coronavirus de murciélago RaTG13 exhibe la mayor similitud con la proteina SARS2-S,
seguido por la proteina S del coronavirus PnCov. De hecho, se detectaron 79 mutaciones
gue se comparten entre estos tres coronavirus y los vuelven Unicos. El arbol filogenético
de la Figura 2.2 muestra representantes de cada linaje para ubicar las proteinas S mas
cercanas a la del virus causante de la COVID-19 (se construyé con maxima verosimilitud).
Aquellos coronavirus sefalados con un circulo naranja, son aquellos que se ha
demostrado tienen la capacidad de unirse al ECA2 humano. Algunos de estos coronavirus
son de murciélago pero comparten algunas caracteristicas quimicas necesarias para la
interaccidn con la proteina humana. Los virus con una marca verde, son otros coronavirus

humanos que utilizan otros receptores diferentes a ECA2, como lo son el MERS-CoV a

CD26 y el HCoV 0OC43 y HCoV HKU1 que se unen a los receptores de acido sidlico.

51



Evolucion molecular de la proteina Spike del SARS-CoV-2

— YP 009072440.1 BtCoV/Zhejiang2013
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AAY88866.1 Bat SARS CoV HKU3-1
L — ABD75332.1 Bat SARS CoV Rm1/2004
L ACU31032.1 SARS-like CoV Rs 672/2006
] I— AGC74176.1 Bat CoV Cp/Yunnan2011
I— ABD75323.1 Bat SARS CoV Rf1/2004
AlIA62277.1 BtRf-BetaCoV/JL2012
| L — ATO98145.1 Bat SARS-like CoV RF4092
AIA62330.1 BtRs-BetaCoV/YN2013
g —————— AVP78042.1 Bat SARS-like CoV

[ QIQ54048.1 PgCoV
| [ pdbl6ZGF|A Bt CoV RaTG13
L

YP 009724390.1 SARSCoV2
— QNA39510.1 SARS-CoV 2
— AHX37558.1 Rhinolophus affinis CoV LYRall
J L — AHX37569.1 Rhinolophus affinis CoV LYRa3

AGZ48831.1 Bat SARS-like CoV WIVL
L AGZ48806.1 Bat SARS-like CoV RsSHC014
L ATO98218.1 Bat SARS-like CoV Rs7327
ALK02457.1 SARS-like CoV WIV16
T AAU04664.1 SARS-like CoV civet020
L — AAV49720.1 SARS-like CoV PC4-137
|_,7 pdb[5X58]A SARS-CoV BJO1

BAE93401.1 SARS-CoV Frankfurt 1
I_,; YP 009825051.1 SARS-CoV Tor2
L AARB6775.1 SARS-CoV
AP0O40579.1 Bt-SL-CoV
| YP 003858584.1 BtCoV BM48-31/BGR/2008
L ALJ94036.1 Bt-SL-CoV/BB9904/BGR/2008
— AGY29650.2 CoV Neoromicia/PML-PHE1/RSA/2011
L— YP 009513010.1 Erinaceus CoV
| YP 001039962.1 BtCoVPipistrellus HKUS
— YP 001039953.1 BtCoVTylonycteris
L — YP 007188579.1 MERS-CoV England 1
— YP 009047204.1 MERS
ACJ67012.1 Deer CoV US/OH-WD388-TC/1994
L— NP 150077.1 Bovine CoV
ACJ35486.1 HentericCoV
I AQT26498.1 Canine respiratory CoV

I YP 005454245.1 Rabbit CoV
YP 009555241.1 HCoVOC43

‘ YP 173238.1 HCoVHKU1

\—,7 YP 003029848.1 Rat CoV

— ACNB89705.1 Murine CoV RA59/SIHM
| ACNB89689.1 Murine CoV RAS9/R13

L— YP 009824982.1 Murine Hepatitis Virus

YP 001039971.1 BtCoVRousettus HKU9 ] Linaje D

Linaie B

Linaie C

Linaie A

Figura 2.2- Analisis evolutivo por método de méxima verosimilitud. Arbol filogenético de la
proteina S del género Betacoronavirus. Se muestran representantes de los 4 linajes. Los CoV
que se unen a hECA2 estan marcados con un punto naranja, mientras que el marcador verde

marca los CoV que infectan a los humanos y usan otros receptores.

Para identificar mutaciones que podrian ser ventajosas en la unién del SARS2-S a

ECA2, se profundizé en la secuencia del RBD del subdominio S1. Por lo tanto, se realiz

otro alineamiento multiple que incluyé las secuencias de SARS2-S y de la proteina S de los

CoV de unién de ECA2 humano '®. Descartamos el Alphacoronavirus humano HCoV NL63

52



Evolucion molecular de la proteina Spike del SARS-CoV-2

porque aunque se une a la proteasa ECA2, la orientacion del RBD al unirse con dicho
receptor es completamente diferente (Figura S3). El resultado fue la deteccién de todas
las mutaciones unicas del RBD del SARS2-S, algunas de las cuales son compartidas con las
secuencias de las proteinas S de CoV RaTG13 y PnCoV lo que sugiere que tal vez podrian
unirse al ECA2 humano. La Tabla 2.1 enlista todas las mutaciones puntuales en el RBD de
SARS2- S comparado con el aminoacido correspondiente expresado en el resto de las
proteinas S que se unen a ECA2, de las cuales la mayoria han sido seleccionadas. Los
aminodcidos se resaltan segun su naturaleza quimica, siendo amarillo los no polares, en
verde los polares neutros, en azul los cargados positivamente y en rojo los cargados
negativamente, ademds se resaltan en negrita los aminodacidos que interaccionan con el

receptor.

Se visualizé el RBD de SARS2-S interaccionando con ECA2 (PDB: 6MO0J) y se
determind que la proteina viral interacciona con el receptor por medio de 4 asas (Figura
2.3A). Tres de ellas en realidad son secuenciales y forman una asa larga desordenada, y la
otra se encuentra lejana en la secuencia lineal aunque cercana en un extremo de la

interfaz (Figura 2.3B).

Tabla 2.1- Mutaciones Unicas en el RBD de la proteina S de SARS-CoV-2.

CoVs de unién a ECA2 SARS- CoV-2
Caracteristicas
Posicion a.a. Posicion a.a. Presion selectiva
335 P 348 A Negativa Polaridad
341 354 N Positiva Carga
359 T 372 A Negativa Polaridad
360 F 373 S Neutral Polaridad
371 A 384 P Negativa Polaridad
380 S 393 T Positiva Polares
389 \Y 402 I Neutral No polares
390 K 403 R Negativa Misma carga (+)
393 7m7 Negativa Misma carga (-)
404 Vv 417 K Positiva Polaridad y carga
417 M 430 T Positiva Polaridad
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421 L 434 I Neutral No polares
425 T 438 S Neutral Polares
426 R 439 N Positiva Carga
428 | 441 L Negativa No polares
430 A 443 S Neutral Polaridad
431 T 444 K Positiva Carga
432 S/Q 445 \Y Neutral Polaridad
433 T 446 G Neutral Polares
439 K 452 L Negativa Polaridad y carga
442 Y/s 455 L Negativa No polares
443 L 456 F Positiva No polares
445 H 458 K Positiva Misma carga (+)
446 G 459 S Neutral Polares
447 K 460 N Positiva Carga
449 R 462 K Positiva Misma carga (+)
457 N 470 T Positiva Polares
458 Vv 471 ! Negativa Polaridad y carga
459 P 472 I Neutral Polaridad
460 F 473 Y Positiva Polaridad
461 S 474 Q Neutral Polares
462 P 475 A Negativa Polaridad
463 476 G Neutral Carga
464 G 477 S Neutral Polares
465 K 478 T Positiva Carga
467 T 481 N Positiva Polares
469 P 482 G Neutral Polares
470 P 483 \ Neutral Polaridad
484 - Negativa Insercion
471 A 485 G Neutral Polaridad
472 L 486 F Positiva No polares
g 476 w 490 F Positiva No polares
g 479 N 493 Q Neutral Polares
480 494 S Neutral Carga
484 Y 498 Q Neutral Polaridad
485 T 499 P Negativa Polares
487 T 501 N Positiva Polares
489 | 503 \Y Neutral No polares
505 N 519 H Negativa Carga
Cddigo de a.a. ‘ Polar ‘ No polar ‘ Polar + ;
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Figura 2.3- Interaccidn proteina-proteina
entre el RBD de SARS2-S y ECA2 (PDB: 6M0)).
a) Estructura tridimensional del RBD de
SARS2-S (rojo) con las azas que interactUa
(segun el cédigo de color de la Tabla 2) con la
proteasa humana ECA2 (azul). En b) se
observa la representacién lineal de |Ia
proteina que muestra la ubicacion del RBD y
de las azas representadas en a).

RBD

NH2-

Ese mismo complejo sirvio para posteriormente identificar las mutaciones (rojo) en
la estructura del RBD de SARS2-S (rosa palido) e identificar los residuos responsables de la
interaccion con el receptor (azul) (Figura 2.4). Curiosamente, la mayoria de las mutaciones
en el RBD de SARS2-S se encuentran cercanas a la interfaz con el receptor. En el
acercamiento, se observan los aminodcidos involucrados en la interaccion proteina-
proteina, junto con sus cadenas laterales. Los que son comunes entre los coronavirus de
union a ECA2 permanecen en rosa palido (Tyr 449, Tyr 453, Asn 487, Tyr 489, Thr 500, Gly
502, Tyr 505; Tabla 2.2) mientras que los aminodcidos Unicos de SARS2-S se muestran en
rojo (Lys 417, Gly 446, Leu 455, Phe 456, Ala 475, Phe 486, GIn 493, Gly 495, GIn 498 y Asn
501 Tabla 2.3). De los 17 aminodcidos del RBD que interaccionan con aminoacidos de
ECA2, 10 son Unicos en SARS2-S, es decir 7 se comparten con otras proteinas S que tienen
la capacidad de unirse al ECA2 humano. De esos 7, seis utilizan aminoacidos favorecidos
en la evolucién de la proteina, e interesantemente 4 son Tyr. De las 10 mutaciones Unicas,
6 aminoacidos estan bajo algun tipo de seleccidn, y uno de ellos (K417) participa en la
formacién de un nuevo puente de hidrégeno con el receptor. En total, SARS2-S forma 11

puentes de hidrégeno con el receptor mientras que SARS-S forma 8.
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RBD SARS2-S

PDB: 6M0J

Figura 2.4- Interaccién entre el RBD de SARS2-S con ECA2. La interaccion entre el RBD del SARS2-S
(rosa palido) y el receptor humano ECA2 (azul) se aprecia mejor en el acercamiento donde se
observan las cadenas laterales de los aminoacidos del RBD implicado en la unién con el receptor
humano. Los aminodcidos Unicos en SARS2-S se colorean en rojo, mientras que los conservados se
mantienen en rosa palido.

Tabla 2.2- Residuos conservados
entre las proteinas S que se unen de
ECA2 implicados en la interacciéon
proteina-proteina con el receptor. SARS2-S SARS-S

Tabla 2.3- Residuos Unicos de SARS2-S implicados
en la interaccidn proteina-proteina con ECA2.

. Presién de
a.a. conservados :tle?:cg%n Posicion a.a. Posicion a.a.  Seleccion
449 Y Positiva 417 K Positiva
453 Y Positiva 446 G 433 T Neutral
487 N Positiva 455 L 442 Y  Negativa
489 Y Positiva 456 F 443 L Positiva
500 T Positiva 475 A Negativa
502 G Neutral 486 F 472 L Positiva
505 Y Positiva 493 Q 479 N Neutral
496 G Neutral
Codigo = poiar 498 Q 484 Y Neu.tf.’a/
dea.a. 501 N 487 T  Positiva
Cdédigo  No Polar  Polar
dea.a. polar = neutro +
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La distancia promedio entre los aminoacidos de la interfaz del RBD de SARS2-S con
ECA2 comparadas con las distancias entre el RBD de SARS-S con ECA2, es similar por lo son
necesarios otros parametros para evaluar la estabilidad y afinidad de la interaccion.
Diecisiete aminodcidos del SARS2-S contactan con 17 aminodacidos del receptor, a una
distancia media de 3.563 A. En el caso de SARS-S, 15 aminodcidos tienen contacto con 18
aminodacidos del receptor, a una distancia media de 3.605 A. Se compararon tanto el
potencial hidrofébico como el electrostatico de la superficie de las interfaces de las
proteinas S, y se observd que ambas tienen valores similares en cada parametro. El
potencial de hidrofobicidad de la interfaz de SARS2-S tiene un valor minimo -27.2, media -
4.743 y maximo de 22.83, de mientras que los valores para la interfaz de SARS-S son:
minimo —26.41, media -3.47 y maximo 23.19 (Figura 2.5). A pesar de ello, las mutaciones
Phe 486 y la Phe 456 en el SARS2-S generan mas contactos hidréfobos que las Leu en las
mismas posiciones presentes en el SARS-S (Figura 2.6). Ademas, en el otro extremo de la
interfaz de SARS2-S, la superficie es mas hidrofilica gracias a la mutacién GIn 498 que

permite mas contactos por fuerzas de van der Waals.

A)

0 ’.‘“"

SARS-CoV RBD SARS.CoVZ
RBD
” L
N ). 2 " . 2 ‘
vt SARS-CoV-2 /]

SARS-CoV RBD " RBD

Figura 2.5 Caracteristicas quimicas de la superficie de contacto con el receptor del RBD de
proteinas S. a) se comparan el potencial hidréfobo de los RBD del SARS-CoV (izquierda) y
el SARS-CoV-2 (derecha) en degradado de azul (hidrdfilo), a blanco (neutro) a dorado
(hidréfobo). Las flechas apuntan hacia cambios importantes en los potenciales de
hidrofobicidad. b) El potencial electrostatico de la superficie de ambas interfaces muestra
ligeras diferencias. La escala va de rojo (negativo), a blanco (neutro) a azul (positivo).
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Para describir el comportamiento evolutivo continuo de la proteina, se analizaron
las mutaciones de las proteinas S de algunas variantes de SARS-CoV-2. Primero se hizo una
prueba de neutralidad con las proteinas S de 200 aislados clinicos reportados en todo el
mundo (Figura 2.1 B). En seguida se predijeron las estructuras de las cuatro variantes de
preocupacién: Alfa, Beta, Gamma, Delta y tres de interés: Epsilon, lota y Kappa (Figura
2.7) para definir si sus mutaciones habian cambiado sustancialmente la estructura de las
proteinas S. Las proteinas S se desvian poco de la de referencia: la variante Alfa 3.32 A, la
Beta 3.14 A, la Gamma 4.14 A, la Delta 3.34 A, la Epsilon 4.2 A, la lota 3.21A y la Kappa
3.23A (RMSD). Las variantes Gamma y Epsilon direccionan el RBD hacia otra posicidn, el
resto de la estructura es muy parecida. Faltaria determinar por medio de cristalografia de
rayos X o microscopia electrénica fria si efectivamente las estructuras cambian de

orientacion.

SARS2-S RBD Potencial
(vista de la interfaz) Hidrofdbico

>,

S ——
W v ,EG@Q) Hidrofflico

QW./A G 354

A\ §

Figura 2.6- caracteristicas de los aminodacidos del RBD de SARS2-S que se encuentran en
la interfaz con ECA2. Con la estructura previamente presentada de la interaccién entre el
RBD del SARS2-S (rosa palido) y el receptor humano ECA2 (azul) se resaltan los residuos
Phe 456 y Phe 481 responsables del aumento de hidrofobicidad (recuadro izquierda) y la
Gln 498 que aumenta la superficie hidrofilica (recuadro derecha).

58



Evolucion molecular de la proteina Spike del SARS-CoV-2

Posteriormente se identificaron las mutaciones en la estructura 3D (Figura 2.8)
donde se colorearon todas las mutaciones reportadas en las variantes que se analizaron.
Para ello se incluyeron otras variantes de interés: Zeta, Eta, Theta y Lambda. Se describio
el tipo de presién de seleccidon de cada mutacion de las variantes. Curiosamente, todas las
variantes comparten la mutaciéon D614G vy tres variantes de preocupacién y una de interés
presentan la substitucién N501Y. También las variantes Beta, Gamma, Zeta, Eta y Teta
comparten E484K y la Delta, Epsilon y Kappa presentan L452R. Todos los amino&cidos con
los que se sustituyeron estan bajo un tipo de presion de seleccidn. Por ejemplo la Tyry la
Lys son aminoacidos seleccionados positivamente tanto en las proteinas S de los
Betacoronavirus, como en los RBD. La Gly y la Arg que estan bajo seleccidn negativa se han
fijado en la posicion 614 y 452 respectivamente por presiones compartidas. La variante
Gamma, Zeta y Theta presentan una Phe en la posicion 1176 aparte de que la Pro 681 es
sustituida o por His o por Arg, dos aminodcidos con carga positiva y seleccionados

negativamente.
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Variante Alfa Variante Beta Variante Gamma Variante Delta

Superposicidn de las variantes de Superposicidn de las variantes de
preocupacion (4). preocupacién y de interés (8).

Figura 2.7- Prediccién de las estructuras de las proteinas S de las variantes de SARS-CoV-2.
Las primeras cuatro estructuras, en la primer fila, son las predicciones de las proteinas S de
las variantes de preocupacion (Alfa, Beta, Gamma, Delta), las siguientes cuatro son de las
variantes de interés (Epsilon, lota, Kappa y Lambda). La superposicién de la izquierda
compara las proteinas S de las cuatro variantes de preocupacidon mientras que en la de la
derecha se afiaden las variantes de interés.
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Figura 2.8- Estructura de
referencia de la proteina
SARS2S. Modificado de la
estructura de referencia de
I-TASSER La estructura del
SARS2-S se muestra con el
RBD resaltado en negro vy el
resto de la estructura en
rosa claro. Las mutaciones
puntuales de todas las
variantes estan en color cian
y las deleciones en gris. El
acercamiento del RBD
muestra a las Cys de color
amarillo y las dos Asn
glicosiladas en magenta.

En total, la variante Alfa, aislada por primera vez en el Reino Unido, tiene 3
mutaciones seleccionadas positivamente, 3 seleccionadas negativamente y 1 mutacién
neutrales, ademas de cuatro posiciones eliminadas (Tabla 2.4). La variante Beta
identificada en Sudafrica tiene 4 aminodcidos positivamente seleccionados, 2 aminoacidos
seleccionados negativamente, 1 substitucion neutra y 3 aminodcidos eliminados. La
variante Gamma identificada en Brasil, tiene la mayor cantidad de mutaciones:
elevandose a 9 seleccionadas positivamente, 3 seleccionadas negativamente y ninguna
neutra. La variante Delta que ha causado gran preocupacién en los ultimos meses, fue
identificada por primera vez en la India; ésta tiene 2 mutaciones seleccionadas
positivamente, 4 negativamente y 2 aminodcidos eliminados. Por ultimo, en las variantes
de interés se presentan varias mutaciones compartidas con las de preocupacion, por
ejemplo la Epsilon tiene solo una mutacién seleccionada positivamente y 3
negativamente, la Zeta 2 positivas y una negativa, la Eta 2 mutaciones seleccionadas
positivamente, 3 negativamente, 1 mutacidn sin presion de seleccién y 4 aminodcidos
eliminados. La variante Theta expresa 5 mutaciones seleccionadas positivamente y 2
negativamente, la variante lota Unicamente presenta 2 mutaciones de interés (una
seleccionada positivamente y la otra negativamente), la variante Kappa presenta 4

mutaciones seleccionadas negativamente y una de forma neutra y por ultimo la Lambda
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presenta 3 mutaciones seleccionadas de forma positiva, una negativa, 2 seleccionadas de

forma neutray 7 aminoacidos eliminados.

Tabla 2.4- Tipo de presidn de seleccion en las mutaciones de las variantes de SARS-CoV-2.

20
26
52
67
69
70
75
76
80
95
138
144
145
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158
190
215
241
242
243
247
248
249
250
251
252

Posicion , I
en SARS2-S [.\i£X (Y] {

ms<< — —|m<!>p'o—|—|l—m
*

6 9 4 r << uwvwp>rro—

A

Variantes de procupaciéon
IGamma PEIE

(5)

++

Variantes de interés

Eta (n)

Theta
(6)

Lambda
(A)

- <
+ +

++

Q /




Evolucion molecular de la proteina Spike del SARS-CoV-2

._,_ I.+ .+ .+ Q /

S

570
614
655
677 Q
681 P
701 A
716 T
859 T
888 F
950 -| N ++
982 S
1027 T |+
1071 Q H -
1092
1101
1118
1176 V F o+ F o+ F o+

++

* indican aminoacidos eliminados.

Cddigo de a.a. No polar Polar _

Por ultimo, dada la relevancia que se le ha encontrado recientemente a la capa

protectora de carbohidratos [100]

, se analizaron los residuos glicosilados de la proteina
SARS2-S. Se utilizé el alineamiento multiple que se habia generado con las secuencias de
unidén a ECA2, para identificar los residuos glicosilados reportados: 22 N-glicosilaciones y 3
O- glicosilaciones. Posteriormente se determinaron los residuos compartidos con dichas
caracteristicas, para proponerlos como potenciales formadores del mismo tipo de enlace
glicosidico. La comparacién revelé que SARS2-S expresa 4 Asn nuevas potencialmente
glicosiladas (17, 74, 149 y 657) mientras que las otras 18 son compartidas entre todos los
coronavirus de union a ECA2 (Tabla 2.5). También se comparte solo un residuo que forma
una O-glicosilacién de tres que presenta la proteina SARS2-S. De hecho, observamos que

las secuencias mas cercanas, las proteinas S de PgCoV y CoV RaTG13, expresan

exactamente las mismas Asn en esas posiciones que el agente causal de COVID-19. Estas
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Asn Unicas podrian haber sido importantes para la patogénesis de los virus, pero no para
la union al receptor ECA2 por que no se encuentran cercanas al RBM. Usando tanto el
alineamiento multiple como la estructura, se observd que ninguna mutacion de las
variantes sustituyen al residuo glicosilado pero si a aminoacidos cercanos. Esto podria
alterar la estructura secundaria de la proteina alterando la superficie del escudo de

carbohidratos y asi los epitopos reconocidos por el sistema inmunolégico.

Tabla 2.5- Sitios de glicosilaciéon de SARS2-S comparados con las secuencias de las proteinas S que
se unen a ECA2. Para cada sitio se indica si hay alguna variantes de SARS-CoV-2 presenta una
mutacion cercana.

VEUERIES 7 7 Variantes
:ARSZ- ’;;iiZsilaciédne Conservado (r::l:]taciones SARS2-5 ;:iicc))silaciédne Conservado (r:’:l:‘taciones
cercanas cercanas
17 N- gli No v, 8 616  N-gli Si g'rf'ef"hi” ;
61 N- gli Si Q, N 657 N- gli No Y
74 N- gli No o, n, A 676 O-gli Si n
122 N- gli Si 709 N- gli Si B
149 N- gli No o, N 717 N- gli Si a
165 N- gli Si 801 N- gli Si
234 N- gli Si 1074  N-gli Si K
282 N- gli Si 1098  N-gli Si
323 O-gli No 1119  N-gli Si a
325 O- gli No 1134  N-gli Si
331 N- gli Si 1173 N-gli Si v, 0,0
343 N- gli Si 1194  N-gli Si
603 N- gli Si
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Discusion

Los resultados mas notables en este trabajo son: 1. Se estudié la evolucion de la
proteina S y de su Dominio de Unidn al Receptor ECA2 humano. 2. Se utilizé una prueba
de substitucion de aminoacidos basada tanto en la estructura del Cédigo Genético
Estandar como en su correspondiente grafica fenotipica de aminodcidos, el cual nos
permitié determinar, para cada aminoacido, su tipo de evolucion: neutra, seleccién
positiva o seleccidn negativa. 3. Se analizaron las interacciones entre el RBD del SARS2-S
con ECA2 con una distancia promedio de 3.2 A. 4. Se predijeron las estructuras de las
proteinas S de las principales variantes de preocupacion/interés de SARS-CoV-2. 5.
Combinando la prueba de neutralidad con los resultados de la unién entre la proteina Sy
ECA2 se observaron cambios muy importantes en la evolucién del RBD que facilitaron la
union al receptor ECA2 en comparacién con otras proteina S (de SARS-CoV-1 y otros
coronavirus). 6. Se identificaron los potenciales sitios de glicosilaciéon de la proteina S
tanto del tipo N como del tipo O y se compararon con el resto de proteinas S de union al
receptor humano. 7. Se aplicé la prueba de neutralidad a 200 secuencias de proteinas S y
del genoma completo de aislados clinicos humanos con SARS-CoV-2 y se observd que no
so6lo evoluciond la proteina S sino que también hubo varias mutaciones a lo largo del

genoma viral en comparacion con otros Betacoronavirus.

Basado en un modelo de evolucién neutral %

, se calculé la probabilidad de
ocurrencia de nuevos aminodcidos surgidos tras mutaciones de sustituciéon para las
proteinas S de los Betacoronavirus, asi como en el RBD de esas proteinas, y se hizo otra
prueba de neutralidad a proteinas S de aislados clinicos de SARS-CoV-2. La seleccién de
unas mutaciones sobre otras, sesga la evolucidn neutral, alterando la frecuencia de cada
aminodcido con respecto a lo esperado por evolucion neutral. De forma que se genera

una presidon de seleccién que suele ser similar entre proteinas homdlogas, y es de las

principales fuerzas impulsoras de la adaptacion.

Las mutaciones que dan lugar a aminodcidos bajo seleccidn negativa como Trp,

Cys, His, Gly, Pro, Ser y Arg, suelen alterar la estabilidad termodinamica ya sea en
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términos de la estructura, funcidon o interacciones proteina-proteina. Por lo tanto la
mayoria de estas mutaciones se eliminan y se conservan sdélo ciertos residuos en
determinadas posiciones. Consecuentemente, debido a la eliminacién, la frecuencia de
estos aminoacidos es menor a la esperada y por ello se le llama seleccién negativa. Por
ejemplo, ocho Cys conservan la estructura del RBD formando enlaces disulfuro (C336-
C361, C379-C432, C391-C525 y (C480-C488) y 30 Cys en toda la proteina. Dada las
caracteristicas de las Cys, puede desestabilizar si se presentan en sitios nuevos, por lo

tanto se eliminan o no se alcanzan a fijar salvo aquellas que favorezcan la estructura.

Desde un punto de vista funcional, las proteinas S necesitan ser procesadas por
diferentes proteasas del huésped para separar la S1 de S2 y exponer el péptido de fusion,
lo que es necesario para que la maquinaria de fusidn pueda inducir la fusién de las
membranas y asi lograr la infeccidon celular. Las proteinas S de otros coronavirus son
escindidas por tripsina, convertasas tipo furina, catepsinas, serina proteasas, elastasas,

plasmina, entre otros, para lograr la exposicion del péptido de fusion

. Por tanto, las
proteasas del huésped ejercen una presion selectiva importante sobre las proteinas de los

picos y son responsables de los tropismos hacia las células que las expresan.

El hecho de que el motivo polibasico en SARS2-S (681-RRAR) sea el resultado de
una insercidn de 12 nucledtidos, ha generado una gran polémica acerca del origen del
virus. La insercioén se logra con los residuos (PRRA), de los cuales la Pro y Arg estan bajo
fuertes presiones negativas. Esto quiere decir que esos aminoacidos no suelen ser
favorables en el resto de la proteina pero en ese sitio resultd ser muy favorecedor para
aumentar la infectividad del virus ™. Sin embargo, para la teoria neutral de la evolucidn,
la probabilidad de que ocurran estos aminoacidos esta directamente relacionada con la
codonicidad de cada uno, y puesto que Pro es tetracoddnico y las Arg y Ala son
hexacoddnicos, la probabilidad de aparicion de dichos aminoacidos es alta. Una vez
presentado el motivo, fue seleccionado ya que esta insercién ha sido un factor de
virulencia crucial que permite la escisidn por la proteasa furina que, en consecuencia, deja
un motivo de unidn a la proteina transmembranal neuropilina-1 que también participa en
[27,28]'

la internalizacion del virus
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Esta caracteristica Unica entre los coronavirus mas cercanos ha sorprendido y ha
generado la polémica sobre el origen del SARS-CoV-2. Sin embargo otros investigadores
han demostrado que la insercion del sitio de escisidon de furina (RXXR) no es nueva entre
los Coronavirus ! pues otros Betacoronavirus presentan motivos polibasicos similares. No
obstante, hasta ahora nuestro andlisis y las evidencias no permiten esclarecer si este
motivo es favorecido por eventos epistaticos. Sin embargo, en todos los casos estudiados,
el motivo incrementa la virulencia de esos virus. En nuestro alineamiento multiple
pudimos observar algunas de las proteinas S de Coronavirus con este motivo: el virus de la
hepatitis murina (YP009824982.1), CoV murino RA59 / R13 (ACN89689.1), CoV murino
RA59 / SJHM (ACN89705.1), CoV de rata (YP003029848.1), HCoV HKU1 (YP173238 .1),
HCoV 0C43 (YP009555241.1), Conejo CoV (YP005454245.1), Canino CoV (AQT26498.1),
CoV entérico humano (ACJ35486.1), CoV bovino (NP150077.1) y ciervo Sambar CoV US /
OH-WD388TC / 1994 (ACJ67012.1). De hecho la utilizacién de las diferentes proteasas del

[101]

huésped permite un tropismo por las células blanco , ¥ se entiende que es el resultado

de la presidn de seleccién que se ejerce sobre los virus para procesar sus proteinas S.

La prueba de neutralidad mostrd varios aminoacidos que estan bajo presiones de
seleccion parecidas tanto en el RBD como en la totalidad de las proteinas S de los
Betacoronavirus. Por ejemplo Tyr y Asn estdn sujetas a altas presiones de seleccion
positiva, las cuales favorecen que se fijen las mutaciones con estos aminodcidos. Por
ejemplo son 4 Tyr las usadas en la interaccién proteina — proteina, estas se presentan en
todos los coronavirus de unién a ECA2, por lo que esa presidn positiva hace dificil que
sean sustituidas. Aparte, es interesante que algunas de las mutantes de interés y de
preocupacion presenten una Tyr mas entre los aminodacidos que interaccionan con el
receptor (N501Y). Mas adelante se describira esta mutacion, sin embargo en este punto se
quiere remarcar que las Tyr tienen caracteristicas que favorecen la interaccién con el

receptor.

La presidn positiva ejercida sobre la Asn permite que las mutaciones de Asn se
fijen en frecuencias mayores que las esperadas por evolucién neutral o deriva génica. Esta
situacion favorece que mas Asn sean susceptibles a glicosilaciones, mientras se exprese el
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motivo NXS/T (Asn, cualquier aminoacido excepto Pro, Ser o Thr). Las proteinas S de
MERS-CoV, SARS-CoV y SARS-CoV-2 se han descrito como proteinas altamente
glicosiladas, esta caracteristica les permite evadir al sistema inmunolégico, ya que varios
de los potenciales epitopos neutralizantes se encuentran cubiertos por carbohidratos.
También se usa la glicosilacién como una proteccién para enmascarar regiones peptidicas
que también podria ser reconocido por anticuerpos. Por ultimo ya que las glicosilaciones
son afnadidas usando la maquinaria del huésped, el sistema inmunoldgico es enganado. Es
decir las glicosilaciones son reconocidas como propias, y de hecho le ayudan a generar
interacciones con el huésped. Por otro lado las glicosilaciones influyen en el plegamiento
adecuado de la proteina, asi como en las interacciones con el trimero de S. De las 22 N-
glicosilaciones solo dos se encuentran en el RBD (N331, N343) pero se encuentran lejos
del RBM, por lo que pudieran favorecer otras interacciones y no la interaccién con el
receptor. Aparte, la alineacién con otras secuencias sugiere que probablemente en los
otros coronavirus se formen enlaces similares. Cabe sugerir que las glicosilaciones Unicas
en SARS2-S hayan surgido antes de la zoonosis ya que los residuos glicosilados Unicos en
SARS2-S entre los de unidn a ECA2, si son compartidos con las secuencias de la proteina S

de RaTG13 y PnCoV.

El reconocimiento por parte del sistema inmunolégico provoca una fuerte presion
selectiva en el virus, y las Asn se encuentran favorecidas ya que estdn bajo presidn
selectiva positiva. Esto favorece la formacién del escudo protector de sacaridos que
protegen a la proteina S del reconocimiento 321 La alteracion de los carbohidratos o de los
aminodacidos cercanos podrian alterar tridimensionalmente a la proteina, exponiendo
nuevos epitopos. Aunque ninguna de las sustituciones de las variantes reemplace a un
residuo glicosilado, si hay mutaciones cercanas, especialmente en los sitios super-
antigénicos del NTD: asas del residuo 14 al 20, del 140 a 158 y del 245 al 264 [102] Segun
los reportes sobre las variantes de preocupacion, estas sustituciones reducen el

reconocimiento de sueros de pacientes [103]

. De acuerdo a la prueba de neutralidad, hay
mas probabilidad de alterar residuos cercanos a la Asn involucrada en el enlace, que a la

misma Asn. Entonces, posiblemente el carbohidrato o los carbohidratos van a permanecer
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pero los residuos aledafios seran los responsables de alterar los epitopos. Queda por
determinar experimentalmente si estas mutaciones evitan el enlace glucosidico o si la

cadena de sacaridos se altera; y consecuentemente determinar los nuevos epitopos.

Por otro lado se ha demostrado que la proteina SARS2-S se une a receptores de
carbohidratos de las células dendriticas como: CD206 (MR), CD209 (DC-SIGN), CD209L (L-
SIGN/ CLEC4M), CD301 (MGL/CLEC10A) y Dectin-2/ CLEC6A 3***. La unién es a través de
los carbohidratos del NTD. En otros coronavirus, el NTD igualmente glicosilado juega un
papel importante en la unién a la célula huésped y en la evasion de la respuesta inmune.
Para el virus de la influenza Cy algunos coronavirus (HCoV HKU1 y HCoV OC43), la unidén a
través de los receptores de acido sidlico 9-O-acetilado es crucial y constituye otra barrera

331041 | 3 interaccion con proteinas especificas del

para la infeccion de distintas especies
huésped facilita el acercamiento de la maquinaria de fusiéon a la membrana celular. Por lo
tanto, es importante conocer el impacto de la glicosilacidon de la proteina SARS2-S en el
reconocimiento del receptor, la fusién a la membrana o la evasiéon del sistema
inmunolégico. Conocer el papel de los sacdridos unidos a la proteina S podria ayudar a

comprender mas la fisiopatologia del virus y también a desarrollar otras estrategias

profilacticas o terapéuticas, efectivas contra todas las variantes.

Al observar las Tablas 2.2 y 2.3, es evidente que la mayoria de los aminoacidos
involucrados en la interaccion con ECA2 estan bajo presion de seleccidn. Este resultado es
de esperarse pues es un dominio que presenta gran adaptabilidad para mejorar su
afinidad al receptor del huésped o para infectar a otras especies. Dentro de las
mutaciones Unicas en SARS2-S (Tabla 3) se identificaron mutaciones que han favorecido
fuertemente la interaccidon con el receptor, por ejemplo las Phe 456 y Phe 486, que
permiten mayor nimero de contactos hidrofébicos con el receptor. Ambas sustituyen a
una Leu, expresadas en otras secuencias de unidon a ECA2. La presencia de las Phe en la
interfaz, contribuye a generar interacciones mas hidrofébicas con atomos de ECA2: SARS2-
S Phe456 con Asp 30, Thr 27 y Lys 31 de ECA2 y SARS2-S Phe486 con Leu 79, Met 82 y Tyr
83 de ECA2. Estas interacciones hidrofdbicas fueron probablemente la fuerza impulsora
para mantener las mutaciones. Por otro lado, la Gln 498 permite mayor nimero de
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contactos (7 en vez de 5) por fuerzas de van der Waals. La Lys 417 y Gly 426 permiten la
formacién de nuevos puentes de hidrégeno. Todos estos aminodcidos menos la Gly, se

encuentran bajo presiones positivas.

Las variantes de SARS-CoV-2 se analizaron con la misma prueba de neutralidad
para discutir el curso evolutivo de la proteina S en estos virus. Estudiar las mutaciones
compartidas entre las variantes permitiria entender las presiones de seleccidn ejercidas
sobre el virus. Estas han tenido relevancia clinica porque sus frecuencias han aumentado
rapidamente en las diferentes poblaciones. Se recuperaron todas las mutaciones en la
proteina S que se han reportado en las variantes Alpha, Beta, Gamma, Delta, Epsilon, lota,
Kappa, Zeta, Eta, Theta y Lambda, y se localizaron en la estructura. La mayoria de las
variantes presentan mutaciones en S1 e incluso varias supresiones o eliminaciones, por lo
gue se predijeron las estructuras de 7 variantes. Las estructuras predichas no muestran
cambios sustanciales mas que en la orientacién del RBD. La habilidad para mantener la
estructura y funcionalidad de los diferentes dominios a pesar de presentar algunos

cambios, también debe ser motivo de seleccidn.

La mayoria de las mutaciones compartidas entre las variantes, presentan
aminodcidos bajo presiones de seleccién (positiva o negativa). En los casos particulares, la
mutacion D1118H de la variante Alfa introdujo otra His en S2, que puede alterar la
estructura y funcidn debido a la carga opuesta de los aminoacidos. La sustitucién S982A
presenta un aminoacido hexacoddénico bajo neutralidad y en el mismo grupo segun su

105,11 . .
[105,106] por lo que la ocurrencia fue altamente probable. En la variante

requisito polar
Beta, la mutacién A701V se sustituye por un aminoacido con seleccidén positiva a través de
una sustitucidn en la segunda posicion del triplete. La variante Gamma es la variante con
mas mutaciones a lo largo de la proteina S, y ademas la mayoria de estas mutaciones
implican cambios hacia aminoacidos con seleccién positiva, como L18F, T20N, D138Y,
H655Y, T10271 y V1176F. También P26S y R190S cambiaron a Ser (neutros o sin presién de

seleccién). La variante de Epsilon tiene solo una mutacién impulsada por seleccién

positiva S131 y dos mutaciones seleccionadas negativamente W152C y L452R, la primera
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de las cuales resultd en el cambio de aminoacidos con requisitos polares similares, y la

segunda mutacién que involucra a.a. con diferentes requisitos polares.

Resaltan las mutaciones compartidas entre las variantes. Estas se deben por
presiones selectivas en comun, por ejemplo Pro 681 que se encuentra justo antes del sitio
de corte de la proteasa furina es substituida por His o por Arg, los cuales son aminodcidos
con carga positiva seleccionados negativamente. La consecuencia directa es que puede
causar una ligera diferencia en la estructura secundaria inmediatamente antes del sitio de
escision de la furina. Esto basado en que Pro introduce cambios de direccionalidad en el
esqueleto de Carbonos alfa (Ca) ya que el grupo amino se une tanto al Ca como a la
cadena lateral en forma ciclica. La ausencia de la Pro podria alterar la susceptibilidad a la
escision por la furina, sin embargo se necesitaria confirmarlo experimentalmente. Con
anadlisis computacional se confirmé que la mutacién P681R aumenta las propiedades
bésicas del motivo, lo que aumenta la susceptibilidad al corte por la furina . Y de
manera experimental se comprobd que las propiedades fusogénicas de la proteina
aumentan, ya que forma mas sincitios. Aparte de que la substitucién permite una regién

de baja complejidad la cual contribuye a la evasion del sistema inmunoldgico [108]

La secuencia de referencia de SARS2-S tiene una Lys en la posicion 417 que
permite la formaciéon de un puente de hidrégeno, sin embargo las variantes de Beta y
Gamma lo sustituyen por aminoacidos polares sin carga (K417N/T). Queda por confirmar
si estas proteinas S podrian mantener el puente de hidrégeno en la interaccidn proteina-
proteina con el receptor, ya que el dtomo de Nitrégeno de la cadena lateral que estaba
donando el electrdn, ya no se encuentra. De manera similar, la mutaciéon E484K, también
compartida, ocurre hacia un aminoacido con casi el mismo requisito polar a pesar de que
la carga cambia, conduce a un aminoacido con seleccion positiva. Se ha descrito que esta

(199 " Otra mutacién

substitucidn es resistente a algunos anticuerpos neutralizantes
compartida es la sustitucion D614G que esta presente en todas las variantes analizadas. La
mutacion se traduce en un aminodcido pequefio sin carga que se selecciona
negativamente. Se ha comprobado que esta sustitucion aumenta la unién a ECA2 en
comparacion con el virus ancestral, por lo que también ha aumentado la infectividad y
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(6111011 " pe hecho, los pacientes infectados por virus

transmisién de las variantes
expresando esta mutacidn, presentan mayor carga viral (112 b614G altera la afinidad por
el receptor debido a un cambio conformacional que provoca que los RBD se dispongan en
la posicién “arriba”, lo que es necesario para el reconocimiento del receptor ™3, Adems,
la sustitucion compartida N501Y que agrega otra Tyr a la interfaz con el receptor, aumenta

114,115]

la unién al receptor ! . Esta sustitucion permite la infeccidon a células de ratones a

[116]

través de la interaccion con ECA2 de ratdén generando asi la posibilidad de

implementar otros modelos in vivo para la investigacion.

Es probable que estas mutaciones compartidas entre diferentes variantes ya se
hayan fijado en las particulas virales de SARS-CoV-2 que actualmente estan infectando
humanos. Algunas de las mutaciones presentes en variantes de origenes distintos refleja
una convergencia evolutiva proveniente de una fuerte seleccion en comun. Se ha
reportado que las mutaciones compartidas entre las variantes de preocupacién aumentan
la transmisibilidad del virus 1*° de forma gue ciertas mutaciones se vuelven mayormente
representadas. Las presiones de seleccién en este coronavirus, estan relacionadas con la
eficiencia para internalizarse a las células, las interacciones con proteinas del huésped, la
susceptibilidad a los cortes proteoliticos, la eficiencia de replicacién y la evasién al sistema

[11

inmunolégico I y por supuesto la competencia con otras particulas virales. Por ejemplo

se sabe que la variante Delta rapidamente desplazé en menos de un mes a la variante Alfa

en Reino Unido y Estados Unidos en mayo del 20211,

A pesar de que todas las regiones de una proteina tienen la misma probabilidad de
mutar, las mutaciones en el subdominio S2 son menos evidentes. Esto es porque la
mayoria de las mutaciones que caen en esta region, se eliminan antes de que se detecten.
Por consiguiente, resulta un subdominio conservado. Esto a su vez esta impulsado por la
alta especializacion del dominio: la fusién con la membrana de la célula huésped. Este
subdominio esta involucrado en la fusidon con la membrana plasmatica, por lo que se
entiende que requiere de caracteristicas fisicoquimicas especificas. Contiene tanto al
péptido de fusion como a las repeticiones de siete aminoacidos que forman la maquinaria
de fusion . Por el contrario, S1 es muy importante para el reconocimiento del receptor,
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especificamente el CTD donde esta contenido el RBD, por lo que la secuencia de este
dominio es crucial para adaptarse al hospedador actual o para adaptarse a otras especies.
Interesantemente, algunas de las variantes de SARS-CoV-2 presentan proporcionalmente
mayor numero de mutaciones en S2, que otras variantes. El significado biolégico exacto
de esta observacién no es claro. Es probable que las variantes con menor nimero de
mutaciones: i) habian estado mutando igual en ambos subdominios pero para cuando se
aislaron las muestras, las mutaciones del S2 ya habian sido eliminadas, o ii) la mayoria de
las mutaciones ocurrieron en S1 desde el principio. Para apoyar alguna de las hipétesis
deberian ser evaluadas mayor nimero de variantes y considerar tanto la tasa de mutacion

del virus, como de transmisién en los diferentes paises.

Cada una de las proteinas virales tiene distintas presiones de seleccidn que las
moldean y por lo tanto su patrén de evolucidon es distinto a la de cualquier otra. De igual
forma tomar diferentes genes o el genoma completo del virus, muestra la probabilidad de
ocurrencia de los aminodcidos en toda esa secuencia. Los andlisis de neutralidad con el
genoma completo con la proteina S y con el RBD de las secuencias de union a ECA2
humano, demuestra justamente las diferencias segln el tamafo de secuencia a analizar.
Aqui se calcula la probabilidad de ocurrencia de los aminodcidos segun el tipo de
presiones de seleccién. Las presiones de seleccion ejercidas sobre cada proteina, tanto
estructurales como no estructurales, estan directamente relacionadas con las
interacciones con otras proteinas, funcionalidad e incluso donde se encuentran dentro de
la particula. Por ende es de esperarse que el andlisis del genoma completo arroje
probabilidades distintas para cada aminoacido a las probabilidades detectadas en una de

las proteinas virales.

La acumulacién de mutaciones esta relacionada con la capacidad de corregir
errores. Los coronavirus codifican una ARN polimerasas dependiente de ARN, que son
propensas a equivocarse, pero a diferencia de otros virus de ARN, también tienen una
exoribonucleasa de 3 'a 5' (nsp14-ExoN) que corrige la nueva secuencia 2 L3 nspl4-ExoN
contribuye a mantener el genoma largo y estable. Por lo tanto, la acumulacién de errores
se disminuye. La prueba de neutralidad usa el principio de evolucién neutral molecular
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donde se consideran mutaciones sindnimas y no sindnimas; lo que permite obtener
informacién de los tipos de presiones selectivas que influyeron en las mutaciones

neutrales.
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Conclusion

La larga duracion de la pandemia, la amplia distribuciéon geogréfica y el rdpido
contagio, principalmente durante las olas epidémicas, han influenciado la generacién de
variantes del SARS-CoV-2. A escala global y local, se puede apreciar la evolucion de este
virus. Las vacunas han cumplido con el objetivo de detener la transmisién en algunas

ciudades, sin embargo todavia falta una gran cobertura.

Los estudios evolutivos juegan un papel importante en la prevenciéon de
catastrofes epidemioldgicas y en el desarrollo de mejores tratamientos que cubran la
mayoria de las variantes virales. En este caso se debe partir de la concepcidn de que el
primer mecanismo evolutivo se basa en el hecho de que la mayoria de las mutaciones
ocurren estocasticamente. No son el resultado de una presion selectiva que lleve a
conferir alguna ventaja o desventaja, sino que suceden y posteriormente la seleccién o la
deriva génica pueden operar para fijar dichas mutaciones. Es decir, algunas mutaciones se
mantendrdn hasta que se produzca otra sustitucidon o bien hasta que se fije por algun otro
mecanismo evolutivo. Se calcula que si una mutacidén no es sustituida en un lapso de
cuatro generaciones, esta sera fijada de manera neutral, es decir sin estar sujeta a
presiones de seleccidn. Es asi como la deriva génica toma importancia para explicar

mutaciones que no estadn directamente relacionadas con la adecuacién.

Otras de las mutaciones ocurridas estocdsticamente, seran seleccionadas por
poseer caracteristicas favorables para la proteina (presidon positiva) mientras que otras
mutaciones se eliminardan por no ser favorables (presién negativa); por lo que
consecuentemente, en ambos casos se fijaran en una proporcién distinta a la esperada.
Las presiones selectivas son similares entre proteinas homodlogas, mas aun, se mantienen
a largo plazo. Es por ello que es de esperarse encontrar mutaciones compartidas entre
variantes de SARS-CoV-2 con diferentes origenes geograficos. Las presiones selectivas
importantes para la evolucion del SARS-CoV-2 estdn relacionadas con la patogénesis,
como mutaciones que mejoran la adecuacién, alteran las interacciones con las proteinas

del huésped o evaden al sistema inmunoldgico del huésped. Las principales mutaciones
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compartidas tanto en las variantes de interés como en las de preocupacién son E484K,
N501Y, D614G, asi como los aminodcidos eliminados cercanos a los sitios de glicosilacién.
Como consecuencia, estas se seleccionaron por conducir a la adaptacién y el éxito del

virus.

La prueba de neutralidad nos permitié calcular el tipo de presién selectiva para
cada aminodcido en la proteina S de los Betacoronavirus. Este estudio evolutivo permite
comprender y describir los cambios en la secuencia del SARS2-S que afectan su
estabilidad, estructura o funcién. Pudimos discutir sobre la insercién de un motivo que
permite la escision de una proteasa, que a pesar de que individualmente los aminoacidos
no estdn favorecidos, el motivo fue seleccionado porque proveyd una clara ventaja en la
transmisibilidad del virus. Es decir, la seleccion del motivo polibasico se impuso al
mecanismo de eliminacidon de dichas inserciones que era lo esperado por la prueba.
Ademas, se discutieron las presiones selectivas en el RBD que favorecieron la capacidad
del SARS-CoV-2 para infectar a los seres humanos. Y se discutié que estas presiones estan
relacionadas con las propiedades quimicas de los aminodcidos que interactian con el
receptor, es decir, algunos cambios favorecieron aumentando el nimero de puentes de
hidrégeno o permitiendo un mayor niumero de contactos con el receptor. Como era de
esperarse para el RBD, aqui se ha demostrado que la mayoria de las mutaciones han sido
fijadas por seleccién mas que por neutralidad. Y hemos ido mas lejos determinando cuales
aminodcidos son favorecidos por estas presiones. La mayoria de las mutaciones en la

interfaz y las variantes de interés se vieron favorecidas con la presencia de Tyr y Asn.

La prueba de neutralidad realizada a la proteina SARS2-S de aislados humanos
muestra el comportamiento evolutivo actual del virus. Pudimos aplicar la prueba
principalmente porque la rdpida propagacion del virus ha permitido la fijacion de
mutaciones. Aqui demostramos de manera cuantitativa las presiones selectivas reales
ejercidas sobre el virus. La Figura 2.1B muestra que algunos de los aminoacidos
seleccionados para las proteinas S en los Betacoronavirus todavia estan bajo seleccidn

positiva en las proteinas de SARS2-S (es decir, Tyr, Lys, Phe, Asn, Asp).
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De los 17 aminoacidos que interaccionan con el receptor, solo 2 de ellos han
mutado en algunas de las variantes, y éstas son mutaciones compartidas y catalogadas de
interés. En perspectiva, seria interesante comprobar si el cambio de K417N/T afecta en la
formacién del puente de hidrégeno con el receptor, el cual favorece la estabilidad de la
union. Se sabe que N501Y, otro aminoacido que interacciona, aumenta la afinidad por el

receptor 4,

Sin embargo las mutaciones compartidas en el RBD se encuentran muy
cercanas a los residuos que interaccionan con el receptor, por lo que se sugiere que haya
cambios en la interaccidn, los cuales se podrian estudiar experimentalmente o in silico por

dindmicas moleculares.

Por lo tanto, la hipétesis planteada inicialmente se acepta, ya que la mayoria de las
mutaciones neutrales, sobre todo en el RBD, han estado sujetas a presiones que han
aumentado la transmision del virus. Después de hacer la prueba de neutralidad, se
identificaron las mutaciones Unicas en la proteina SARS2-S tanto en el RBD como en la
proteina completa y también de las variantes de preocupacion. Para cada una se evalué el
tipo de presién ejercida y posteriormente se tomaron en cuenta sus propiedades quimicas
asi como la posicién dentro de la estructura. Estos andlisis, junto con la revisién de la
literatura, sugirieron que el impacto de algunas mutaciones fue en el aumento de la
afinidad por el receptor (Phe456, Phe 486, Q498), en la interaccion con otras proteinas del

huésped o en la evasién del reconocimiento del sistema inmunoldgico.

La pandemia causada por el SARS-CoV-2 ha impactado a nivel mundial en
diferentes aspectos de la vida moderna; desde la salud fisica y mental hasta el desarrollo
econdmico. A mas de 18 meses se cuenta ya con varias vacunas que estan siendo
aplicadas a millones de personas, y otras tantas aun en desarrollo. El ritmo al que se ha
obtenido el conocimiento del SARS-CoV-2 ha sido impresionante gracias al desarrollo
tecnolégico de los ultimos afios, permitiendo la secuenciacién del genoma y el desarrollo
de modelos in vitro e in vivo que a su vez han generado un mundo de conocimiento
alrededor de la biologia del virus asi como de su tratamiento. Hasta ahora se siguen

descubriendo caracteristicas de su ciclo de vida asi como de su posible origen y evolucién.
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Perspectivas

Este trabajo permitié generar nuevas preguntas sobre la evolucién del SARS-CoV-2
gue permiten ampliar esta linea de investigacion. Por ejemplo, la mayoria de los sitios
susceptibles a glicosilacién se han conservado en los Betacoronavirus del linaje B, sin
embargo no sabemos si los patrones de glicosilacion se mantienen. Ya que los virus
utilizan las enzimas glicosil- transferasas del huésped, la Unica informaciéon para
determinar las cadenas glicosidicas en los sitios correctos, es la misma secuencia protéica
y la expresidon de las distintas glicosil- transferasas en las células blanco. Segun la
literatura, las glicosilaciones juegan un papel importante en el encubrimiento de
determinantes antigénicos. Sin embargo, si la mayoria de los patrones de glicosilacién no
cambian, los diferentes receptores de carbohidratos del sistema inmunolégico e incluso
anticuerpos serian capaces de distinguir especificamente a la proteina S mediante el
reconocimiento de los carbohidratos conservados. Es por ello que se deberian estudiar los
patrones de glicosilacion a lo largo de varias generaciones y en distintas células huésped

para poder determinar su verdadero papel en la evasidn del sistema inmunolégico.

El estudio de los receptores virales podria ayudar a entender la co-evolucion de los
coronavirus humanos con los receptores. La tasa de mutacién de los virus, asi como su
replicacion es mucho mayor a la del huésped por lo que se podria considerar que las
proteinas del huésped son casi constantes. Consecuentemente se parte de la idea de que
la adaptacion del virus en torno al receptor es determinante para su éxito. Entonces ésera
posible que estos receptores hayan sido seleccionadas por la importancia sistémica que
representan, se expresan en una variedad de tejidos, etc. o simplemente los coronavirus
se encuentran facilmente con células que los expresan?, éhabrd mas que descubrir de los

receptores virales, tienen otro papel aparte de ser ancla para el virus?
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Figura S1- Interaccidn de los RBDs de diferentes coronavirus humanos con su receptor celular.
Estructuras de las interacciones de diferentes RBDs de proteinas S de coronavirus con su
respectivo receptor, en la parte superior de izquierda a derecha el RBD del SARS2-S
(PDB:6M0J), SARS-S (PDB: 2AJF) y del HCoV-HL63- (PDB:3KBH) los tres con ECA2 y en la parte
inferior izquierda la interacciéon de DPP4 con el RBD del MERS-CoV (PDB: EKRO) y la interaccién
de ANPEP con el RBD de HCoV-229E (PDB: 6ATK). Los residuos de contacto se encuentran
resaltados en cada interaccion.
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Neutral evolution test of the spike
protein of SARS-CoV-2 and its
implications in the binding to ACE2

Georgina |. Lépez-Cortds™, Miryam Palacios-Pérez’, Gabriel 5. Zamudic®,
Hannya F. Velediaz™*, Enrigue Ortega™ " & Marco V. José™™

Asthe SARS-CoV-2 has spread and the pandemic has dragged on, the virus continused to evolve rapidly
resulting in the emergence of new highly transmissible variants that can be of public health concem.
The evolutionary mechanisms that drowe this rapid diversity are not well understood but neutral
ewplution should open the first insight. The neutral theory of evolution states that most mutations

iin the nucleic acid sequences are random and they can be fieed or disappear by purifying selection.
Herein, we performed a neutrality test to better understand the selective pressures exerted over
SARS-CoV-2 spike protein from homologue proteins of Betocoronavirus, as well a5 to the spikes from
human clinical isolates of the virus. Specifically, Tyrand Asn hawve higher ocoumence rates on the
Receptor Binding Domain (RED) and in the overall sequence of spike proteins of Betacoronawirus,
whereas His and Arg have lower cooumence rates. The in vivo evolutionary phenomenon of SARS-
CoW-2 shows that Glu, Lys, Phe, and val hawe the highest probability of coourmence in the emergent
wiral partiches. Amino acids that hawve higher occurrence than the expected by the neutral contral, are
favorable and are fixed in the sequence while the ones that have lower occurrence than expedted,
influence the stability and/or functionality of the protein. Our results show that most unique
mutations either for SARS-CoV-2 of its varants of health concern are under selective pressures, which
could be related either to the evasion of the immune system, increasing the vires' fitness or altering
protein - protein interactions with host proteins. We explored the consequences of those selected
mutations in the structure and protein — protein interaction with the receptor. Akogether all these
forces hawe shaped the spike protein and the continually ewolving variants.

The ongaing COVID-19 pandemic caused by the rapid global transmission of 5ARS-CoV-2' illustrates the
planetary consequences af recurrent spisodes of zoonotic transmission from animals to human populations. At
least seven coronawirases have been identified to infect homans causing principally respimtory difficulties bat
anly three of them pose potential pandemic threats® . Among the 4 genera of coronavirus, only some virus of
the Alphacoranavirus and the Betacoranavirus can infect humans®. Thess two gerera have 2 commaon ancestor
that infects bats while the Gammacoranavirus and Deliacoromavirs have a bird coronavirus origin®. This means
that human coronavinas may be directly related to bat coronavirus ar to other mammals as intermediate hosts.
Phylogenstic analyses have revealed that SARS-CoV-2 is a Betacoromavirus related to the bat Rhinolophus affnis
coronzviras Bat-5L-RaT(13 and the Malayan pangolin (Manis jovanica) coronavirus, and that SARS-Co¥-2
and SARS-CoV belong to the same B lineage, whereas MERS-Co¥ belongs to the C linsage's,

Structural and genomic analysis of viral components are key for understanding the evolution of the virus
and developing vaccines and therapeatic strategies both to combat the pandemic and to prevent further spread.
As all the coronaviras, SARS-CoV-2 recognizes and fuses into the host cells membranes through the spike
ghrooprotein”. The SARS-CoV-2 spike glycoprotein (SARSI-5) attaches to the human Angiotensin Converting
Enzyme 1 (ACE?) expressed on the cell membrane and is further processad by host's probeases® which are nec-
essary for fusson. SARS2-5 is made up of the Subanit 1 (51 that contains the Beceptor Binding Domain (RBD)
and Subuanit 2 (52}, responsible for fusion with the cell membrane™'". Two conformaticns are riked for the
SARS2-§ where the RBD is in a down position, or in an up position, this last one interacts with the receptor!’. In
the virl membrane, the spike protein interacts with other two spike proteins forming an homotrimer™ . Given
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Sciantific Reports | (zozs)inaSScy | rttpes: o orgi0 103 Bfs 44 555021 26550z ruature il

88



Evolucion molecular de la proteina Spike del SARS-CoV-2

wwiw.naturs . com/scientificreports/

the essential role of this protein in the viral life cpcle, it & assumed that it has undergone strang evolutionary
to ensare the propagation of the virus. The human membrane protease ACE2 has been identified as
thie viral rece ‘EEt-nlfnr corpnavirus, incuding other bat SARS-like coronawirus, the SARS-Co¥ and SARS-
CaV-2,as the Alphacoranavirus hCoV.NLA3* . Different analyses revealed that the RED of spike proteins
af SARS-CoV-Z, SARS-CoV and MERS-CoV allow binding to the receptor from waricus species while staying
within 2 range of possible mutations*"", although neither the hinding affinities nor the effect of such mutations
an the affinity have been quantified. What has been certainly demonstrmted through structural analysis and sur-
face mon resonance, s that the aftinity of SARS2-5 protein to its ACE? is greater than the
nu&?ﬂﬁ-ﬂn\'mﬂumu&pﬂhﬁﬁ?ﬁbemgt ﬁu@mmhrﬂu LDEI’IEIDEI:I'I.HE.NI.T
that could have resulted in enhancing the spread of the virus SARS-CoV-2 have already been proposed ™%,
Herein, we analyze the reference sequence of the spike protein of the SARS-Co¥.2 and compare it to the
s-nqum.n::sd’:pih:pmtinsfmmnﬂﬁcumnwim.tﬂiﬁutﬁ:m:mhﬁnnmn-d.:]ﬂ'n.taplain:-&.: amino acids
preferences that have been selected for a higher affinity binding to the host’s receptor. Parthermare, we dem-
anstrated the differences of the selective pressures sxerted over the ongoing evalying virus. To understand the
evalation of the spike protein, m:.pphaf:.n aminao acid substitation test {neutrality test) to identify the amino
acids that deviate from neutral selection. This test is directly related to the degeneracy of the Standard Genetic
CndeﬂSGCﬁ"mtd.was Ehndmba&ﬂuwbukmqlxmuﬂh::]uhpmtﬂnindhﬂumqmufﬂumu
well 2s to the spikes clinical isplates. Then we identified unique mutations in SARS2-5 that increased
the mtemslm:dm o its in terms of their al ¥ we discuss how the
mur.g.nm nfwgmuﬂﬁw bath the protein sm%ﬂsm mm:ﬂ?

Materials and methods

Datasowrces.  Thenuadeotide and amino acid sequences of the spike proteins of 102 Betacoronavirus reparted
hﬁeGﬂﬂuﬂkfkﬁpxIﬂmn&bth.nﬂLgﬂvﬂmn&mﬂ In add#ion, we downloaded 561 whale genome
sequences of SARS-Co¥-2 from huwman isclates reported in the GenBank. From the whole genomes, 200 spi
sequences were obtzined. The structures of the RBDs of SARS2-5 in complex with ACE2 (SMO]), SARS-S KED
bhound to ACE2 {2A]F). were downloaded from the Protein Data Bank fhitps A wwwercshoong/ ). Also, the refer-
ence structure of SARS2-5 was downloaded from the SARS Co¥'-2-dedicated Zhanglah webpage (hisps/
lab.comb.med umich.edu/COVID-19/). SARS-CoV-2 variants spike ssquences were retrieved from Situation
Reparts deposited in the site cuthreak info.

Meutral evolution model.  The SGC has been mathematically modeled into a 6-dimensional ﬂﬁﬂ]m
cube using group theory'™. The 60 representation of the 560 means that any codon bas & other codons to whi
it is adjacent. The 13- mnddhsbm%bermdmm:umauiphnmwwhnpm"
In this of the 20 canorical amino acids, the wertices represent the aminag acids; and two amine acids (aal
and aa?) are joined by an edge; at l=ast one codon that aal is at one edge distance to at least one codon
that encedes 222 in the S0-moedel of the SGC. For a given amine 2ok, the set of adjacencies of its codens rep-
resent the possible changes the amino acid can undergo with a single nocleotide mutation. The normalization
hmu&uﬁwmbﬂsmapﬁﬂ:ﬁmmnmwiammnmm
are the amino acids. Adding the Markoy property to the stochastic process results in a discrete time stochastic
process with no memary. Th:lmungduh'lbuhmﬂurﬂdmnmpmiab&rpdmﬁbuhmﬂ aof the transi-
tion matrix is a reatral conteol of the changes present in a protein history 2t amino acid lavel. The substitution
matrices for each set of protein sequences are 2 bearistic evolutionary model for cach protein. The stationary
distributions for sach protein reflect the probability of accurrence of each amino acid in the proteins if they con-
tinue evohing with rbnr-:-mt-zwhma.rp msdel. Thus, cur amine ackd neatral test considers all positions
as to change, with the sole constraint that the of the 5GC Ifa t
fmTﬂlﬂ?sMhmury b ution, ohizinsd from Ft\umql;‘lumm md?mymﬂumnmwm
mmpnmtnﬂunnmlcmul:twﬂlbemrpmmdapumndﬂm and lower valoes will be considared
as negative selection. The values that B a1 or dose to the newtral control will be interpreted as consistent with
a neutral mutation according to the random drift hy is of molecalar svolution. This test measwres wnam-
higuously the levels of positive or negatively amino acids as well as those that are neutral or close 1o
neutrality, without the need of a phylogenetic tree™. Our results cannot be directly visualized or measured from

2 phylogenetic tree.

Data.  One bundred two spike sequences of Betacoronavirus were pairwise aligned. Fach d'pmlﬂn
s-aqum:uwal@udunnEMUSU.E'nﬂhd&auhpunmzmﬁepmm:hmmmmjm

derive 2 nucleatide alignment that would not have that could split codons. From th:nudnnudeill.pmt
a table of mutations was compuated that xm&rﬁﬂd&mww@hﬁkﬂmﬂmmuﬂm
was transformed into an amino acid mutation matrix by adding up the values of the codons for a given amine
acid. Hence, this matrix considers spnony and non-smomymous mutations. The amino acid matation
miatrix was utﬂdhrmuypmnfsaqumandaddﬂdu Then, the matrix was normalized by rows, so
ﬁatmﬂimﬁnﬁsuphl :I.IHI.:FI:H.'I p.rnbﬂb transition matrix. The stationary distribution of the probahil-
ity transition matrix was derived and Pnrodiu&:cnntm]nfuculm]:m]utmnasd-ﬁmbaddﬂ o
asmsess the statistical robustness of the e of sequences, a fackknife proced plied. The procedure of
deriving the stationary distrihution fra nmli:prohbﬂnrtmnﬁmmmnfnmlﬂe ?:qummrqedﬂd
mﬂpuﬂLcmbHJnFEquu:mﬁmﬁdcnumh:rw]nFﬂzﬂm uted amand the staticnary dis-
tribution derived from the set of sequences. The whale mﬂdmﬂxzkﬂnmmufﬁe
same spikes of Betecoronmyirie and to 200 sequences ﬂuqihepmﬂnnd’&l]j—ﬂu‘n’-l
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Phylogenetic analysis. Al the evolutionary analyses were conducted with MEGA X software™ . The
multiple alignments of the :puh:s-nquuuumpccﬁmmndwﬂ]\ MUSCLE algorithm. The reference sequence
nFEAREl-Sm:mn]nmdbnbnﬂ\p\uupslﬁﬂummt amino acid {22} sequences and &) the ACEZ
hinding CoVs. Consequently, unigue mutations for EAESI-E and conserved residues were identifed manually.
Potential ghycosylation sites were identthed in both the linear and structural models.

Structural analysis.  The stroctares werne deaned to have the mest accurate protein and complexes of the
R.'B\Dsbuns tor. The structural analysis was visualized and anabyred with Chimera™, and [-TASSER™ 7

of SARS2-5 RBD with the receptor was used to point out unique and conserved residues. Distances
berwecnﬂuimlmncdsmmhudmﬁ:]:mum rotein interaction were computed. (Other parameters like the

hfdmp]'mbcicitpmddﬂcumu: tential were for the aa. in the interface. The same was calcubited
for the complex SARS-S REDY the receptor. The number of contacts, number of hydrogen bands, hydropho-
bicity and mean distances were comparsd. Bemiu,s mutations of the most promicent variants of SARS-
Co¥- Iwmﬂmh&dmﬂteﬂuu—dmma] of SARS2-5 and the structurl models were predicted for
each af them with 1-TASSER rm. The reference structure was downlbaded from the SARSCoVI-dedicated
Fhanglab webpage (hispe .comb.med umich edufCOVID-19/).

Results

The neutral theory of malecular evolution assumes that evalution is driven by random point mutations that
eventually may be fixed by genetic drift or selection. From this paint of view, we applisd an amiro acid meatral-
ity test™ to better understand the type of selective pressure, if amy, acting upon a.a. present in the spike protein.
‘This analysis revealed that in the Betacoronavirus genus, Trp, Cys, His, Gy, Pro, Ser, and Arg underwent negative
selective pressures, as the number of changes in these a.a. are lower than the expected by neutral evolution. In
contrast, Tyr, Lys, Gln, Phe, Asn, Asp..Thr and Val, dis positive selection and Met, Glu, Ala, and Lew are
amin ackds fixed by geretic drift or neutral forces (Fig. 1A). To accurately analyzs the adaptation of SARS-CoV-2
1o its receptos, we applied the newtrality test to the RBI of the spike sequences. [mpn.rtm'uly Trp. Met, Glu, His,
Pro, Ala, Lew, 2nd Arg showed negative selection, whereas Tyr, Lys, Phe, Asn, Asp, and Thr manifested positive
selection in the domain (Fig. 1A). This means that it is less likely to find an Asg that appeared by random mata-
tion than a Tyr oran Asn, becawse the e codonic Asg is ander high negative selective pressare.

To better understand the ongoing evolution of SARS-CoV.-2, we performed another neutrality test to the spi
Pimemd'ELRS-Cu\?memnﬁnumm isalates. Figure 1B shows that Tys, Gla, Lys, Phe, Asn, Asp, le, and Val are
under positive selective pressure whereas Trp, Met, Cys, Gln, Gly, Pro, Al, Lew, Ser, and Arg are ander negative
selective pressures. The differences hetween graphs of Pig. LA, B highlights the ufﬁemnde]budztect
the selsctive pressures in a protein belonging to a lower taxon. Mossover, we rmed the new test to
the whole genome of 561 sequences of SARS-CoV-2 from human isclates {Figure 51). This analysis permits 1o
portray haw the whols genome of SARS-CoV-2 is subjected to selective pressares, which are not necessarily the
same along the while viral gerome. Different viral prodeins are influsnced by different variables that modify the
probability of occurrence of their own amine ackds.

We carried cat 2 multiple alignment of the a.a. sequences of spike proteins of coronavires including Alphac-
aromavirus and Betacorenavirus. Consequently, we identified the mast related spike sequences to SARS-CoV-2
{naot shown). We focused in the BB sequence of the 51 subdomain to identify mutations that could be advan-
tageous for SARS2-5 binding to ACEZ. Therefore, another multiple alignment was performed including the
spikes of SARS-CoV.2, RaTG13, PnCoV, and several spikes known to bind to human ACE *. We discarded the
Alphacoronavinus HCo¥ NLE3 because even though it hinds to the haman ACE2, the arientation of the REI
in the protein — protein interaction i different. We noticed 49 unique mutations in SARS1-S compared to the
athers ACE2 hinding sequences (Table 51). Some of these mutations are present in CoV RaTG13 and PrCol
spikes, what would suggest that thess proteins could kind to the human ACE? as well. Thase mutations were
localized in the structure of the complex with ACEZ (PDE: SMOJ). Interestingly, most mutations ane located at
the interface with ACE2 (Figare 52). Figure 2A shows the interaction hebwesn SARS2-5 BED and ACE2 {madi-
fied From PIYE: 6M07), all the unique amino acids are colored in red. Figare 2B shows a cdose- uguﬂwct]\:nde
chains of the amina acids invalved in the protein-protein interaction are shown with sticks. 'M:cnmpu.rn:lth:
conservation of the residues among all the ACEZ binding sequences. The conserved residwes are shown in
pink as the rest of the strocture (ie., Tyr 449, Tyr 453, Asn 487, Tyr 489, Thr 500, Gly 502, Tyr 305 {T:
while the unique a.a. for SARS2-5, are shown in red (Fig. 2B). Among the 17 22 imvalved in the interaction, lI}I
are unique for SARS2.5, incdluding Lys 417, Gly £46, Len 455, Phe 454, Ala 475, Phe 486, Gln 453, Gly 495, Glo
-ﬂS:.ndAmfil]l{T:lb]eI].Wema]}madmiquuﬂulmkad:ﬂhth‘pmﬂurmqwnmmnﬂxwd

m'l.u.uunn.rp The mutations Gly 446 and Lys 417 enable the formation of new hands
mﬂ\&e AﬁSﬁmSh}ﬂmbﬂnd&uﬁh the receptor whils SARS2S forms 11 {Sup
Material). Specﬁmﬂp,]'-‘bad.ﬁmd Phe 486 that are under positive selection were selected becauss they gener-
ate more hydrophobic contacts with the receptor than the Lea's at the same positions present in SARS-5. At the
ather sdge of the interface, Gln 498 which was selectsd nevtrally in the RED enables a kydrophilic surface that
permits interactions with the receptor by van der Waals forces (Fig. 3).

Then we concentrated in the mutations of spikes proteins of SARS- CoV.2 varixnts to unravel the evolutionary
behavior of the virus. The variants that have received most attention due to their impartance for public health
are those identified as variants of concern and variants of interest. To know o the mutations have modified the
stl:uch.uc-nfspik: af some variants, we downloaded the reference stroctures of SARS2-5 from 1-TASSER and
medified to point all mutations in the variants in cyan and deletions in grey (Fig. 4A); the RBD is mogrified in
the inset {black) [Fig. 4B). Also, the Cys of the RBD are shadowed in yellow and the two ghosylated Asn are in
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B) Neutrality test of spike proteins of SARS-CoV-2
A | from human isolates (Cl 95%)
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Figure 1. Neutral evolution test of the a2 of the spike protein and the RBD. The probability of occurrence of

eachaa ina protein that has nonselective pressures over its mutations (black line), compared to
(A)Lb(:ﬁ:bmr:ﬂmforudlhup& in of Be us {green) and of the a.a. of the
RBD (B)hmwﬂwuh&uwhmdmavzfmhmmm&aﬂhm
hql:romthnt}mpndtmdbypumlymdulxdnngﬁmumkr ity whl.le

hmdunthemm!pmdxnmuemo nmm
A]adkmfepmadmmpcrfcrmd obtain confidence krvalof95£A]l mmadenh
Wolfram Mathematica 12.3.

F?.AB) Pnng!:bomthepmdnedmdtbeﬁmmmhdhnhh:m Alpb:.B
well as three of interest: Epsilon, lota, and Kappa; they are all menged with the
smmTowk.lhepmdmzdﬁmmd&m:mdEp-ilanmam:pmmdnbekmaldﬂmtpou
tion than that in the reference structure and the rest of the variants. From the reference structure of SARS2-S
dmhadtd.Abhdmﬂsonlyl.S!&Bﬁal97LGmm(NA.D&AS.SCA.WLZA.M:B!IA
3.23 A (Root Mean Square Deviation). Then, we identifiad the selective pressures over each mata-
hmbdsh proteins of the variants mentioned above, and four more variants of interest (Zeta, Eta, Theta
Interestingly, all variants share the mutation D614G, three of the variants of concern and one of
interest presents N501Y substitution (Table 3). Also, the Beta, Gamma, Zeta, Fra and Teta share E484K, and the
Delta, Epsilon and Kappa variants share [452R. Tyr and Lys are positively selected a.a. both for the complete spike
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Figure 2. Interaction between the RBD of the spike protein of SARS-CoV-2 with ACE2 {A) Interaction
between the RBD of SARS2-S (pale pi mddtbumm:rmrACEZ(bhc).(B)Adm-upcﬁh:hwfxe
the bi

shows the R side chains of the a.a of the RBD involved in

ding with the h receptor. Unique a.a. for
SARS-CoV-2 are colored in red.

Selection
according to
neutral ity

Conserved
aa.

]
]
_\
1
]
|
|

Table 1. Conserved residues involved in p protein interaction with ACE2 among the ACE2 binding

spihs.Thcsdxﬁantypexcwdingwﬂmnnnnli:yumindiaud.a‘a'

proteins as well as for the RBDs of Betacoronavirus and SARS-CoV-2 human isolates. In contrast, Gly and Arg
were clearly negatively selectad at position 614 and 452 respectively (Fig. 1). Gamma, Zeta, and Theta presenta
Phe in position 1176 and the Pro 681 is often substituted either by His or Arg,

Finally, as shown recently, SARS2-S is hi osylated which forms a protective shicld against recognition
of the x::symnnemm H:Ze.weconsidalsd alcycommumddxd}m;hnon sites important for evolution
of the virus. The glycosylation sites rted for SARS2-S™ were identified and compared to the other ACE2
binding sequences (Table 4). Four Asn (17,74, 149 and 657) are unique to SARS2-S, while the rest (18) are shared
and from the three 2.a. that forms O-glycosilations, only one is conserved. To note, PgCoV and bat CoV RaTG13
express all potential ghcosylation sites ddentified in the sequence of the causal agent of COVID-19, meaning that
those a.a. were selected even before SARS-CoV-2 infected humans. Nevertheless, they all contribute to avoid
the recognition of the immune system without affecting the binding to the r ACE2. We also identified

ions close to glycosidic sites in the SARS-CoV-2 variants of concern. All of them possess mutations near
to these sites.

Sciontific Reports|  (z021)12:23347 | httpz:(/der 0ng/10.1038/541558-021-96350-T nature poetfolio

92



Evolucion molecular de la proteina Spike del SARS-CoV-2

www. nature com/scientificreports/

Sel e tion
acoording
o
neutrality
417 K Positive
448 G 433 T MNeutnl
455 L 442 ¥ Negothve
458 F 443 L Posithe
475 A Nega tive
486 F 472 L Positive
453 (n] 475 BN Newrtral
436 G Neutnal
Rl a ol Newtnal
301 N A48T T Positve

Tahle 2. Unique residues for S4R52-5 imalved in protein—protein intermction with ACE2. The selection oype
according to the neutrality test are mentioned specifically for SARS2-5. Other ACE2 binding spike proteins
expressed different a.a. Here SARS-S is shown as an example. The smpty spaces in SARS-S are aa. that do not

interact with ACEz 22-  Non- - Sgip s Ralan
code pol ar positive

Discussion

The neatral theory of evolution states that most mutations in nucleic acid sequences are random, and these can
be fixed by genetic drift and/or natural selection. We exploitsd an aminao acid neutrality test to interrogate the
molscular evolation of the spike protein and to consider the possible implications for binding to its receptor that
iswhy we focused on the RBID sequences. Positive selective pressures causs a.a. to be fxed in higher frequencies
than by neutral evolution or genetic drift, while negative selective pressares cause 2.2 to appear in lower fre-
quencies than the neutral control Fixed motations under negative selective pressures may remain becanse they
are adwvantzgeous for the vines by contributing to the protein stability or increasing the affmity for s receptar.
These selective pressunes are similar among homalogoas proteins and importantly, they are the major driving
farces for adaptation.

The reutrality test applied to the RRD ssquences, shows that there are amino acids that have similar selec-
tive pressures as the whole protein, with few notable exceptions. For example, Tyr is subject to a higher positive
selection in the BB than in the whaole protein; actually, four Tyr are involved in protein - protein interaction
with the receptor. In fact, most commaon residwes between the ACE? binding proteins have positive selection.
Hinwever, unique matations in SARS2-§ BB were fixed by seective pressures rather than newtrl forces. Hence,
the adaptahility of this domain is explained by quantitative means. Spacihcally, the mutations that contributed
to a higher affinity to the receptor, compared to SARS-S, were also identified. Phe 456 and Phe 485 genemte
miore hydrophobic interactions with atoms from ACE2, Gln 498 enhances interaction with the receptor by van
der Waals forces, and Lys 417 enabled the formation of new hydrogen bonds with the receptor. These mutations
certainly were selected for increasing the affinity with the receptor.

Besides spike proteins need to be processed by different host proteases to disassemble 51 from 52 and 1o
expose the fusion peptide, consequently the fusion machinery could induce the membranes fusion and thus
to achieve the cdl infection. Other coronavirus are deaved by trypsin, furin-like convertases, cathepsins, serin
proteases, elastases, plasmin, among others, in ord.e:r tor achieve the fusion peptide exposure™. Thus, host pro-
teases exeri an Lrn'p-ortanis:lccuw pressare to the ikes proteins and an= respunnbh for Lm'pqsm:tn'nmd cells
whio express them. The fact that the polyhasic motif (682-RRAR) in SARS2-5 resulted from an insertion of 12
nucleotides (G81-PREA), h:sg;en:mi:dthn.-{ OVIL lab-leak hypnthﬂls. a@nﬂamrmu&mmnuﬂl}'
mianipulated in a hboratory and sparked doubts about the arigin of SARS-Co¥-2. However, others have discassed
that this motif has appeared multiple times and independently in spike proteins of others coronavirus™. It & not
clear whether there was an epistasis event that enahbles the 4 amino acid msertion but c:rtaml}' the motif was
selected becanse it mcmm:f pathogenicity of the virus™. The cleavage not only disrupts the binding between
51 and 52 and approaches the fusion machinery, bat also generates 2 newropilin-1 binding motid™*™ which
contributes to the internalization of the viras™. Within the context of the newtral theory of evelution, the prob-
ahility of ocourrence of each amino acid is related to their codonicity; in other words, since Arg is hexa-codonic,
and Pro and Ala are betra-codanic, ﬂrpmhnbd:rtrcd'np'p:nm:: af these spcnﬁ:mmn- acids furns ko b-e]ugh.
According to owr results, the probabili occurrence of Pro and Arg is lower than the sxpected in the whale
protein. Mevertheless, once pr:scnﬂ.: Lmsﬂ:md hecauwse &:ynmpn.rt of 2 motit that gawe n:q:!:nﬁ:
advantage to the viras. Sa, the expression of a polybasic motif 2t 51'/52" which is susceptihle to 2 specific protease
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SARS2-SRBD PDB: 6M0) - Potential
Hydrophobic

S

»EY 449

 Hydrophilic

ﬁg-nﬂ thmm&mdemMmhmmmmd&emm
din p

i mmwﬂb&emp&cs lored by its hydrophobic potential Specific
godﬂxmwommmx}uw ible res3 ‘lootbaA(Tmedmg ikes, SARS2-S has
he 456 and Phe 486 in the interface which enahles more hyd mﬂd’tdown)deln&Senﬂua
hﬁroﬂ!ﬂmmd&med&hsmmm&bwﬂhdumzﬂmmmdmmhdmuhdmgw

should not be regarded as a su Other coronavirus that present similar palybasic motifs in the S17/52 site,
where shown in our malts menlofspikud'mamvim:theqﬁhsoﬁthuﬂuﬁcpﬂthu
(YPOOY824982.1), Munnc CoV RASS/RI3 (ACNBS689. 1), Murine CoV RASS/STHM (ACNB9705.1), Rat CoV
(¥YP0O3029848.1), HCoV HKUI (YP173238.1), HCoV OCA3 (YP009555241.1), Rabbit CoV (YP005454245.1),
Canine CoV (AQT26498.1), Human enteric CoV (AC]35486.1), Bavine CoV (NP150077.1) and the Sambar
deer CoV US/OH-WD3B8TC/1994 (AC]67012.1).

Herein, we present 2 model that analyzes i::Erd:mnuofaminoad«hbymoﬁhesdxﬁwpmsum
that enhances transmissibility or increase the stability of the interaction with the receptor. The substitutions at
position 681 may cause slight differences in the secondary structure immediately before the furin cdeavage site
since Pro introduces slight bends to the protein structure. We certainly calculated the predicted structure of the
protein which is very similar to the known structure. Only the Gamma and Epsilon variants had a predicted
smmmshghlym‘mlfmmdudmcc.Rmh:rprntﬂcbms]wuldbemedmknwxf!}m:mgm
MmumtbelnmermdJdumummnwnbdeWrnenhmdmmspnhmm. Regarding
this site, it is predicted by 1 that the ion P68IR increased the basic properties of the
miwb:hmtmmcmsglhcaﬁnnymlbefummxymmm" In fact, the mutation does augment the
fusogenic and enhances syncytia formation. It seems that this substitution a Low Cam
Region !h:lwoomrbnus to immune sa:an evasion by increasing antigenic van&ﬂn&dmm o

‘The neutrality test performed to the spike protein of SARS-CoV-2 from human isolates shows the current
evolutionary behavior of the virus. We could apply the test mainly because the fast spread of the virus increased
its population size that allowed the appearance of mutations. Here we demonstrated in a quantitative manner
the actual selective pressures exerted over the virus. Figure 1B shows that some of the positive selected a.a. for
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Figure 4. Structure of the spike protein of SARS-CoV-2 and the variants of concern. (A) Structure of the spike
protein of SARS-CoV-2 in rosy-brown color. (B) Zoom of the RBD structure of SARS2-S colored in black. Cys
of the RBD are shadowed in yellow and the two glycosylated Asn are magenta. All sites of point mutations in the
variants (from Alpha to Lambda) are shadowed in cyan and deletions in grey. Molecular graphics and analyses

with UCSF Chimen, developed by the Resource for Biocomputing, Visualization, and Informatics at
the University of California, San Francisco, with support from N1H P41.GM 103311

mMmmvw:mmﬂundﬂ positive selection in the spike proteins of SARS-CoV-2 (ie. Tyr,
allhoughthepmbﬂ:ﬂnyconldbeakcmd.

By!hexummmoh«\dthﬂﬂwmmmhm nt in different variants of concern were
fixed by common selective For example, the Beta and variants substitute 2 Lys at position
417. It remains to confirm if these spikes maintain the hydrogen bond formed in the ancestral seaquence as Asp
hsmekﬁmndm.Mmunﬁmemtmlhemwumdmhmlhue occurs towards an
22 with almost the same polar requirement “* and it is strongly positive selected. This shared mutation leads
mnculnhzmg antibodies resistance™. Other shared mutation is D614G substitution which is present in all

The mutation translates to a small a.a. without charge that is bsdcdcdhhasbeen
is substitution enhances the binding to ACE2 in comparison with E
mfechvﬂyandmmnnoflhgﬂmalwhunsed" e ln&cl.pntlenuwrymgvmumlhﬂmmmm
have a significantly higher viral load™. DGllGnkoﬂws&emnfommdtthBDsmzdstbeuppomn.
which is necessary for receptor recognition®. Besides, N501Y substitution another shared mutation increases
the binding to the m:plor"“ Actually this substitution enables infection to mice cells through interaction
with mouse ACE2%.

Shared mutations of the variants of concern are reported to increase transmissibility and or favor a confor-
mational state change*®. The strong selective p exerted on these substitutions has already driven them to
fixation in SARS2-5. Mmmmﬂmbﬂ&mmmﬂmhmwlwﬂmn
coming from selective prusuresrep:dmgthcnnlﬁ!neubymmung the pathogenicity, protein-protein
interaction, and the evasion of the immune . However, another selective ure comes from other
v:nl if the viral particles are constan compdmgbmrenlhcmbynm variant has displced

Ablnvanmelud:mtheptdormmmnmmmUKmdLSA“

Tbemunmlmwdmhﬁnkedmlheapubiﬁqunmm.(hm&uhw%depmdmt
R.\A polymerases which are to mistake, unlike other RNA virus, they have also 2 3't0 ' emnbonndase
{nsp14-ExoN) that proafreads the new sequence’’. Nspl4-ExoN is one of the major factors enabling lo.

RNA genomes, nevertheless some mutations scape from the proofreading. Mutations in the 52
mmwuldpmbab]ybelesfmqunlwmd:ﬁﬂmbemxth:sequ:mncmaalfoﬂhcfmuon This
subdomain is involved in fussing with the membrane, so the domains require specific physicochemical charac-
teristics. Therefore, purifying selection deletes most neutral mutations, and consequently, there is 2 high degree
of conservation. On the contrary, S1 is important for receptor recognition, specifically the Carboxyl Terminal
Domain (CTD) where the RBD i contained, so the sequence of this domain is crucial for adapting to the actual
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Tahle 3.

Type of sdective pressare for mutations in health concern variants. The mutations colored by

physicochemical properties are enlistsd for each variant and the type of selective pressure applied for each a.a is
shanwn The type of pressure is specthed sther for the whaole protein or for amine acids posstioned in IJ1|: RELL
Position” column is according o the RefSsg. The substituting amino acid on each variant is i

ape-letter code next and the selective pressure sxerted over the 2a. according to the neutrality test. I-"osuwn (+],

negative (-}, newtral {/). Asterisks indicate deletion. .

e N pr e
Vartants with Variants with
SARSI-S | Glycowylais LE d 13 by SARSI-S | Clyooeylais LE d 13 by
(irj Moahy Ho & L1311 Moahy Vien =R yEe Lyl el
L1} Moahy Ta 29 &57 Moahy Mz Y
™ N-aly Hao =gk &76 Daly Yea n
1z Ny Yo M Ny Yex P
L) N-ahy Ho =9 mnr N-ahy Yea =
5= N-mhy Ta anl N-mhy Yea
PEL Moahy Ta Rerg | Moahy Tex ®
282 N-mhy Ta [Ret ] N-mhy Tea
EEE] Dhahy Ho L N-ahy Tea =
s gy Mz Bk} Moahy Tex
EE] Moghy Ta 173 Moghy Tea 5B
3 N-aly Ta Lind N-aly Yea
&3 Wy Ta

Table 4. Conservation of the glycosylation sites of SARS1-5. Most of the sl}ta-n"lali-:-rl sites e
SARSZS are shared with all the ACE? hinding ssquences except for 6 resi

variants of concern present muatstions mear at least one unique gheospated residue.

wes 4 Arg. | Thr an

rt=d from
1 Sec. All

Scientific Raports |

(zozz)2zammgy |

hittpes:[f'dod. ong10.103 B/s4 1 558-021-95950-T

97

rtune oo




Evolucion molecular de la proteina Spike del SARS-CoV-2

warw.nature . com/scientificreports/

host or for the ability to infect other species. Interestingly, some variants have more mutations in 52 wheseas
athers present a few. The exact biclogical significance of this obssrvation is not clear. It is probable that the vari-
ants with few mutations coald either 1) have been mutating before and by the time they were ::Purtndm
have had enough time to fix or disappear nevtral mutaticns at 52, or i} they may have appeared r:ﬁ
have mutated only in 51. Mow we cannot sustain any thesis because we discussed only dleven variants and
we lack the accurate mutation rate of each variant and the transmission rate at different places.

Evidence shows the influence of ghrcosylation in the soccess of SARS-Co¥-2"%, g0 we incduded this char-
acteristic in the study. In other coronarinus the highly ghecosylated Amine Terminal Domain (NTD, plays an
important role in attachment to the host cell and immune sz evasion. For influenza C wiros and some
coronavires (HCo¥ HEUL, and HCoV OCA3), attachment through 9-0-acetylated sialic acid receptors is cru-
cial and constitute another species barrier™ ***, The interaction with specific hosts’ proteins facilitates the
approaching of the fusion machinery to the cell membrane. Furthermiore, saccharides mask potential epitopes
recognized by antibodies, making it difficalt to the immune system to eliminate the virus. It has been ohserved
that the spike ghycoprotein must be shislded by the protective from the immune system ™. For the spi
]:mt:in..imml.ﬂ.itlmum T bupumgrmﬂ:ﬁdm inﬂuRBDandhﬂEubnlcpu’ntdnufﬂ:wﬂ
navirus, This favars the bxation of new Asn susceptible to ghycosylation, only if the sequon NXT/S s ex ed
to (W stands for Asn, X is amy a.a except Pro, mdﬂtcthirdpoc:itimisl.mdsﬁurThrmS:r]. Tbﬂcﬁnm.mur
new ghycosylation sites were enhanced by positive selection. It remains to be determined whether the mutations
near glycosylation sites interfere with the formation of glycosidic bonds in the variants of health concern. We
found that all variants present mutations near glycosylation sites, which dir alh-_rﬂ'beepuuru recognized
by antshodies they have been reported redu,l:esmc,n-g:n:iti.un by mﬁbudh“,ﬂmaﬁqmepbupu. [gl.ln:unu,
#vasion to the immune system recognition is 2n important selective pressare that kas influenced the Axation of
neutral matations. It is important to undercover to what extent the g lation of SARS-Co¥-1 spike protein
could help us understand the physiopathology of the virus and to develop better prophylactic or therapewtic
strategies, effective against all variants.

The neutrality test constructed here considers both synomymous and non-synonymons mutations, which
allowsd us to oheain information of the types of selactive pressures that influenced deviation in freation from
neutral mutations. The limitation of our study & that we cannot detect mutations fixed by epistasis ar originated
by recombination or concomitant mutations. Therefore, the common mutations are considered onky as the result
af natural selection or genetic drift. Another consideration is that the neutrality test showed that the amino
acids with the capability to be ghecosylated are favored but we cannot certainly conclude that specific residues
are bonded 1o 2 carhohydrate.

Conclusion

The long-lasting pardemic, the wide geographic distribution, and the rapid contagiowsness mainky during epi-
demic waves, have influsnced the generation of variants of SARS-Co¥-1. At global or local scale, the evolution
af this viras can be appreciated. Vaccines and drags have been developed and tested aiming to stop transmission
which wauld alsor in preventing the viras from mutating and developing new variants. , evolution-
ary studies play an important role in the prevention of epidemiological catastrophes and in the development of
hetier treatments that covers mast viral variants. The neutrality test compuied shows the of selective pressure
for each amino acid in the ihepmieinufﬂemm.ﬁ'uzmluﬂmu?uudjm to understand and
dnmibecha.ngsinm’%mquﬂmﬂutmiulubﬂimummu,m unction. The neuwtrality test could
be exploited mare even in SARSZ-S sequences to better appreciate the evolutionary behavior of SARS-CoV-1
Further analysis should be done to know whether if the predicted structures of the variants enhance the bind-
ing with the rece and if the interactions in the trimer are not distarbed. In the end mutations have allowed
SARS.-CoV-21o a.perishﬂttﬂum.thumhind..nnﬂu scale d’npﬂ.ndemin:

Rocaived: 23 April 1021; Accepied: 18§ Angust 721
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